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RESUMEN GENERAL

Los péptidos policationicos son moléculas que hacen parte del sistema de defensa de los
seres vivoscontra microorganismos patdgenos. En esta tesis fue evaluada la actividad
permeabilizadora de péptidos derivados de la protoxina CryllBblBaigllus
thuringiensis subespecianedelin, en membranas artificiales como bicapa lipidica plana
(BLP) y liposomas. Parallo fue necesario implementan la técnica deBLP un método
novedos de perforacion eléctricde laminas de Tefléren cuyas perforacionede bordes
finos, regulares y sin quemadurae formé la BLP ElI métodode perforacion eléctrica
desarrolladeen este trabajo se puede utilizaara perforar otras laminas organidasgue
permitié solicitar la patente de invencide este métoda nivel nacional e internacional.
En BLP se mostr6 quia permeabilizacion con los péptidaatimicrobianosBTM-P1 y
BTM-P4 espotencialdependienteigual que coros péptidos anticancerigenos-#¥y P7

5. Tambiénse mostré que la permeabilizacion de la Rldpendalel potencial superficial

el cual puede senodulado pota adsorciérdel catién divalente Mg en lamembranaEn
presencia de Mg, se incrementda concentracién efectiva del péptid®TM-P1 para
permeabilizar ldbicapa lipidicaEl otro modelade membrana lipidica artificial para evaluar
la actividad permeabilizadora de los péptidasron los liposomasusandola sonda
catidnica de fluorescencia Dig6) para monitorear cambios de potencial transmemhbranal
Para estosedisef® un modelo computacional soldeedistribucion de la sonda Dig@) en

una suspension de liposomas con el findééinir las condicioneexperimentales mas
adecuadas paraonitorear cambios delpotencial transmembranal en funcion e
concentracion de liposomas en la suspengidala carga superficial dmembrandla cual
depende de la concentracién de los lipidos negativamente caygaelasfuerza iénicalel
medio de incubacin Las pruebas con liposomasonfirmaron que la actividad
permeabilizadorale los péptidogolicationicos(que poseen actividad antimicrobiana y
anticanceiigeng es potencialdependiente y que dicha actividadse puede afectar

adicionalmenteambiando el potencial superficial sembrana



Abreviaturas y simbolos

ANS’: 1-anilino-8-naphthalenesulfonate

AP,%: Porcentaje déosfolipidos anidnicogn liposomas, %
BLP: Bicapa lipidica plana

DiSC3(5): 3,3'Dipropylthiadicarbocyanine iodide

LUV: Large unilamellar vesicles

PEG400:Polyethylene glicot00

POPC 1-palmitoyl2-oleoytsn-glycero3-phosphocholine
POPE 1-palmitoyl-2-oleoylsnglycera3-phosphoethanolamine
SUV: Small unilamellar vesicles

g d Potencial transmembranal

0: densidad de carga superficial
«: potencial superficial

Palabras clave

Péptidos PolicationicosBicapa Lipidica PlanaLiposomas Potencial Transmembranal

Potencial Superficial Perforacion EléctricaModelo Computacional.



1. INTRODUCCION GENERAL

Algunos antibidticos clasicos se han caracterizadpor bloquear la sintesis de &cidos
nucleicos afectar estructuras como ribosonesnhibir las enzimas que participan en la
sintesis de proteina® microorganismos patdégen@oldbergy Friedmanl971; Finberget

al. 2004; Tenson y Mankin 20p6Pero pardos antibioticosclasicosse ha reportado el
fendmeno de resistencia de los microorganisWésodford y Ellington 2007, lo que
representaun problema de salugbublica (Jackson et al. 1998 Por ello, se estan
desarrollando otros tipos de antibidticos con mecanismos de accion distintos a los
antibioticosclasicos

Entre estotros tipos de antibidticosstan logpéptidospolicationicos(Giacometti et al.
1999 Epand et al. 20)6los cualespermeabilizania bicapa lipidica de las membranas,
estructura no mutable dias células patégené&Beschel ySahl 2008. Por lo tanto estudiar
la interaccion de los péptidos con la bicapa lipidica es impoytarnpara ellose han

desarrolladg utilizadomodelosde bicapa lipidicaartificial comola BLP y los liposomas.

La técnicade BLP es efectiva perocompleja Estaconsiste en formar IBLP en una
perforacion hecha en una lamina de Tefldbn que separaaogartimientos conmedios
acuosos en los cuales se ubican electrodos para aplicar voltaje y registrar la corriente
eléctricaa través de la BLP. b delos principales problemade la técnicas laestabilidad

de la BLPR la cual depende de la calidad de los bordes de la perforatianlamina de
Teflon donde se form@~Vhite 1972. En esh tesis se desarrdliun métodonovedos de
perforacion eléctri@ que permitb mejorar la estabilidad de BLP. En laminas de Teflén
serealizaronperforacionesitilizandodos tipos de configuracién de electrodos, uno metal
metal y el otro metatliquido;, este ultimoofrecidé la ventaja de formaperforaciones
uniformes y de bordes no quemadis.métodode perforacion eléctrica con electredo
liguido permitd ademas fijar sustancias en los bordes de las perforaclorspse podria
ser util para futuras investigaciones con BPRra desarrollar ssmétodode perforacion

eléctrica fue necesario construir un equipo que permadidionalmentejustar el tamafio



de las perforacionedanto en Teflon como enotras laminas organicaprogramando

algunos pardmetros como namero Yy frecuenciasidescargs eléctricas.

Otro modelo de membranipidica artificial, de gran inte¥s para estudiar la actividad
permeabilizadora de la bicapa lipidica con péptidos policatiorsionslos liposomasEs
posible generar un potencial transmembraglativamente att aprovechando un gradiente

de iones de potasio {Kentre los medios acuosos interno y externo de los liposomas y
adicionando el ionéforo valinomicina (sustancia que aumenta la permeabilidad de la
membrana para el Con una sonda cationica fluorescememo DiSG(5), es posible
monitorear los cambios de potencial transmembranal en liposproascados por la
permeabilizacion de la membrana con pépti@on el fin deencontrar la mejores
condiciones experimental@aramonitorear los cambias de potenciaransmembranafue
desarrollado un modelo computaciordd distribucion de la sonda Dig®G) en una
suspensidle liposomasConeste model@omputacionase evalu6 el cambio de potencial
transmembranategln la concentracién d@SCs(5), la concentradn deliposomasy el

potencial eléctrico superficial de membrana

Por lo tanto, se evaluo la influencia del potencial transmembranal y el potencial superficial
sobre la permeabilizacion de la BLP y de los liposomas, con algunos péptidos
policatibnicosdisefiados en nuestro laboratorio, los cuales ya habian sido estudiados con

algunas biomembranas.



2. MARCO TEORICO

2.1 Péptidospolicationicosy su actividad biologica

Los microorganismosanimales hongos yplantasposeenun sistemade defensa contra
microorganismos patogendlamadopéptidosantimicrobianogZasloff 2002; Reddy et al.
2004; Jenssen et al. 2006; Sorensen et al.)2Q@8 péptidosantimicrobianos en su
mayoria son péptidgsolicatiénicos los cualesson moléculas de cadena coratrel? y
50 aminoacidasy anfipaticos, es deciposeeruna parte hidrofilica y otra parte hidrofébica
(Morizaney Gallo 2012) La estructura de estos péptidos puedensita, formadapor
hojasby hélicsU ( J e2009 & ig.12.1).

B
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Fig. 2.1 Estructuras de péptidos antimicrobian@g De estructura mixta dplectasina, una
molécula tipo defensingB) estructura orquilldd de | a | &)estractumhéliGgec i n a

U de | a ¢D) eskuctira extdndidda laindolicidina. Figuratomadade Jenssen
(2009).

Los antibiétios tradicionalesse hanutilizado para provocar la muerte gvitar la
proliferacion celular de microorganismos patogerestospueden actuar sobr@gunas
estructuras celulares y moleculares cqgaced celular, AR, ADN, ribosomas, yenzimas
de importancia vital para la célu{dackson et al. 1998Pero estas estructuras pueden
mutar ylas células pued@ desarrollaresistencia m@te los antibidticoshaciéndolos menos
eficientes por lo tanto, sto se traducen unproblema de saludonsiderablepara el

tratamiento de enfermedades infecciqSaskson et al. 1998)



Labicapa lipidica de lasiomembranagss una estructurgo mutablgPeschel y Sahl 2006

y la evolucién de la vida hdesarrolladoos péptidos policationicos como antibioticos
naturales, los cuales han mostrado ser especifieficientespara esta estructuclular

Por ello los péptidos policationicos se han convertido enrogas potencialescontra
enfermedadesnfecciosas de agen microbianaEpandy Vogel 1999 Duclohier 2002
Cuando bs péptidos interactian con la bicapa lipidica ddiamembrangsse orientan y
sufren cambios estructurales mutuos con la membrana para fporas de distinta
configuracion(Wang et al. 2012}JFig. 2.2). En el modelo de poro barril (Fig..24), el
péptido primero se pega a la superficie de la membrana lipidica con su eje longitudinal
paralelo a lasuperficie cuandola concentracion local se incrementa, el péptido adopta una
conformacion mas ordenada y cooperativamente se inserta en la membrana hasta formar un
poro donde las regiones hidrofébicas de los péptsmsorientanhacia el corazén
hidrofébico de la bicapa lipidic&n el modelode poro toroidal(Fig. 22B), el péptdo

unido a la membrana se inserta dentro de la bicapa lipidica y ftenauamentea la
monocapa lipidica externpara doblarsey luego fusionarse con la monocapa lipidica
interng como resultado un poro transmembranal reversible se forma con la zona
hidrofilica de los péptidos y las cabezas polares de los ligitosl modelo de alfombra

(Fig. 22C), el péptido permeabiliza la membrana a través de un mecanisfporairkl
péptido se acumula en la monocdipddica externa de la bicapa lipidica induciendo la
expansion de la monocapa externgrpvocando luegain estiramiento entre las dos
monocapasasta colapsar la membrana. Emedelo detergente (Fig.ZD), los péptidos
interactian con la bicapa lipidica y neemen lipidos para formar micelas solubles en
medio acuosplo cual colapsa catastroficamente a la membr&nael modelo clisteres
lipidicos (Fig. 22E), péptidos catidnicos unidos a la membrana se pueden agrupar con los
lipidos anibnicos presentes alli la interaccion péptidtipido puede cambiar el
empaquetamiento lateral de los lipidos e incrementar la permeabilidad a través de la

membrana.



A: Modelo de Poro Barril B: Modelo de Poro Toroidal C: Modelo de Alfombra

? Lipido | \'

D: Modelo de Detergente E: Modelo de Clusteres Lipidicos
' Péptido % o :

? Lipido Neutro

i Lipido Anidnico

Fig. 22 Modelos de permeabilizacion deembrana.(A) Modelo de poro barril: los
péptidos se insertan en faembrana y cooperativamente forman un poro cuyas zonas
hidrofébicas se orientan hacia el corazén hidrofébico de rabrana. (B) Modelo de poro
toroidal: los péptidos se insertan en la membrana y forman un canal junto con las cabezas
de los lipidos de la embrana. (C) Modelo de alfombra: los péptidos unidos a la membrana
se acumulan y provocan un estiramiento de las monocapas lipidicas hasta colapsar la
membrana. (D) Modelode detergente: los péptidos interactian con la membrana
arrancando lipidos para foammicelas solubles en medio acuoso. (E) Modelo de cllsteres
lipidicos los péptidos catiénicos interactian con los lipidos aniénicos de la membrana
disminuyendo el empaquetamiento de los lipidos y aumentando la permeabilidad en la
membranaFigura modifi@da y traducida dé&/ang et al. 2012.

La investigaciéon delos péptidos policationicos no solo se ha enfocado para tratar
enfermedadefeccicsasde origen microbianoadicionalmente existe el inter@gra el
tratamiento contratras células como las dearcer Madery Hoskin 2006;Schweizer
2009 Gaspar et al. 2013).

2.2 Membranaslipidicas artificiales como modelogdle membranapara la investigacion

de la actividad ionoférica de logéptidos policationicos

Las membranas biologicas son estrudurgortantes para la compartimentalizacion de las

células estan constituidas por la bicapa lipidica, proteinas periféricas, proteinas integrales y



glucidos. La bicapa lipidica es la estructura soporte dendéasbranas biologicasormada
basicamente poosfolipidos,lipidos cuya estructura es anfipatideenenuna cabeza polar
y 2 cadenas hidrodofobicas de acidoasos Fig. 2.3). Desde una solucién de fosfolipidos

se pueden formamembranas artificialesomo liposomasBLP y peliculas dd.angmuir

Blodgett

A) Colas hicllrof()bicas Cabeza hidrofilica
I

| || Glicerina |

0 Fosfato

c—0— lCH2 /
(—0—C—H 0

Il
O | H(—0—P—0— R

~

Acido graso

\

saturado . 0®
Acido graso
insaturado Grupo cabeza
(R)
CH, coo®
— ol | @
[ HO=CH,—CH;—N—CHj3 HO—CH,—CH—NH;
— |
] CH;
) Coli :
S ohna Serina
o OH OH
] @ H OH
a, HO—CHy—CH,—NH;
(ja HO H
Etanolamina e
Inositol

Fig. 2.3 Estructura ddos fosfolipidos. A)Estructura basica de un fosfolipjdpeconsiste

en unacabeza polacompuesta por glicerina, fosfato y un grupo cab@ay de colas
hidrofébicas que son dos cadenas de acidos grasosu#dss pueden ser saturados e
insaturados. B) El grupo cabefB) puede ser diferente (colina, serina, etanolamina o
inositol) y ser neutro o cargado eléctricamente segun el pH. Figarada y modificada
desde Koolman y Roehm (2005).

Los fosfolipidospuedenserde diferente classegun la estructura dei cabeza polam la
longitud y grado de saturacién de los acidos gramedas colas hidrofébicasegun la
cabeza polar tenemos los lipidos de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, dds&ina y

fosfatidilinositol (Koolman y Roehn2005. El colesterol, aunque no es tosfdipido,



puede ser parte de la bicapa lipidicafectarsu microfluidez (Cooper 1978)Se les han
asignaddormasgeomeétries a losfosfolipidos (Fig. 2.4) para poder explicdas estructuras
mas probables formadas cestas moléculatales como micelas invertidas, micelas fo
invertidas y bicapa lipidicd.a longitud y grado de saturacion de los acidos grasdss
fosfolipidos es importante porque afecta la permeabilideshbilidad y fluidez de la

membrandipidica (Morizaney Gallo 2012)

Fosfolipido Forma molecular Organizacién

Fosfatidilcolina mnmﬁnnn Laminar (L)
oelnsleihe

Lisofosfatidilcolina ? v ..};/}—.é:. Hexagonal (Hy)

Fosfatidiletanolamina ﬂ ‘§ _ Hexagonal (Hp))
[\ i

Fig. 24 Formas de lipidos y organizacién supramolecular (polimorfisrha).forma

lipidica es un concepto muy conveniente, frecuentemente utilizado para describir el
volumen ocupado pdos fosfolipidos. Usando esta aproximacion, los lipidos pueden ser
clasificados como cilindros (por ejemplo, fosfatidilcolina), conos (por ejemplo,
fosfatidiletanolamina) y conos invertidos (por ejempisofosfatidilcolina),dependiendo

de los voliumenes relativos de sus cabezas polares y cadenas de acidos grasos. La
organizacion supramolecular, o empaquetamiento, de tales moléculas ongifacapa

amplia (o laminar, L), y fases (micelas tubularegsy H,, no-laminares. Tmado de Escriba

et al. (1997).

Para estudiar la permeabilizacion de membranas con pgpimlationicos e han
desarrollado técnicgsara formamembranas artificialelescomo liposomas BLP, los
cuales son modelos simplificados de las membrdmaiggicas (Gallucci et al. 2003;
Duclohier2006; Stoiloveet al. 2007)
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2.2.1 Bicapalipidica plana (BLP)

La técnica deBLP es una técnica fisioldégica que permite estudiar la actividad de canales
iGnicos, porinas y otros complejos moleculares que fopoen(Hanke ySchlue 1993)El
propésito principal de este método es monitoreazoeiportamiento de uporo enuna
membrana artificial la BLP (Zakharian 2018 La Fig. 25 muestra un esquema de los
principios de esta técnica.

Fuente de voltaje Medicion de Corriente

= r -1
| |

I |

| !

| |

j~1mm 2‘3 |

| -_—

| N !

| Sl |

I I

soluciones salinas | ‘
L_ _

Ventana de observacion Canal i6nico hipotético

Fig. 25 Principiosdela técnicadebicapa lipidica plan@BLP). Una membrana artificial es
construida sobre una apertura en una particibn que separaodgmrtimientos con
soluciones salinas de igual concentraci®a muestra el circuito basico para medir el flujo
de corrieng¢ a través del canal idnico hipotéti@asicamente se insertan dos electrodos a
las solucionessalinaspara aplicar voltaje y registrar la corriente eléctrica a través de la
membrana simultaneamente. Figura tomada y traducida de M&ukdue (1993).

Es posible evaluar lactividad permeabilizadora potenegdpendiente de un péptido
policatibnico usandda BLP. Para elloes necesariproducir el potencial transmembranal
en la bicapa utilizando un par de electrqdesmergidos en las soluciones salinas
cuales tienen conexion con una fuente de voltaje que pesgpigtar la polaridad e
intensidad del potenciatléctrico (Fig. 2.5) El péptido se adiciona en uno de los
compartimentos con solucién salina; se espera queraeabilizacion déa bicapase

incremente cuando la polaridad del potencial eléctitel compartimiento opuesto sea de
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polaridad negativald cual esfavorable para atraer moléculas cargadas positivamente
como péptidos policationicpdacia la bicapa Cuando la polaridadn elcompartimento
opuestoespositiva se espera que la corriente dismiagsaparezca o se mantenga en un
valor fijo en el tiempo. Es por ello que durante los experimentos con Bp&esevariar
periodicamente la polaridad del potencial transmembranal para observar el efecto de
permeabilizacion potencig@lependientela permeabilizacion de la bicapa se registra con la
corriente eléctrica que pasa a través de esta, para ello uno de los eldsn@dosnexion

con un medidor de corriente que es un circuito de transimpendancia (Fig. 2.5).
2.2.2 Liposomas

Los liposomasson vesiculas de membranasnstituidas solo de fosfolipidos y se pueden
clasificar segun su tamafi&xisten liposomas pequefios 8UV (small unilamellar
vesicles),liposomas grandes bUV (large unilamellar vesicles) iposomas gigantes o

GUV (giant unilamellar vesicleg}Fig. 2.6).

SUV LUV GUV Multilaminar Multivesicular
<100 nm 100-1000 nm >1 um

:1

j

"/

b

Fig. 2.6 Clasificacion de vesiculasde membranasegiun su tamafio y laminaridad.
Liposomas pequefios o SUV (small unilaminar vesicles) los cuales tisnaiametro
menorde 100 nm; liposomas grandes o LUV (large unilamellar vesicles) que son de 100 a
1000 nm; y liposomas gigantes o GUV que son de diédmatryor a una micra. Las
vesiculas multilaminares tienen muchas capas de membrana, y las vesiculas
multivesiculares encapsulan vesiculas mas pequéigsa tomada y traducida den
Swaayy deMello (2013).

Los liposomas LUV o SUV se obtiemenediante preparaciones diferentea. Fig. 2.7
ilustra los pasos para logréws liposomasdesde una suspensién de lipidos en medio

organico.
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Lipidos en solvente
organico

/i@ =J | - ﬁ con bufer @
‘ e k '
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o

I [ Solucion acuosa

Pelicula seca Hidratacion

Evaporacion rotatoria ule
de lipidos

Centrifugacion, diélisis,

Sonicacion @ ultrafiltracién o )
0
. cromatografia de
Extrusién © columna
—> O O —
- Reduccion @ Purificacion Suspension final de
Agitacion Multilaminares LUV o SUV liposomas

Fig. 2.7 Etapas par#a produccion de liposomas LUV o SUWigura tomada y traducida
desdade Araujo Lopes eal. (2013).

Desde vesiculas multilaminares los liposomas LUV y SUV se obtienen por extrusion y
sonicacion (aplicacion de ultrasonido), respectivamente; si es necesauedshacer una

purificacién ddosliposomas para eliminar residuos indeseados (Fig. 2

2.3 Generacion de ptencial déctrico transmembranal en liposomas

El potencial eléctrico transmembranakimplementgotencialtransmembrandlp Q, es la
diferencia de potencial eléctrico enttes medic separados pouna membranaPara el

caso deBLP, este potencial se genera aplicando un voltdjavés déa bicapautilizando
electrodos (Fig2.5); pero para el caso de liposomagpdlse generatilizando el ionéforo
valinomicina y ungradientede concentracionle K™ a través de la membrarBig. 2.8).
Inicialmente la membrana del liposoma impide la difusion Kiela través de estal
adicionar valinomicina\) se produce una difusion de cationesdésde el medio acuoso
interno {, con alta concentraciorde K') hacia el medio acuoso externo, con baja
concentracion de K lo cual produce una diferencia de cargas que se traduce en la
generacion dep(el cual se equilibra (se iguala) con el potencial de difusién He K

frenando finalmentt difusion de K a través de la membrana (estado estacionario).



13

AWV
_I_
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0 K

Fig. 2.8 Mecanismo para generar potend¢rahsmembranal en liposom&e aprovecha un
gradiente de concentracion dé Kse utiliza el ion6foravalinomicina (V) para facilitar la
difusion de K* desde el medio de mayor concentracionh@cia el nedio de menor
concentracion d). El potencial de difusion de K se equilibra con el potencial
transmembrandlp Q generady por lo tantcel flujo de K se detiene.

El g Cen liposomase puede estimaegun la relacionernstana
RT n [K™],

+1 2.1
F K, e

dondeR es la constante universal de los gaBda, constante de Faradayl'ya temperatura

DY=-

absoluta.[K']; y [K']o son las conagraciones deK® dentro y fuera del liposoma

respectivamente

Para ungcon potencial eléctrico negativo dentro del liposoma, se favoreceria la
permeabilizacion de la membrana con péptido policatiériios. cambios de potencial
transmembranaprovocadopor la permeabilizacion de membracen péptidg pueden ser

monitoreados usando una sorftieorescete comoDISC3(5) (Sims et al. 1974)

2.4 Potencialeléctrico superficial

Un factor que afecti interaccion péptidanembranaes el potenciatléctricosuperficial(o
simplemente potencial superficialg la membrana, el cual depende decéaga eléctrica
superficial de la membrana e la fuerzaidnica del medio de incubaciéfiemeshko
2013) Segun la teoria de ldoble capa eléctricael potencial sup#icial surge por la
adsorcion opresencia de especies cargadas stbreuperficie de lanembranala cual
afecta la adsorcion de otras espgoton cargapresentes erel medio acuosopor

interacciones electrostategrig. 2.9).
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Doble capa eléctrica

Particula con carga s
superficial negativa |m=og

Plano de
deslizamiento

Potencial superficial
Potencial zeta

mV

-~

-
-----'I

Distancia desde la sdperﬁci'e dela
particula

Fig. 2.9 Representacién esquematicalaeloble capaeléctricaque rodea una particuéan

medio acuosoLa carga neta de la particula en la supetfigige leprovee un potencial
superficial afecta la distribucion de iones alrededor de la regién intgpfaxocando un
incremento en la concentracion de coidrzes (iones de carga opuesta a la particula) cerca
de la superficieLa capa liquida alrededor de la particula existe en dos partes; una region
interna, llamada la capa de Stern donde los iones estdos fuertemente a la particula; y
otra externa difusa, donde los iones estan interactugledtvostaticamente dena manera
masdébil con la particulaCuando la particula se mueve (por ejemplo, por la gravedad), los
iones que la acompafan se encuentrasta un plano de deslizamiento que coincide con la
posicion donde se manifiesta el potencial ZBtemado y traducido dilalvern(2013).

Sabiendo la densidad de camdéctricasuperficial en la membrar(&), por la presencia de
lipidos cargados u otsamoléculas cargadas adsorbidas en la membesaosible

determinar el potencial eléctrico superfidif)l usando la ecuacion de Grahame

" ¢- ' YYO QO p (2.2)

dondeC; es la concentracién be - o, dé valenciaz;, en elmediode incubacionUla

permitividad dieléctricadel agua yR, Ty F fuerondefinidosantespara la ecuacion (2).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Estudiarla capacidad dealgunospéptidos policationicos, previamente disefadasel
Laboratorio de Biofisica, para permeabilizar membranas lipidicas artificiales, tales como

liposomas y bicapa lipidica plana

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Implementar la técnica de bicapa lipidica plana.

3.2.2 Desarrollar una técnica geerforacion de laminade Teflon que permitanontar la
bicapa lipidica plana.

3.2.3Evaluar la permeabilizacién d& bicapa lipidica plana comlgunos péptidos
policatidnicos.

3.2.4 Determinar por medio de un modelo computacioda condicionegxperimentales
mas adecuadas para monitoreambios depotencial transmembranal en liposomas
conla sondale fluorescenciaationicaDiSCs(5).

3.25 Estudiar la permeabilizacidie liposomasonpéptidos policationicos.

3.26 Evaluar el efecto decambios dd potencial superficialde membranasobre la

permeabilizacion de bicapa lipidica plana y liposomas con péptidos policationicos.
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4. METODO Y APARATO PARA LA PERFORACION
ELECTRICA DE LAMINAS DE TEFLON PARA
EXPERIMENTOS CON BICAPA LIPIDICA PLANA

4.1 Resumen

......

permeabilizadora de agentes biol6gicamente activos como péptidos policatiénicos. La
bicapa lipidica plana se forma en una perforacién de una lamihefld@ que separa dos
compartimiente conmedios acuosos en los cuales se ubican electrodos para aplicar voltaje
y medir la corriente eléctrica a través de la bicapa. Una de las principales dificultades de
trabajar con bicapa lipidica plana es su estaillidsobre todo cuando estpresentes
péptidos policatidnicos y un voltaje aplicado a través de la bicapa. La estabilidad de la
bicapa depende de la calidad de los bordes de la perfardoién bordes de las
perforacionespueden tener fisuras si se formpar medio de perforacibn mecanica, o
guemaduras si se forman con descargas eléctiicasual no es conveniente para la
estabilidad de la bicap&resentamoan método novedosde perforacion eléctrica el cual
utiliza un sistema formado por dos electrodaso metalico y el otro liquido, qupermite

formar perforaciones de bordes finos y uniformes sin quemaduras. Ademas, se construy6
un aparatoque permite programda frecuencia yel nimero dedescargas eléctricas para
formar perforaciones de diferente tamafio. Con el eleciigdmo tambiénfue posible

fijar sustancias en los bordes de la perforadifiraparato y nuesirmétodonovedos de
perforacion eléctricacon electroddiquido, pueda ser utilizasds para la perforacion de
otras laminas organicagsto nos permitio presentar la solicitud de patente ante la
Superintendencia de Industria y Comerciarfierode radicadd.3-016117 gaceta 70y a

nivel internacional (PCT con nimero de paation internacional WO 2014/118698).
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4.2 Introduccion

La técnica de bicapa lipidica plan®LP) es una técnica qu@ermite evaluar la
permeabilizacionde la membranalipidica con moléculascomo péptidos policatibnicos
(Hankey Shulue 1998 La bicapa lipidica plana se forma dentro de una perforacion de una
lamina de Teflon la cual separa dosmpartimients con solucién acuosa donde se
sumergen electrodos que permiten aplicar voltaje y medir la corriente eléctrica a través de
la BLP simulttneamentéHankey Shulue 1993

La estabilidad de IBLP es un problema que se debe superar durante los experimentos y
depende de la calidad del bordeldgerforaciondonde se forma dicha membrana (White
1972) La perforacion mecanica de laminas dédretiene la desventaja de formfssuras

en los bordesle la perforacion Chanturiya 201By la perforacion eléctricaisandosolo

electrodos metalicosleja perforaciones con bordes quemadtitanke and Shulue 1993

En este trabajo s#esarrollé uatécnicade perforacion eléctrica cam electrodo novedoso
basado eriquido (electrodeliquido) que mantiene contact@on la lamina organica
perforay sirviéndole de soporte y a la vez como refrigerante que reduce la quermadura
los bordes de las perficionesdurante las descargas eléctricas.liguido puede ser
electrolitoy se puede mezclar copinturas, tintes o colorantéss cuales se fijaen los
bordes dda perforaciondespués de $adescarga®léctrica. Se construyd un equipo que
permitecortrolar el tamafio deas perforacionegprogramandcel nimeroy frecuencia de

lasdescargasléctricas

El propdsito dda técnica desarrolladaquifue mostrar |a ventaja de nuestrométodode
perforacion eléctrig y del electrodeliquido, y su utilidad para experimentos con bicapa
lipidica plana.
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4.3 Materiales y métodos
4.3.1 Construccién de un sistema de perforacion eléctrica

Un esquema del aparato de perforacion eléctrica que se construyd se muestra erlla Fig. 4
Se presentanlos configuraconesde electrodos, uno metaietal (Fig. 41A) y otro metal

liguido (Fig. 41B). Para generar pulsos eléctricos de alto voltaje, y por lo tanto las
descargas eléctricas, se utilizé un transformador elevador de voltaje conectado a un circuito
de conmutacion cuyo interruptor fue un MOSFET controlado electrénicamente con un

generadode pulsos cuadrados

A 2 ' 12
Y I 10
: /l

o
o
[

v

fw—zé%./d

41_| 6——*%
Séb = 7

Fig. 4.1 Esquemas del aparato de perforacion eléctrica construido en nuaistn@torio

Se muestra laonfiguracion de electrodosetatmetal (A) donde la lamina organica tiene

contacto directo con la parte metalica de uno de los electrodasconfiguracion metal

liguido (B) donde la lamina orgéanica tiene contacto directoetdiguido. El aparato de

perforacion eléctrica consestle un transformador elevador de voltaje (1) conectado a un

circuito de conmutacion formado por un resistor (2) que limita la corriente eléctrica a traves

del circuito, una fuente de voltaje DC (3), un MOSFET (4) controlado por un generador de

pulsos cuadados (5). Para la configuracion de electrodos métalido, e | Afel ectr od«
i nferior 0 posquesoparta ana pantd reetalica (7)&n su forldo cubeta

puede conteneliquido (8) que puede seelectrolito (configuracionmetatelectrolito) o

agua destiladgconfiguracibnmetatagua)o no contenetiquido (sélo aire configuracion

metaltaire). Enla parte superiode la cubeta (6¢sta una pieza de vidrio (9) que soporta la

lamina organica (10)sta ultimase separa una distancéi(0.5 a 1.0mm) desdeun balin

(11), yuna distancidpor debaj o del nmedlicequd esddbronadeuper i or
barra con un balin soldado en su extremo (12).
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Para nuestros experimentos se utilizé como transformador elevador de voltaje la bobina de
encendidgara carro Motorcraft de la marca Ford modelo-BX3. Los detalles del circuito

de conmutacion conectado a la bobina primaria del transfornedeMador de voltajse
muestran en la Figl.2. La resistencia en serie que limito la corriegltectricahasta2.0A

en elcircuito de conmutaciorue de 2.2 Ohmgresistor mas cercano @hico capacitor de

4700 pF, ver Fig. 2). La fuente de voltajen el circuito de conmutacion fde 24 \DC.

400 pH D Bobina de Encendido |Electrodo
120 VAC a 24 VAC 6A10 para carro superior
. 6A10 h‘ - Electrodo inferior
550 | 2:'_2 a =~100nF (electrodo
_D|_ metal-liquido)
6A10 3300 pF 5 /?/
400 pH = S =mA4700 pF .
. 3
6A10
D
MOSFET
G [Er IRF1407
Conexion con circuito generador s 470 nF| 470 nF|
de pulsos cuadrados

Fig. 4.2 Circuito de conmutacion del aparato de perforacion eléctrica. Se muestra conexion
con el trangdrmador elevador de voltaj8q kV) desde la bobina primaria. Los detalles del
generador de pulsos cuadrados se muestran en laJ:ig. 4

La apertura y cierred interruptor electronicdMOSFET) se controlé electronicamente
usando el circuit@eneradorde pulsos (Fig4.3 ) cuyo fAicoraz-no es el
PIC16F877, el cual fue programado en lenguaje BAS&CapéndiceA.1).
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13 OSC1/CLKIN RBO/INT gj
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5 RB3/PGM 37 |
10 kQ 2.7 kQ —5— RAG/ANO RB4 [—2
< _._,@ 4— RA1/AN1 RB5 35
-2} Q10 5— RA2/AN2/VREF- RB6/PGC 20
"-E — g 6_ RA3/AN3/VREF+ RB7/PGD
< = 1o = RA4/TOCKI_
4 100 nF —] RA5/AN4/SS RCO/T10SO/T1CKI
-~ 8 o RC1/T10SI/CCP2
9— REO/ANS/RD RC2/CCP1
T RE1/ANG/WR RC3/SCK/SCL
——] RE2/AN7/CS RC4/SDI/SDA LCD
RC5/SDO
5 V RCB/TX/CK LMO1 6L
RC7/RX/DT
—_— wouw ;
- RDO/PSPO 294 PRu R5A83885
RD1/PSP1
RD2/PSP2 P|N ml < Lr)lco Nlm ool ]alol<
RD3/PSP3 L
RD4/PSP4
PIC16F877 RD5/PSP5 gg—/— —
RD&/PSP& 30 7 -
RD7/PSP7
( 5V
Optoacoplador 8V

5100 HML1 ¢

270 Q

[y ot Dov

2
Inversor (NOT)
5 CD40106BE
alimentado con 8 V

Conexién al interruptor
“ electrénico - MOSFET
IRF1407

%

10 kQ

Fig. 4.3 Circuito del genemor de pulsos cuadrados programable. El circuito genera pulsos
cuadrados de 5 desde el microcontrolador PIC16F8(&n el pin 17)jueluegollegan &
optoacopladoH11L1 consalida hacial inversor CD40106BEambos alimentadoson 8

V, esto se hace papaoteger al generador de pulsos de las descargas eléctricas que ocurren
en el transformador elevador de voltaje conectado al circuito de conmutacion (veB)Fig.
Después del invers@e obtienen pulsos cuadrados de 8 V que contadlMOSFET del
circuito de conmutacion (Figd.3). El circuito generador de pulsos permite programar
namero de pulsos, ancho del pulso y distancia entre pusesde el tecladoLa
programacion dahicrocontrolador PIC16F875 muestra en epéndice Al.

El circuito de conmutacion tuvo su propia fuedée24 V(ver Fig.4.2), fuentes adicionales
se construyeron para alimentar al generador de pulso$ V, a optoacoplador y al
ventilador del equipcon8 V (ver Fig.4.4).
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Fig. 4.4 Circuitos de otras fuentes de voltajePara el circuito generador de pulsos
programablese utilizéla fuente des V y parael optoacopladoy ventiladorla fuente de3
V.

Haber separadias fuentes de voltaje en cada uno de los circuitos utilizados en el aparato
de perforaion eléctrica permiti@qque el generador de pulsos cuadrados programable no se

reseteara durante las descargas eléctricas.

4.3.2 Perforacién eléctrica de laminas organicas

Para indicar la zona de perforaciénla lamina organica fue necesario aplicaa ligera
puncion sobrestapara facilitarel inicio de laperforacion eléctrica. Se realizaron algunas
perforaciones en laminas de Teflén y polietileno de 50 um de espesor, y vinilo dedé pm
espesarkEn el aparatade perforacion eléctrica se varié éinmero de pulsos que equivale al
namero de descargas eléctridasnbién se varita frecuencia de emision dies descargas
eléctricasPara la configuraciéde electrodosnetatliquido (Fig. 4.1B) tambiénse vario la
salinidad del liquido; en algunos casose utilizé como liquido, pintura y solventes

organicos para mostrar la fijacion de sustancias en el borde de la perforacion formada.

4.4 Resultados

La Fig. 4.5 muestra una fotografia daparatoque fue construido para la perforacion

eléctrica de ldmimaorganicagFig. 4.5A) y se ilustracomo ejemplo la configuracién de
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electrodos metdiquido (Fig. 4.5B). Un breve manual deperacion deequipo generador

de pulsos programab$e encuentra en gbéndiceA.2 de esta tesis.

Electrodo

SpeHoE N Bobina de
encendido
para carros

|| —Generador de pulsos programables

3.  Electrodo
.ﬁ inferior
|

’ m;/

Electrodo superior \
Teflén

Electrodo inferior | transparente
(electrodo metal-liquido)

e SN dﬂ—ﬁl
Fig. 45 Sistema de perforacion eléctricde laminasorganicas desarrolladoen el

Laboratorio (A) Aparato de perforacion eléctrica(B) configuracion de electrodos metal
liquido.

La formade las descargas dependié de la presencia o ausencia de la lamimaaa. parf

Fig. 4.6 muestra algunas fotografias de las descargas eléctricas obtenidas a las frecuencias
de 20 y 100 Hz usando la configuracion de electrodoshtiguido (Fig. 4.1B). Las
descargasléctricasse fotografiaron sitdmina organicdFig. 4.6A) y con lamina organica

(Fig. 4.6B).
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20 Hz 100 Hz

Fig. 4.6 Forma de ladescargseléctrica en presncia y ausencia de una lamingénica.

A) Formas de las descargas eléctricas en ausencia de lamina organica. B¥ Herlaa
descargas eléctricas en presencia de lamina organica, la flecha indica el punto donde se

forma la perforacion en la lamimaiganica Se utilizé la configuracion de electrodos metal
liquido, donde el liquido fue el electrolito 0.1 M NaCl.

Para mostr la dependencia del tamafio de las perforaciones formadas en laminas organicas
segun la frecuencia y numero de descargas, se realizaron algunas pruebas en dos tipos de
lamina de Teflén, blanco y transparentélizando la configuracién de electrodos atet
metal(Fig. 41A). Los resultados en la Fig.7 muestran que el tamafio de las perforaciones
formadas fue proporcional al nimero y a la frecuencidade@escargaléctricas Los
efectosen los dos tipos de Teflén fueron similares, la aplicacién ded Zfilsos generd

guemaduras en los bordes de las perforaciones en ambos tipos de Teflon.

La relacién proporcional entre el tamafio de la perforacion y el nimero de pulsos (o niumero
de descargas eléctricas) también se muestra en la Fig. 4.8 para Teflgarém@es(5Qm

de espesgr polietiieno (50um de espesdry vinilo (75 um de espesQr Se usaron
diferentes configuraciones de electrodos: mait@ (ver Fig. 4.1B, cubeta 6 sin liquido),
metatmetal (Fig. 4.1A), metatlectrolito (ver Fig. 4.1B, el liquido 8 es 0.1 M NacCl) y
metatagua (ver Fig. 4.1B, el liquido 8 es agua destiladapn Peflon transparente y vinilo

la configuracién de electrodos que ofrecio mayor tamafio en las perforaciones fue la de
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metatmetal, luego en el orden fue metate, metakelectrolito y metakhgua; para el caso
de polietileno el orden fue metaire, metaimetal, metaklectrolito y metahgua.

10 Pulsos 2000 Pulsos

10 Hz

Teflon blanco

10 Hz

Teflon transp.

20 Hz

Teflon blanco

20 Hz

Teflén transp.

Fig. 4.7 Perforaciones formadasn laminas deTeflon blanco y transparente utilizando la
configuracion de electrodos metaktal. Ladrecuencias de descarggéctricafueron delO

y 20 Hz, aplicando 10 2000 pusos. La distancia entre el electrodo superior y la lamina
organica fue de 3 mnil espesor de las laminas de Teflén fu&dem.

La Fig. 4.9 muestra algunas perforaciones logradas con las laminas organicas y las
configuraciones de electrodos que fuerandgscritas en la Fig-8 Con la configuracion

de electrodos metahetal y metahire se generan perforaciones irregulares y de bordes
guemados notablemente con laminas de polietileno y vinilo. Con la configuracion metal
electrolito o metahgua, dichagregularidades y deformaciones se reducen o desaparecen
en algunos casos (Fig. 4.9).
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Fig. 4.8 Correlacion entre el tamafio de las perforaciones y el nimero de descargas
eléctricas aplicadas sobre algunas laminas organieagdrforaciones se formaron sobre
laminas de Teflon transparente (B® de espesor), polietiliend@um de espesor) y vinilo

(75 pum de espesor) usando configuraciones diferentes de electrodosaineetaietal

metal, metaklectrolito (0.1 M NaCl), y metadgua (agua destilada) (ver texto). La
frecuencia de descarga fue de 20 Hz. La distancia entre el electrodo superior y la lamina
organicafueigual a 3 mm.
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Fig. 4.9 Perforacione®n
Teflon transparente,
polietileno y viniloque
fueron hechassando las
configuraciones de
electrodos metainetal,
metataire, metalelectrolito
y metalagua a diferentes
nameros de pulsos. La
frecuencia de las descarga
eléctricas fue igual 20 Hz.
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El tamafio de la perforacion fue proporcional a la frecuenciasdéelscargas eléctricdsa

Fig. 4.10 muestra algunos ejemplos de perforaciones formadas en laminas de Teflon
transparente (espesor 50 pum) que se obtuvieron a diferentes frecuencias y namero de
descargas (o niumero de pulsos), usando la configuracion ttedbdsenetatagua yer Fig.

4.1B, el liquido 8 es agua destilad&n cualquier caso de nimédijo de pulsag, el tamafio

de la perforacion en Teflon transparente proporcional a la frecuencia.

5 Pulsos 50 Pulsos 500 Pulsos

--

Fig. 4.10 Variacion del tamafio de las perforaciones sdguinecuencia de las descargas
eléctricas. Seutiliz6 la configuracién de electrodos meligjuido; el liquido fue agua
destilada y la distancia entre el electrodo superior y la lamina organica fue 3 mm. La
dependencia del tamafio de las perforacionesacfvacuencia se evalué a diferente nimero

de descargas eléctricaslepulsos.

10 Hz

50 Hz 20 Hz

100 Hz

Para mostraventajas de la configuracion de electrodos rdéjaido, adicionales a la
reduccion de quemadura en los bordes de las perforaciones, se disolvieron algunas
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sustacias en 0.1 M NaCl que luego se fijaron en los bordediatas perforacioned.a

Fig. 4.11 muestra alguass perforacionesen Teflon transparentdonde se fijaroralgunas
sustanciasen sus bordes, talasomo glicerol, PEG400 (polietilénglicdl00) y pintua
luminiscentedespués de aplicar descargas eléctricas en Teflon transparente, polietileno y
vinilo. El liquido que sirvio como control fue electrolito 0.1 M NaCl. Para el caso con
glicerol (10% glicerol en 0.1 M NacCl), la fijaciébn no es notable despuésOde 1000
descargas. Para el caso con PEG400 (10% PEG400 en 0.1 M NaCl) existe una fijacion
notable de esta sustancia en las tres laminas organicas, especialmente en vinilo y
polietilena Para mostrar si la fijacion de sustancias en los bordes era proporcional al
namero de descargas eléctricas, de on@meramds visible, se realizaron pruebas con
pintura luminiscente (1% pintura luminiscente en 0.1 M NacCl); tanto el tamafio como la
fijacion de pintura (aumento de luminiscencia) aumentaxan el nimero de pulsos (Fig
4.11).

De acuerdo a la configuracién de electrodos m&faldo, la lamina organica sélo tiene
contacto directo con el liquido en una de sus caras durante la perfaigcidita, la cara
inferior de la lamina mantiene contacto (segun Fig. 4.1B). Todas las laminas perforadas
eléctricamente se llevaron al microscopio para su observacién, conservando la misma
orientacion de las caras que tuvo entre los electrodos delagarperforacion eléctrica, la
iluminacion siempre estuvo debajo de la lamina y las lentes (el microscopio) estuvieron por
encima de ésta. Ya que las laminas a perforar (Teflon transparente, polietileno y vinilo)
fueron transparentes, fue dificil saber ¢adéto se fij6 en la cara superior y qué tanto en la
cara inferior; la Fig. 4.12A muestra esta dificultad con Teflon transparente, donde se ensayo
invirtiendo la orientacion de la lamina o cambiando la posicion de la fuente de iluminacién

violeta sobre ldamina (es decir, se ilumind desde arriba a la lamina).
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Fig. 4.12 Perforaciones realizadas en laminas de Teflon transparente y Teflon blanco
pintadas con pintura luminiscentes después de la aplicaciébn de descargas eléctricas. El
liquido utilizado para la configuraciéon de electrodos rAégaido fue 1% de pintura
luminiscente en 0.1 M NaCl. El nimero de pulsos aplicados fue 1000 a 20 Hz y la distancia
entre el electrodo superior y la ldmina organicadue3 mm. Las fotografias se tomaron
cambiando la orientacion de la lamina o cambiando la posicion de la fuente cedidmi

violeta sobre la ldmina.

Ya que el Teflon blanco tuvo un comportamiento similar al Teflon transparente, después de
aplicar descargas eléctricas (ver Fig. 4.7), se logr6 mostrar que precisamente la cara

expuesta al liquido (cara inferior) en danfiguracion metaliquido es donde se fija la

sustancia alrededor del borde de la perforacion (Fig. 4.12B).
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4.5 Discusion

La técnica deBLP es una técnica sensiblg efectiva para evaluar la actividad
permeabilizadora de algunas molésulcomo péptias policationicosen membranasLa

BLP es una membrana que se monta dentro de una perforaciéon hecha en una lamina de
Teflon que separa dos contenedores con medio acuoso donde se sumergen electrodos para
aplicar voltaje y medir la corrientééetricasimultineamenta través de la bicap&no de

los principales problemas de la técnicaBléP es la estabilidad de la membrana la cual
depende de la calidad de los bordes de la perforacién formada en la lamina de Teflon
(White 1972. Las perforaciones se pueden hacer mecanicamente con una aguja, la cual
deja fisuras en los bordes, o eléctricamente mediante una configuracién tipica de dos
electrodos metdlicos (configuracion metattal) que fue evaluada en este tral&ig.

4.1A) y comparada comuestraconfiguracion novedosa de electrodos mbtalido (Fig.

4.1B).

Con k configuracion de electrodos memaétal se formaron perforaciones en laminas de
Teflén, de dos tipos (blanco y transparente) con quemaduras en los bordes7jFig. 4

cual no es conveniente para formar la BLP.

Nuestra configuracion de electrodos, mdéi@lido, mejora la calidad de Idsordes de las
perforaciones garantimdo unaestabilidad de la BLP formadasomo minimodos horas
La ventaja de esta configwian es queel liquidg al mantener contacto fisico con el
Teflon, provee refrigeracion durante sladescargaseléctrica y por ende redue la

guemadurarelos bordes de la perforacién.

Para modular el tamafio de las perforaciomessoélo en Teflon sino mabién en otras
laminas organicasue construido un equipo que permite programar el numero y frecuencia
de las descargas eléctricdsg. 4.5A). El equipode perforacién eléctrica se construyo
utilizando elementos eléctricos y electronicos de facil consecucios -8y 43 y 4-4).
Obviamente los circuitos que presentamos aqua el equipose podrian optimizar en un

futuro buscando por ejemplo otropds de MOSFET mas rapidos, otros transformadores
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elevadores de voltaje y fuentes de voltaje con mayor entrega de corriente; pero estos
componentes también dependen de la necesidad del usuario si desea perforaciones
eléctricas a mayor escala y a nivel indas Para nuestro caso, @baratode perforacion

eléctricaque se construyo fue suficiente para preparar nuestros experimentos con BLP.

El tamafio de las perforacionexgyradas desde nuestaparatodependié dehimero de
pulsos (0 niumero de descargééscticas), estse mostio en las laminas organicas como
Teflon transparente (50 um de espesor), polietileno (50 um de espesor) y vinilo (50 um de
espesor)Fig. 48). Por otra parte, el tamafio de las perforaciones dependié también de la

frecuencia de ladescargas eléctricas (Fig. 4.10).

Se compararon las perforaciones formadas desde distintas configuraciones de electrodos,
metataire (Fig.4.1B, cubeta 6 sin liquido), metaietal (Fig.4.1A), metatelectrolito (Fig.

4.1B, el liquido es 0.1 M NaCl) y métagua (Fig4.1B, el liquido es agua destilada). Para
Teflon transparente y vinilo, las perforaciones fueron mas grandes con la configuracion
metatmetal, luego con metalire, metalkelectrolito y metalgua; pero para polietileno el
orden fue metahire, luego metaimetal, metaklectrolito y metdiquido, la explicacion
podria ser por diferencias entre las propiedades térmicastalamateriales, el tamafio de

la perforacion no dependeria de la perforacion eléctrica sino de la combustién del material
porque después de un determinado tamafio de perfordagddescargas no quemaron al
material yéstas llegaron directamente al otro electrodo (Eig). Por otro lado, la forma
ovalada de las perforaciones en polietileno se peaphcarpor la anisotropia del material

(Fig. 4.9). Perforaciones mas grandes con la configuracion reégatrolito respecta la
configuracibn metahgua justifican la opcién de variar la salinidad del liquido para

modular el tamafo de las perforacioflgg. 4.9).

Con k& configuracion metdiquido (Fig.4.1B) esposiblefijar sustancias en los bordes de

la perforaciénesto podria ser util pacambiar las propiedades de los bor@esmezclaron
algunas sustancias como glicerol, PEG400 y pintura luminiscentel electrolito 0.1 M

NaCl. La fijaciébn de estas sustancias en los bordes pudo haber sido por el fenébmeno de

electropolimerizacion (Dubal et al. 2012). Para ilustrar con detalle en cual cara de la lamina
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organica se fija la sustancia, ya que las lamirsaslas fueron transparentes, se realizé una
prueba con Teflbn blanco; la fijacibn de sustasqar electropolimerizacionse dio
precisamente en la cara de la lAmina que mantuvo contacto directo con el liquido durante la
perforacion eléctrica (Figl.12). La fijacion de sustancias en los bordes de la perforacion se
podria aprovechar para aumentar la hidrofobicidad y por lo tanto la fijacionBdd°lan

futuros experimentos.

Nuesto métodode perforacién eléctrica se puede extender para perforar otramgam
organicas comauero, caucho, tela, plastico y papatala manufactura de bolsos, bolsas,
zapatos, correagtcétera. Esto nos permitgblicitar la patentede invencion de nuestro
métodoante la Superintendencia de Industria y Comerimngrode radicado13-016117
gaceta 701) y a nivel internacional (PCT con numero de publicacion internacional WO
2014/118698).
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5. PERMEABILIZACION IONICA DE LA BICAPA
LIPIDICA PLANA CON PEPTIDOS
POLICATIONICOS , MODULADA CON POTENCIAL
TRANSMEMBRANAL Y POTENCIAL SUPERFICIAL

5.1 Resumen

Para estudiar la permeabilizacion de membraoagpéptidos policatibnicodue instalada
una estacion de trabajo de bicapa lipidica plana en nuesibaratorio. La bicapa lipidica
plana es una embrana artificial para la cual es posible aplicar voltajes de distinta
magnitud y polaridad y paralelamente registrar la corriente eléctrica a travésade
provocada por la permeabilizaci@on agentes biolégicamente activazsmo los péptidos
policatiénicos Los péptidoBTM-P1 y BTM-P4 derivadosde la protoxina Cryl1Bbl de
Bacillus thuringiensissubespecienedelin, y los péptidos anticancerigenos-#y P75 ya
han mostrado permeabilizan potencialdependiente enbiomembranas Nuestros
resultados confirmaron el comportamiemermeabilizadompotencialdependientede los
péptidospolicationicos dondeel péptido BTMP4 reveld ser mas activo que BTRL; y
entre lospéptidos anticancerigenos,-Bfeveld ser mas activo que-Btal como sdabia
mostradgoreviamente en biomembran®&ar otra parte, al variar el potencial superficial de
la bicapa por la adsorcién del catién divalente?lige mosth que la concentracion
efectiva del péptido para permeabilizar la membsamduvo que aumentadebidoa la

competencilectrostatica entre el My el péptido policatiénico.
5.2 Introduccion

Los péptidos policatibnicos son moléculas que hacen parte del sistema de defensa
antimicrobiano de los seres vivo§iécometti et al.1999 Epand et al. 2016 El
mecanismo de estos péptidos es permeabilizar las células formando posass en

membranas lo cual conduce a la lisis celuBeldkoneva et al. 20Q3Hollmann et al.
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2016. Los péptidos puedeimcrementarsu capacidad permeabilizadoen célulasde
maneraproporcional al potencial transmembranasgedony Groisman 1996Lemeshko
2013 Wilmes et al. 201y este mecanismo es conocido como permeabilizacion potencial
dependiente, el cual es favorable en algunas céliakes como bacteriay puestoque su
potencial transmembranal es relativamente alto, alrededeat8@emV Skulachev 1988
Wax et al.200). Para células con potencial transmembranal relativamente bajo
algunas décimas de milivolspes posible incrementau potencial transmembranal usando
valinomicina y un gradiente d€" para facilitar la permeabiliacion potenciadependiente
con péptids policationicos(Wu et al. 1999 Ya se ha evaluado la permeabilizacion
potencialdependientale los péptidos BTMP1y BTM-P4 en biomembranad.émeshko
2011; Orduzy Lemeshko 2016 Algunos péptidos policationicos también han mostrado
propiedades anticancerigen&aépar et al. 20)3Los péptidos anticancerigenos-#¥
P7-5 también ha mostrado permeabilizacion potenetipendiente en biomembranas
(Lemeshko 2013

Para estudiar la permeabilizacion de la bicapa lipidica de las biomembranas con péptidos
policatibnicos, se han desarrollado membranas artificiales como la bicapa ligadiea p
(BLP). La aplicacion de pulsos eléctricos BbP nos ofrece la posibilidad de estudiar la
dinamica de incorporacion de moléculas cargadas como los péptidos, puesto que
dependiendo de la polaridad del potencial, se afectara la inséecthohas molédas en la

membrang la permeabilizacion de la bicagidoo et al. 1999Chanturiya et al. 2004

El proposito de este trabajo fuevaluar, usando una estacion de trabajo de BaP,
actividad permeabilizadora de algunos péptidos policationicos, prevemeitiadoson
biomembranas, y mostrar el efecto del potencial transmembrahadogencialsuperficial

sobre la interaccion péptidaembrana.
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5.3 Materiales y métodos

5.3.1Reactivos

Los péptidosantimicrobianosBTM-P1 (VAPIAKYLATALAKWALKQGFAKLKS ) y BTM-P4
(IAPALIAVAPIAKYLATALAKWALKQGFAKLKS ); y anticancerigenos =7
(RRRRRRRGGIYLATALAKWALKQGF) y P7-5 (IYLATALAKWALKQGFGGRRRRRRR) fueron
proveidos porGenScript CorporatianLos reactivospara la preparacion del medio de
incubacionfueron dealta pureza de las compafisierck y Sigma Lipidos POPC (1-
palmitoyl2-oleoytsnglycero3-phosphocholine y PORE  (1-palmitoyl2-oleoylsn
glycero3-phosphoethanolamihéueron de la compafiavanti Lipids.

5.3.2 Instalacién de unaestacion detrabajo para experimentos con licapa lipidica

plana

La BLP es un modelo de membraasificial constituidgpor una seccion de bicapa lipidica
gue seensambla dentro de una perforacién de lamina de Tkflénalsepara dos medios
acuosos salinos donde geedeninstala dos electrodosrespectivopara aplicar voltaje y
medir la corriente a travé&de esta membrapaimultdneamentd_a BLP es bastante Uutil
paramonitorearna permeabilizacidn de membranas con péptidos policatigrieosianera

potencialdepeadiente.

Un esquema de urestacion de trabajo para experimerdos BLP que se propusimstalar

se muestra en la Fig.15La BLP se modela como un circui®C en paraleldormado por

la capacitancialdy) y la resistencia eléctricdf;) de la membran&uando se forman poros

en la membrana se puede incluir una resistencia adicional en parg)ela(cubetadoble

o celdadoblede Teflénpara experimentos cdlLP consiste de dos contenedqgreada uno

conmedio electrolitpseparados por unaminade Teflon, de2250 e m deenkmspesor,
cual se tiene una perforacion de 100 a 80 de di 8metr o Bl hade se f
cubetadoble de Teflondispone de espacios en la parte baja de los contenedores para los

agitadores magnéticoada electroddue utilizado para aplica potencial eléctrico y
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registar simultaneamentea corrienteeléctricaa travées de IBLP. Cada electroda@onsise
de unalambre de Ag/AgClbicad dentro de una puntde pipeta plasticgue contiene
electrolito 0.1 M KCI ygelagarosa1% como puente salinoLa corriente eléctrica
registradaa través de la bicapa lipidica se convierte en wttap el preamplificadar el
cualesun amplificador de transimpedancie utilizé el amplificador operacional OPA111
de ruido bajce impedancia de entrada alta. La resistencia de retroalimentioincuito
de transimpedan@i es del orden de los gigams, utilizamos uno de 1 GOhran
generador de sefiales permite programar la magnitud y polaridad del podééatiato
aplicado a ravés de laBLP. Con un equipo amplificadose puede acondicionar y
amplificar la sefial de voltaje praviente del preamplificadorg amplificador puede
contener filtros pasbajo, para reducir el ruido de la sefial de voltgjesistemaOFFSET
para cancelr el voltaje electroquimico proveidesde lo®lectrodoslLa sefialde corriente
gue pasa y el voltaje aplicado a través de la bisapaeden visualizar en tiempo real en
un computador (PC) usandma tarjeta de adquisicion de datpsra nuestro casee
utilizé la tarjeta NI USB-6281 Un microsopio (lentes, Fig. 8) con conexién a

videocamara y TV fue utilizado para observar la formacion 8&Ra

La Fig. 5.2 muestra una fotografia de la estacién de trabajo para experimentos con BLP que
se instaléen nuestro Laboratorio. EI montaje para BLP, que contiepeeamplificador y

la cubetadoble de Teflonseinstalédentro de unaaja metélicaonectada a tierr@er Fig.

5.3 para mas detalles), sobre amortiguadores neumaticos y base antivibratpetotam

de caucho para reducir, durante los experimentos, las vibraciones mecanicas generadas en

el entorno de la estacion de trabajo del laboratorio (Fig. 5.2).
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Fig. 5.1 Esquema de una estacion de trabajo para experimentos con bicapa lipidica plana
(BLP). A través de undamina de Teflén, que separa da®mpartimients con medio

salino, se hace una perforacién para formaLUR. La bicapa se puede modelar como un
circuito RC en paralelo, dond&, es la capacitancia de la membran&,yla resistencia
eléctrica de la membrana. Los péptidos policationicos pueden formar poros a través de la
bicapa y por lo tanto se incluye, dentro del circuito RC, una segunda residi&ncia
correspondiente al poro formado con péptidos. tomspartimients con mediosalino
mantienen contacto con electrodos de Ag/AgCl que permiten apldtiaje, controlado

desde un generador de sefalesegistrar la corriente eléctrica con un preamplificador
(amplificador operacional de transimpedancia) que toma la defiabrriente y luego la
convierte en sefal de voltaje para ser amplificada y acondicionada con el amplificesdor
registros de corriente y potencial eléctrico se pueden observar desdempuatador (PC)

con la ayuda de un sistema de adquisicion de {B%#®). Paracontrolarla formacion de

la bicapa se utiliza un sistema de lentes (microscopio) con iluminacion (luzpeog)
captar imagenes en tiempo real mediante una videocamara y olesewer pantalla (TV).
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Fig. 5.2 Estacién de trabajo para experimentos con bicapa ligithea (BLP)instalado en
nuestroLaboratorio El montaje para BLRver Fig.5.3 para mas detallesg realiz&dentro
de una caja metaliceobreamortiguadoreseumaticoxonectados colos contenedres de
aire para reducir las vibraciones mecanicas sobre la memipanaaoptimizar esta parte,
adicionalmente se instal6 debajo una base antivibrasofise pelotas de cauchPara
observar la BLP desde la pantalla de un computador (PQijligé un microscopio con
videocamara e interfaz de TV digitdla iluminacion se ajustéon un controlador dda
fuente de luz y la agitacion se ajusté @rcontrolador de agitadorddS-21A (Eastern
Scientific LLC - Rockville, USA) Para aplicar voltaje gcondicionar la sefial de corriente
eléctrica registrada a través de la BLP se utilizO un generador de sBaky un
amplificador BBA-02 (Eastern Scientific LLG Rockville, USA) respectivamente.as
sefales eléctricas se visualizaron en el PC coyudaadel software Labvie®010y el
sistema de adquisicion de datos NI UGEB1.
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Fig. 5.3 Montaje para bicapa lipidica plana (BLPga BLP gue se forma en la cubetzble

de Teflon (mas detalles en Figdbse puede observar con omicroscopiocon conexion a
videocamaralLa BLP se ilumina con una fuente de luz cuya intensidad se ajusta con el
controlador de fuente de luz. Para aplicar voltaje y registrar corriente eléctrica a través de la
BLP se utilizan un par de electrodos de Ag/AgCI conexgadn el preamplificador el cual

recibe la sefial de voltaje desde el generador de sefales y envia la sefial de corriente
eléctrica hacia el amplificador pasa acondicionamiento (ver Fig25.

La cubetadoble de Teflén tiene un disefio especial pareoldiguracion espacial de los
elementos eléctricos y Opticos que fueron utilizados. En la Bigebuestra y se describe
la cubeta que se utilizé para los experimentos.
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Fig. 5.4 Cubetadoble de Teflén. Consiste de dosmpartimients (celdacis y celdatrans)

que se llenan con medio salino y en los cuales se ubican los electrodos de AG&sFCI
compartimientaontiene sitios para ubicar los agitadores magnéticoscarmpartimients

estan separados por medio de un tabique donde se encuenidianima de Teflon con una
perforacion donde se forma la bicapa lipidica plana (BLP). Esta cubeta posee paredes de
vidrio transparente para poder iluminar y observar la formacion de la BLP
simultaneamente

Las perforaciones en laminas de Teflén pareulsetadoble se hicieron con el método de
perforacion eléica descrito en el capitulo. £a Fig. 55 muestra un seguimiento de la
formacion de la BLP. Inicialmente se grebre la perforacion cola soluciona (5 mg
lipido/ml hexano), se deja evaporarelxano y se adiciona medsalino con bufeen las
dos celdas de la cubeta (FighA). Luego se agreg, con unamicropipetade vidrio, la
soluciénb (20 mg lipido/ml decanokn la perforacién y se obsearla formacion de la
bicapa(Fig. 55, B-F) haciend un seguimientgunto con bs picos decorriente capacitiva

(Fig. 55G). La membrana lipidica se modela como un capagitor lo tanto la corriente

capacitiva (,,) se relaciona con la capacitancia de la membrana ¥ la variaciondel
voltaje aplicado+) en la formdO 0 —. Segun la configuracién des capaciores de
placas plangaralelasla capacitancia(,) es inversamente proporcional al espedpdél
capacitor ¢ - —, dondeUes la permitividad dieléctrica de la membrarfagl area de la

bicapa), por lo tanto, cuando la bicapa se adelGazaumenta y por endg, también, tal

como se muestra en la Fig56.
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Fig. 5.5 Seguimiento de la formacién de la bicapa lipidica plBieP). Inicialmente se
pre-cubre la perforacién con soluci@ (5 mg lipido/ml hexano) y se agrega el medio
salino(ver foto A),luegocon una pipeta de vidrige agrega la solucidn(20 mg lipido/ml

decano) (ver foto B)Se puede ver el incremento del area d@LUR (C-E) hasta formarse
completamente (F), este proceso se acompafa con el incremento de la capacitancia de la
membranaCy, registrado conds picos deorriente capacitiva (G).

Nuestro método de perforaciéféetrica permitié formar BLPs, como minimo,estables
hasta por 2 horadespués de ensayar cealtajes (potencial transmembranaflesde +10
hasta 90 mV.

5.3.3Preparacion desoluciones lipidicagpara experimentos corbicapa lipidica plana

Lipidos de POPC (1-palmitoyl2-oleoylsnglycera3-phosphocholine y POPE (1-
palmitoyl-2-oleoytsnglycera3-phosphoethanolamihedisueltos en cloroformo:metanol
(2:1), se agregaron y se mezclaron dws frascos de vidripa y b, en la proporcion
POPC:POPE (6:4 pegmso)(Fig. 56A). La mezcla fue secada por microevaporacion
rotatoria en presencia de nitrdgeno gaseoso y succion al vacicgasg-ig. 56, By O).
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Fig. 5.6 Preparacion deot lipidos para experimentos con bicapa lipidica plana. Se tiene
inicialmente dos frassae vidrig a y b, con lipidosdisueltos en cloroformmetanol (2:1)

(ver foto A), los cuales se llevaron al microevaporador rotatoregr foto B) que tenia
suministro de nitrdgeno gaseoso y succion al vacio a través de mangaefaso(C). Se
utilizaron dos bombas de vacio, una para succion guaadomba de vacio circuladora de
agua)durante dos horag/ otra conbomba eléctrica para succidon fuerte durante cuatro
horas.

Finalmente, los lipidose®s en cada uno de los fras@og b se disuelven en hexano hasta
obtener 5 mg/mL (soluciéra) y en decano hasta obtener 20 mg/mL (soludipn

respectivamente.
5.3.4Formacién de la bicapa lipidica plana

La BLP se formé segun la técnica deudllerRudin (Mueller et al. 1962Muellery Rudin
1963, con la mezcla de lipiddBOPC:POPE (6:4, peso:peso, Avanti Lipids) soluciona
(5 mglipido/ml hexano)se utilizd para preubrir con lipidosla perforacion(200 em de
diametrd en la lamina de TeflotransparentdCS Hyde Company, USAJe 25em de
espesarLuego se lleala cubetadoble (Fig. 51) conla solucion100 mM de K@, 5 mM
HESPES a pH 7,00 con 100 mM de KCI, 1 mM MgGl 5 mM HEPES a pH 7.para
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evaluar el efectdel Mg®* sobre la actividad permeabilizadora de un péptido policatiénico
Usando una micropipeta con punta de vidrio, se adicioné la solbgi@dd mg lipido/ml
decano) sobre la perforacion mientras se observo desde el microscopio; la BLP se formo

cuando se evapdrtodo el decano.

5.3.5 Evaluacion de la actividad permeabilizadora potenciatldependiente de los

péptidos policatiénicos

Para mostrar la actividad permeabilizadora potem@pkendientelos péptidos fueron
adicionados al ladais (tierra) de la cubetaloble (Fig. 51) y la polaridad del potencial
eléctrico ertransfue cambiad durante el curso de los experimentoigntras se registro la
corriente eléctrica a través deB&aP simultaneamentdJn potencial negativo etmans es
favorable para la incorpargn y formacion de canal en la membrana, manifestandose
como un incremento en laagnitud de lecorriente eléctrica; mientras que un potencial
positivo entrans desfavorece la imrporacion y formacién de poro manifestandose como
una disminucibn o mantenimientode la magnitud de la corriente eléctricda
concentracién de los péptidos policationicos se ajusté a la maxima posible que podia

soportar IaBLP sin destruirsenstantdneamente respecto al potencial eléctrico utilizado.

5.4 Resultados

Paramostrarla utilidad de &s perforacionesormadhs en Teflon transparentmon elequipo

de perforacion eléctrica (descrito en el capitulo 4 de este trabajo), usando la configuracion
de electrodos metdiquido, se montd la BLP y se realizaron pruebas guias de
permeabilizacion potenciaependiente copéptidopolicationica La Fig. 57 muestra un
resultalo con el péptido BTMPACD (también extraido de lprotoxina natural Cryl11Bbl

de Bacillus thuringiensissubespmedelin) en una bicapa formada con fosfatidilcolina de
huevo y colesterol (proporcién 2ieso:peso) quearala polaridadtrang-) seincremento

la corriente, es decirguando el potencial transmembranal en la bicapa fu€%lenV,
mientras que pargang+) la magnitud de la corriente eléctrica se redujo o se mantuvo

constante
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Fig. 5.7 Registro de la corriente eléctrica a través de la bicapa lipidica plana antes y
después de la adicion de 0.2 uM BIMCD. La membrana se formd a partir de una
mezcla de fosfatidilcolina de huevo y colesterol en la proporcién 2:1. Se utilizd Teflon
transpaente de espesor 50 um, el diametro de la perforaciéon fue de ~400 um. El potencial
aplicado fue 25 mV con periodo de cambepolaridad devoltajeigual a 40 s. El medio

de incubacion fue 200 mM KCI, 5 mM HEPES a pH 7.2.
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Para mostraral permeabilizaciépotencialdependiente en BLP con los péptidos BPY

y BTM-P4seregistré la corriente eléctrica a través de la membrgigag.8). Lospéptidos

fueron adicionados en el lad® de la cubetaoblede Teflén con agitaciomientras que la
polaridad del ldo trans se mantuvanegativa,se observé que la magnitud de la corriente
eléctrica se increment6 en el tiemgag. 5.8). Se cambid periédicamente la polaridad del
potencial transmembranal para mostrar el efecto sobre la actividad permeabilizadora de los
péptidos; en generdkans negativo fue favorable para incrementar la permeabilizacién de

la bicapa(Fig. 5.8). Parael malio de incubacién 100 mM KCI, 5 mM HEPES, pH 7.0, la
membrana fue permeabilizadanc0.5 pM BTM-P1 a-90 mV (Fig.5.8A) o con 1.0 uM
BTM-P1 a-60 mV (Fig. 5.8B). Para el caso del péptido BTRY, las concentraciones
usadas fueron 0.2 y 0.4 uM-80 mV y-60 mV, respectivamente (Figh.8, C y D). En
algunos casos, un decrecimiento exponencial fue observado en los registros de corriente
eléctricainmediatamente después de pasdraaq+) (ver circulos, Fig.5.8). Durante
trang(+), lamagnitud de laorrienteeléctrica en cualquier caso fueducida notablemente

(alrededor de un 75%) respecto arlagnitud de lacorriente eléctrica etran(-) para el
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péptido BTMP4 (Fig. 5.8, C y D), mientras que para el péptido BT esta magnitude
redujo alrededor de un 25% (Fg8, Ay B).

‘JSJ:")O
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BTM-P1 0901
| w0 | 90
4 S
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Fig. 5.8 Permeabilizacion potencidependiente de bicapa lipidica plana (Bldeh los
péptidos BTMP1y BTM-P4. La BLP fue formada usando una mezcla de POPC:POPE
(6:4) (ver Métodos)El péptido fue adicionado en el ladis de la cletadoble(Tierra)con
agitacion mientras se aphion -10 mV en el ladotrans 1 minuto despuése subi6
cuidadosamentel potenciakentranshasta-90 mV (Ay C) o a60 mV (B y D).Luegode
observar unricremento notable en la corriente eléctrica a través de la BLP, la agitacion se
detuvo y el potencial eléctrico eérans fue cambiado periédicamente +90 mV (Ay C) o
+60 mV (B y D) cada 30 segundos. Algunos efectos de reversibilidadaen
permeabilizaciorde la membranadespués de aplicar el potencial positivo en trans, fueron
sefialados con circulo. El medio salfne 100 mM KCI, 5 mM HEPES a pH 7.0.

Para evaluar el efectiel potencial superficial sobre la permeabilizacion de membrana con

péptido policatiénico, fue incluido elatién divalente Mg en el mediosalino (1 mM
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MgCl,) (Fig. 5.9, A y B), donde se mostré que dancentracion efectiva de BFML1 para
permeabilizata membrana se tuvo que aumemtesded.5a 1.0uM para lograr un efecto
comparable a lo observado en medioMif* (comparar Fig5.8A con Fig.5.9A, y luego
con Fig. 59B).

A 0.5 uM

2+
+Mg BTM-P1 o

l 90 +90 +90 +90 +90
" -

4 '90 // -90

Trans = T T ‘

-10 mV rans . Ak 15 -y f _|
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OFF
B 1.0 uM
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ol ¥l \_J LJ L L)ﬂ L - .
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-10mV -90 mV

Agitacion ON Aumu()n
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Fig. 5.9 Permeabilizacion potencidependiente dé bicapa lipidica plangBLP) con el
péptido BTMP1 en medisalinocon magnesio. La BLP fue formada usando una mezcla
de POPC:POPE (6:4) (ver Métodos). El péptido BPMa las concentraciones 0.5 uM (A)
y 1.0 uM (B) fue adicionado en el ladws (Tierra) de la cubta doble conagitacion
mientras fueon aplicads -10 mV en el ladotrans 1 minuto despuése empez6 a
incrementarel potencialhasta-90 mV. Después de observar un incremento notable en la
corriente eléctrica a través de la BLP, la agitacion fue detenida y el pbedéciaco en
trans fue cambiado periédicamente +90 mV cada 30 seguritlosiedio salino fue 100
mM KCI, 1 mM MgCh, 5 mM HEPES, pH 7.0.

De igual manerase evalud la actividad permeabilizadora poteraéglendiente de los
péptidosanticancerigenoP7-4 y P7-5 (Fig. 5.10). Semuestra claramente que el péptido
P7-5 parapermeabilizar la membrana requirié de una concentracion mesymecto a P4,

lo cual indica que RB es mas activo
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Fig. 5.10 Permeabilizacién potencidiependiente dia bicapa lipidica planéBLP) con los
péptidos anticancerigenos -B7y P75. La BLP fue formada usando una mezcla de
POPC:POPE (6:4) (ver Métodos). Los péptidos4Py P7%5 fueron adicionados en las
concentraciones 2.5 uM (A) y 2.0 uM (B) respectivamenteeletado cis (Tierra) de la
cubetadoblede Tefloncon agitacion mientras fuen aplicads -10 mV en el laddrans
Aproximadamente 1 minuto después el potencial se increreittddosamentbasta-90

mV. Después de observar un incremento notable en la corriente eléctrica a través de la
BLP, la agitacion fue detenida y el potencial eléctrico teens fue cambiado
periddicamente +90 m\éada 30 segundo&l medio salino fue 100 mM KCI, 5 mM
HEPES, pH7.0.

Engeneral los resultados confirmk actividad permeabilizadora poteneitdpendiente de
los péptidos, ya que duraritansnegativo se incrementd la magnitud de la corriente como
un indicador de la permeabilizacion de la membrana. Por otroléagermeabilizacion con
péptido es susceptible al potencial superfiséln lo observado con el Kigdebido a una
competencia electrostatica entre este cationetinaly el péptido policatiénico para estar

en la membrana.
5.5 Discusion

La necesidad de encontrantibioticosalternative ha sido motivada por la resistengise
han manifestado losmicroorganismos patdgenos en los ultimos afeisdo a su mutacion
(Woodford y Ellington 2007. La evolucion de la vida ha desarrollada sistema de

defensaantimicrobianollamado péptidos policationicogos cuales son especificgmra
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permeabilizatas membranabiologicas(Findlay et al. 201D Los péptidospueden formar
poros a través de lasembranas de las célulés,cual provoca laisis celular y por lo tanto

su muerte Shai 1999. Por otro lado los péptidos policationicos se han convertido en
potenciales drogas para el tratamiento del céfMadery Hoskin 2006; Schweizer2009;
Gaspar et al. 20)3iendo asi una alternativa ante otros tratamientos como la quimioterapia

y la radioterapia

Los péptidospolicatiénicosfueron adicionados en el ladws de la cubetadoble (ver
Métodos)y la permeabilizacion fue favorable cuando la polaridad del patesiéictrico en

el lado trans fue negativo La concentracion de péptidos seleccionada para los
experimentos fue la maxima posible que podia soportar la bicapa argeslektruccion
instantanea. El hecho de que la permeabilizacién con-BINue favorablecon trans
negativoen BLP (Fig. 5.8A y B) essoportadocon estudios ebiomembranasiondeel
potencial transmembrangd Qgeneradacon valinomicina y un gradiente de’,knegativo
adentro, favoreci6 la permeabilizacjém cual fue seguido por un hinchamiento progresivo
de la biomembrana y undisipacionde gpJ(Lemeshko et al. 2005; Arias et al. 2009;
Lemeshko 2011; Lemeshko 2013; LemeskkOrduz 2013 La permeabilizacion an el
péptido BTMP4 fue mas activa que con BTRIL, se requiri6 de menos concentracion de
este péptido parpermeabilizarla BLP (Fig. 5.8C y D), este hechdue soportadacon
algunos resultados reportados en la pat@uecedida en Colombiae Orduz y Leneshko
(2016.

Para demostrar el efecto del potencial superficial sobre la actividad permeabilizddora de
péptido policatiénico, se mostré quepresenciale un catién divalente como el ’en el
mediosalinoofrecid cierta proteccién contra la permeabilizagioducida corBTM-PL

Este hechoseobservéal comparar los resultados usando igual concentracion de péptido en
el mediosalinocon y sin Mg" (Fig. 5.9A y Fig. 5.8A). Sesabe que los cationes divalentes
pueden sendsorbidos en la membraifidaynesy Staerk 1974 Traubley Eibl 1974 y

genera un apantallamiento electrostatico sobre otras moléculas cargadas tales como
péptidos policationicos por repulsién electrostatdacKinnony Miller 1989; MacKinnon

et al. 1989). Debido a este hecho, se justifica por qué fue necesario adicionar mas cantidad
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de péptido BTMP1 para recuperar la capacidad permeabilizadora respecto a aquella
observada en medio sin Kfg(Fig. 5.9). La presencia de Mgafecta a la concentracion
efectiva del péptido para permeabilizar la bicapa.

La permeabilizacion potencidependiente d&a BLP conpéptidos anticancerigengBig.
5.10) revel6 que P-b esmas activo qud7-4; esto esté&n concordancia a lo observado
previamenteonmitocondrias y glébulos rojasisladogLemeshko 2013).

En generallos resultados con BLP y los péptidpslicatiénicosantimicrobiano8TM-P1

y BTM-P4, y anticancerigenos R¥y P75, revelaronque el potencial eléctrico negativo en
trans fue favorable paréa permeabilizacién de lbicapa por otra parte, con un potencial
eléctrico positivo ertrans fue desfavorabléFig. 5.8, 5.9 y 5.10), en algunos casgda
corriente eléctrica disminuyé en form@e decaimientoexponencial inmediatamente
después de aplicar el potencial positivo, indicando un efecto reversible en la
permeabilizacion de lanembrana(Menestrina y Ropele 198®Bullock et al. 1990 En
algunos registros se mostré que la magnitud de la corrientécaésd incrementd durante
trans(+) posiblemente porgue algunas moléculas de péptddcanzaron a oligomerizar
hasta formar un poro que se mantuvo dursnates(+) permitiendo el paso de la corriente
eléctricaa través de la bicapa.

Para mostrar la permeabilizacion potendapendientede otra forma commembrana
artificial y péptidos policationicos, se realizaron experimentos con liposomas. Pero antes, se
desarroll6 un modelo computacional que permitié estudiar la distribucion denda s
cationica fluorescente DiS(5) para monitorear los cambios de potencial transmembranal
en una suspension de liposomas. Este modelo ofmatiérios para seleccionar las
concentraciones de liposomas y Diff) necesarias para los experimentos de
permeabilizacion con péptidos policationicos. El modelo computacional y los experimentos

con liposomay péptidosestan descritos en los dos siguientes capitulos.
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6. MODELOS COMPUTACIONALES PARA
MONITOREAR EL POTENCIAL

TRANSMEMBRANAL DE VESICULAS LIPIDICAS
CON SONDASDE FLUORESCENCIA: CASO DiSCy(5)

6.1 Resumen

Las sonda$luorescentegargadas son comunmente utilizadas para monitorear el potencial
transmembranal en vesiculas de lipidos y membranas biolégicas, los cuales han sido
previamente descritos por varios modelos matematicos. En el presente estudio,
desarrollamos un modelo maswaleto basado emn andlisis computacional realizado paso

a paso sobre la influencia de varios factores, tales como potencial superficial, fuerza ionica,
y las propiedades de agregacion de la sonda cationicag([B)Séh la fase membrana y

fases acuosa, acemas de la distribucién Nernstiana de la sonda a través de la membrana y
la interaccion hidrofobica con la bicapa lipidica. El modelo completo permite la prediccion
de las condiciones experimentales Optimas para monitorear el potencial transmembranal,
tales como la relacion sonda/lipido y la concentracién de liposomas con un porcentaje dado
de fosfolipidos cargados negativamente en la membrana, la fuerza idnica del medio acuoso,
y el coeficiente daeguraepayr tlias - mr dipndeneba chensa
sonda, como también el modo mas adecuado de medir la fluorescencia. De acuerdo con
varios estudios experimentales, este modelo mostro una sensibltaalvoltaje desdela

cantidad de mondmeros Dig6) en |& fases acuosa, mostrando casi un deecimiento
exponencial con un incremento en el vattel potencial transmembranal. EI modelo
también mostro que usando la relacion de la cantidad de mondm&@£5) en las fases
acuosas con la fase membrana es posible registrar cambios de voltajaiect@an b
sensibilidad.Un nuevo pardmetro combinado, la funcion logaritmicadidea relacion,
demostré un cambio casi lineal dentro wlerango amplio de los cambios de potencial

transmembranal.

d
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6.2 Intro duccién

Las sondas cargadas lipofilicas fluorescentes son cominmente utilizadas para monitorear
los potenciales eléctricos transmembrandésheny Sal zber g 1yWHidida Pl 8 g ek
1991; Mishra et al. 2000; Solaini et al. 2007; Gerencser et al. 2012; Vekshin 2013;
Hrynevich et al. 2015 y otros). La parte importante de tal monitoreo es la distribucion
Nernstiana de una sonda cationica permeable a través de las membranas de las células
(Ehrenberg et al. 1988; Klymchenko et al. 2006; Klapperstiick et al. 2013), mitasond
(Solaini et al. 2007; Perry et al. 2011; Perelman et al. 2012) y liposomas (Toyomizu et al.
2002; Chanturiya et al. 2004; Ytzhak et al. 2010), resultando en un cambio de las
concentraciones de la sonda en las fases acuosas interna y externa ythlh da sonda

ligada a la membrana con propiedades Opticas alteradas (Sims et al. 1974; Salama et al.
1980; Ivkova et al. 1984; CabripiVerkman 1986a).

Varios modelos mateméticos han sido desarrollados para explicar los cpolgiosial
dependientesobre las propiedades opticas de sondas cargadas permeables en vesiculas de
membrana (lvkov et al. 1984; CabripiVerkman 1986b; Tomov 1986; Apell Bersch

1987; Bunting et al . ylH®eo8da ;1991C Emps &teal. 199 1 ; Pl
IvashchukKienbaum1996; Portele et al. 1997; Gerencser et al. 201&3. modelos mas

simples han sido basados sélo en la distribucion Nernstiana de sondadasarga
fluorescentes que no se agregan y que cruzan la membrana (Ehrenberg et al. 1988;
Gerencser et al. 2012; Klapptuck et al. 2013). Algunos modelos matematicos avanzados,
consideraron perfiles lineales especificos de tres etapas sobre el potencial eléctrico a traves

de la membrana, han sido propuestos para liposomas compuestos de fosfolipidos neutros

(Ivkov et al.1984; Apelly Bersch 1987 y referencias alli presentes).

Se sabe que el potencial superficial de membrana con bicapa lipidica negativa afecta la
incorporacion de sondas cargadas em&mbrana (Haynes 1974; Krasne 1977; Krasne
1980b; Lemeshko 2014), eparticular, la membrana lipidica contiene fosfolipidos
ani - nicos (@ u e-dipsopylthiadicarhocyanine iodgle (BiBf5)) con afinidad

alta debido a la atraccion electrostatica de la sonda catidénica hacia la membrana, de esta
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forma influye sobres coeficiente de reparticion entre las fases membyataiosa {eng

et al. 1999. La interaccién competitiva entre sondas fluorescentes positivamente cargadas
y péptidos anfipaticos se ha mostrado en experimentos con mitocondrias y liposomas, y se
ha desdto tedricamente desde un modelo computadiofi@@meshko 201§ Otros
efectores sinérgicos, tales como un incremento en la incorporacion de la sonda aniénica
anilino-8-naphthalenesulfonat®NS’) en la membranan presencia de iones de calcio y
magnesio (Haynes 197} el palmitato/C& que induce apertura de poro lipidico
(Belosludtsev et al. 20)5y otros han sido tambiéatribuidosa las modulaciones del

potencial transmembranal.

Se ha sugerido que guenching(desactivacion de la fluorescenc@jtencialdependiente

de DiSG(5) asociado a la célula es principalmente debido a la agregacion de la sonda
(Sims et al. 1974 Muchas otras sondatuorescentesde cianina son conocidas por
agregarse en medio acuosy et al. 1964; Wesy Pearce 1965;i8is et al. 1974y en

medio de membrana (Krasne 1980b; Cabriniy Verkman 1986p disminuyado
notablemente su intensidad de fluorescencia afectando el monitoreo del potencial trans
membranal \Waggoner et al. 1977; Vekshin 20Q13Algunos efectosparticulares de
dimerizacion en las sondas cargadas permeables en la fase membrana sobre el monitoreo
del potencial transmembranal rhasido previamente consideradocon varias
aproximaciones en modelos sugeridos para vesiculas de membrana (Zaterkiman

1986b) y mitocondriasTomov 1986; Bunting et al. 1989).

Asi, la adicion de la distribucion Nernstiana de la sonda cargada permeable a través de la
membrana y sus interacciones hidrofébicas con la bicapa lipidigayarios factores
mencionados arribgodrian influir en la intensidad de la fluorescencia de sondas
fluorescentes sensibles al potencatpliamente utilizadas en estructuras de vesiculas de
membranaproduciendo, en algunos casos, una reflexion incorrecta de la magnitud de

potencial tranmembranadiscutidopor Vekshin (2013).
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En el presente estudio, previamente publicado como una comunicaciofLean&shko y

Alvarez, 2013, se realiz6 el analisis computacional sobre la distribucion potencial
dependiente de los mondémeros Di&} entrela fase membrana y las fases acuosas interna

y externa de los liposomas; dicho analisis se realizé evaluando paso a paso la influencia de
varios factores como potencial superficial (generado por fosfolipidos cargados
negativamente y por la adsorcion dedemda cargada en la membrana), la agregacion de la
sonda en la fase membrana y en las fases acuosas, y las concentraciones de la sonda y de
los liposomasEl modelo mas completo permite definir las condiciones experimentales y el
modo mas adecuado para mitorear el potencial transmembranal de liposomas con una

sonda Optica potencialependiente.

6.3 Metodologia

6.3.1 Algunas caracteristicas de la suspension de liposomas y descripcion general de

los modelos

El andlisis computaciongbaso a pasale la distribuciérpotencialdependientelela sonda
catiénica DiSG(5) entre la fase membrana  lases acuosa fue realizad usando varios
modelos(Fig. 6.1) para 1 ml de suspension hipotética de liposomas con un diametro
externo de 100 nm y un espesor de membrana de 5 nm. La mayoria de los calculos fueron
realizados auna concentracion final de liposomas igual a 881 de fosfolipidos, de
acuerdo a las condiciones exjnentales descritas por Zeng et al. (1999), y el medio
acuoso compuesto de 150 mM NaCl. Para otras condiciones, las concentraciones de lipidos

y la fuerza iéria del medio acuosse indicaren las leyendas de las figuras.
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Fig. 6.1 Modelospara la distribuciémpotencialdependientele la sonda cationica DiS®)

entre las fases acuosas inteling ¥ externa @uf) de vesiculas de membrana, como también
entre |1& fases acuosay las correspondientes monocapas de la membfananodelo A,

gue representa la distribucidNernstiana de los monémeros Dif®) a través de la
membrana y sus reparticiones entre las fases membrana y acuosa dependiente de los
potenciales superficiales en la monocapa intefy)ay(externa £{,) de la membrana de los
liposomasB i adicional al modelo A, el modelo B tiene en cuenta la dimerizacion de
DiSC5(5) s6lo en el medio acuos@;i adicional al modelo A, el modelo C considera la
dimerizacion de DiSg5) s6lo en la membran® 1 adicional al modelo A, el modelo D
tiene en cuenta la dimerizacion Di§%) en ambos medios acuoso y membr&ia, vy

Cwmai sonlas concentraciones de la sondal&rfase acuosa externa y en la fase acuosa
interna, respectivament€ymo, Y Cumi SOnlas cacentraciones de la sonda la monocapa
externa y en la monocapa interna de la membrana, respectiva@gnty Cpai sonlas
concentraciones de la son@am la fase acuosa interna y en la fase acuosa externa,
respectivamenté&pmo Y Cpmi SOnlasconcentraciones de la songlala monocapa externa y

en la monocapa interna de la membrana, respectivamente.
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La densidad y la masa molecular de los fosfolipidos fuewaradascomo 1 g/mly 750
g/mol, respectivamenteTipping et al. 1979 En general, parun 1 ml de suspension
liposomal, el volumen total de la fase membrawg) (podria ser representado (en litros)

como una funcion de la concentracion de fosfolipi€is)( en moles/litro, como:
_ .. 5 6

El volumen total interno digposoma (V,), para el caso general, fue determinado usando la

relacion:

ai — W m, (6.2)

donded, y di son los diametros externo e interno (en nm), respectivamente. Ademas, para
Con=33 ¢ M, el \,en lunhdersuspesioraliposomal es igual a Ogd2fue
representa el 27% del volumen total de liposomas, y el volumen acuoso interno total de
liposomasV,=0.068¢l, determinado comd,=(0.73/0.27Vn, de acuerdo a lad6.2. El
volumen acuosa@xtraliposomal ¥, para 1 ml de suspension liposomal fue dado (en

litros) como:

V,,=0.001-V_ -V, (6.3)

6.3.2 Modelo que considera los cambios del potencial superficial de membrana
(modelo A)

De acuerdoa los modelos mas simpleEhrenberg etal. 1988; Gerencser et al. 2012;
Klapperstuck et al. 20)3las distribucion Nernstiana de los monomeros RiSCentre la
fase acuosa interna (a la concentradiyn;) y la fase acuosa externa (a la concentracion

Cwmao) de liposomas es expresada como:

— RT CMai
DY=-——Qn e 64)

Mao

dondeq Ces el potencial transmembrandles laconstantauniversalde los gased$ es la

constante d€aradayy T esla temperaturggual a298 K.
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El coeficiente de reparticibn aparente membragaa Q) para los monomeros Dig(),
debido a la interaccion hidrofébica con la membrana de liposomas compuestos de
fosfolipidos neutros, podria ser expresado como la relacion de la concentracién de sonda en

la monocapa interna de la membra@a.) respecto aa fase acuosa intern@yai):

Q — CMmi
CMai , (6.5

también la razon de las concentraciones entre la monocapa lipidica e€igrraréspecto

al de la fase acuosa exter@u4o):

C,..° (6.6)

Para los célculos, el valor @@ para la sonda DiS(5) fue tomado como fpcercano al

valor reportado polivkova et al.(1987).

La concentraciéon promedicC) para DiSG(5) en la sgpension liposomal puede ser

expresadcomo:
- M a + M m
, 6.7
Vai +Vao +Vm 67

dondeVy, Vao Y Vi son los voliumenes (en litros) definidos arrithaml en la sumav, y

Mnm son las cantidades de los mondmeros R®Jen moles) en la fase membrana y en las

fase acuosa, respectivamente, expresados como:

Ivlm: Ivlmi +Mmo, (6.8)

I\/Iazlvlai-l-lvlao, (6.9)

dondeMpi y M son las cantidades molarde monomero®iSCs(5) en las monocapas
interna y externa definidas com,=Cyimi 0.5V Y Mmo=Cumo 0.5V, respectivamente, y
Mai Y Mao son las cantidades molareslde mondénomeros de la sonda en las fases acuosas

interna y externa, definidas comd,=Cy Vai Y Ma=Cao ~ Vao, respectivamenteAqui
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asumimos, por simplicidad, que los volimenes de las monocajuasagpinterna y externa

son iguales.

Por lo tanto, el modelo computacional mas simple, aplicable a las vesiculas lipidicas
compuestas de solo fosfolipidos neutros eléctricamente, puede ser descrito pordds Ecs.
6.9.

El modelo A (Fig.6.1A) en comparacién de los modelos mas simples descritos arriba,

permiten considerar la influencia de los potenciadeperficiales § y 7o, para las

monocapas lipidicas interna y externa, respectivamease)tante desde los fosfolipidos

cargados negativamentgsi estdn presentes) y la sonda cargada adsorbida sobre la
monocapa lipidica correspondiente. Los nuevos coefiget@aeparticion efectivos para

los monémeros DiS{ 5 ) para | as intacluaca® fHMifhaee name mb
(Qmi* Y Qmo*, respectivamente), mostraglen la Fig.6.1A, incluyen el coeficient®) y los

factores exponenciales que describen la influencia de los correspondientes potenciales

eléctricos de superficieémeshko 2014

- Co
- ' MMmi
Qn=QEFR = —CMai , (6.10)
Py
— 2 RT ° — ~Mmo
Qmo Q® CMao , (6.11)

Este modelo permite el analisisnosputacional de liposomas que contiene un porcentaje de
fosfolipidos anidnicos (APdJie una carga por moléculel cual cada uno ocupa un area de

70 A%, de acuerdo a McLaughlin et al. 2008).consideramos la sonda catiénica DiGE
adsorbida como una superficie monomolecular plana en cada monocapa lipidica de la
membrana (Waggoner et al. 1977; Krasne 1980b), es decir, igual al area total de la
membrana liposomalA;, en &), representado com8=V107’A%50A (dondeVi, en

litros, es el volumen lipidico total definido arriba, Bd), la densidad de carga superficial
para la monocapa interna de la membran@(podria ser expresaden cargas eléctricas

por A% como:
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M ON, 001 .
Smi = A " Z0A? AP (6.12)

y para la monocapa externa de la membfapg coma

~M_ 0N, 001.

Smo = A Z0R? O\P’ (6.13)

donde Ny es el niumero de Avogadrdmi y Mmo son las cantidades molares de los

monomeros DiSC3(5) en las monocapas interna externa de la membrana
respectivamentelefinidos arribay As es el areatotal de membranas liposomales parenl

dela suspensgin.

Por otra parte, de acuerddeaecuaciorde Grahame (ver Xy Loew 2003), la densidad de
carga superficial para lagnocapa interna de la membrgsa,) (cargas eléctricagor A?)
estarelacionaad conel potencial superficial de la monocapa intetdeda membranafy):

1
ZF
i

e Lo a- 0%
Sm="&66RTg Cge ™ -1y (6.14)
6 i o' |

Similarmente, s estarelacionad conel potencial superficiale lamonocapa externa de

la membrand’,):

1
o é' é ZRJTF o (:?E
= gZereoRTa C]% 1% | (6.15)

Aqui, J es la constaetdieléctrica relatia del agua tomada con#8, (§ es la permitividad
dieléctrica absoluta del va¢ig y C; son las valencias y concentraciomespectivamente
de los ionegio en la fase acuosa internd; y C; son las valencias y concentraciones
respectivamentele los ionesijo en la fase acuosa externa es la constante universal de

los gasesF esla constante de Faradgyl esla temperaturéomada com@98 K.
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6.3.3Modelo que considera loscambios depotencial superficial de la membrana y la

dimerizacion de lasonda en losmedios acuosa (modelo B)

Respecto a las consideraciones descritas en el modelo A, el modetp ®B1B) considera

la posibilidad de la agregacion de la sonda solo en el medio acuoso, asumiendo que todos
los agregados son representados soélo por dimeros. En este caso, la concentracion promedio
de DiSG(5) en la suspensién liposomal puede ser expresado como:

c=Ma+ 2D, +M
) Vai +Vao +Vm ’ (6.16)

dondeVaj, Vao Y Vim SON los volumenes definidos arriba, 1 ml en la sunM,; y M, son las

cantidadesnolares de los monoémer@SC;(5) en la fase membrana ysléases acuoss,
definidos por las Ec$6.8) y (6.9), respectivamentd), es la cantidad molar ded dimeros
DiSC3(5) en |la fases acuosa en 1 ml de la suspendn liposomal representado como la
suma de las cantidades de dimeros R®en las fases acuosaderna D,) y externa
(Dao):

Da = Dai + Dao, (6.17)

donde Dy=Cpsi Vai ¥ Dac=Cpao Van respectivamente Aqui, Cpsi ¥ Cpao SON las
concentraciones de losingderos DiSC3(5) en los medios acuosasterro y exterro,
respectivamenteLa constante de disociacion de los dimeks,, para la faseacuosa

correspondiente se expresa como

K — CI\2/Iai
DA , 6.18
CDai ( )
y:
K — Cl\2/lao
DA , 6.19
C:Dao ( )

dondeCyai Y Cumao SON las concentraciones de los mondmBi&Cs(5) en las fases acuosas
interna y externarespectivament&pa fue tomado como 12.7 pMle acuerdo cotvkova
et al.(1983).
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6.3.4 Modelo que considera loscambios del potencial superficial de membrana y la

dimerizacion de lasonda en lafasemembrana (modelo C)

El modelo B considera la agregacion de la saimiaamenteen el medio acuos@eroel
modelo C (Fig.6.1C) sélo considerala agregacion de la sonda en la fase membrana,
asumiendo que todos los agregados son representadusdimeros. En este caso, la
densidad de carga superficial para la monocapanmtde la membranasg;) puede ser

expresado como:

_ (Mmi +2Dmi)®\|A 001 ~
Smi = A " Z0R2 AP (6.20)

y para la monocapa externa de la membrapg coma

— (Mmo+2Dmo)CNA 0.01 .
mo Ag B 7OA2 mp, (6.21)

Aqui, As, Na, Y AP son descritos arriba en la seccion para el modelo modelo A (ver Ecs.

S

6.12 y 6.13), y Dmi ¥ Dmo son las cantidades molares de los dimé@&&Cs(5) en las
monocapasinterna y externa de la membranadefinidos comoDmi=Cpmi 0.5Vm Yy
Dmo=Cbmo0.5Vm, respectivamentedonde Cpmi ¥ Cpmo SON las concentracionede los
dimerosDiSCs(5) en las monocapas interna y externa de la memhms@ectivamente

Para el modelo C, los potenciales de superficie de las monocapas interna y externa de la
membrana f; y 7o), los cuales influyen en las interacciones de la sonda con la membrana
(Ecs. 6.10 y 6.11), fueron calculados de acuerdo a las Hx$4, 6.15, 6.20 y 6.21,
mostrando asi la dependencia de los potenciales de superficie sobre el contenido de ambos
monomeos y dimeros DiSg5), como también del porcentaje de fosfolipidos aniénicos de

una sola cargaP) en la membrana.

En este caso, la concentracion promedio de B{E@n la suspension liposomal podria ser

expresada como:
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c=M.+ 2 _+M_
B Vai +Vao +Vm , (6:22)

donde Dy, es la cantidad molar total de dimeros Di&E en la fase membrana de la

suspengin liposomal expresado como la suma de las cantidades de dimd&a5(5) en

las monocapasiterna D) y externa Dmo) de la membrana
Dm = Dmi + Dmo, (6.23)

De acuerdo con Cabrini Verkman (1986b), la constante de disociacidt) para los
dimerosDiSC;(5) podria ser expresaghara la monocapa interna de la membrana como

2
— M mi
D - , (6.24)
Dmi CD‘mi
y para la monocapa externa derlambranaoma
2
o M mo
D - : (6.25)
Dmo CD_mO

DondeLmi Y Lmo son las cantidades molares de fosfolipidos en 1 ml deslaession
liposomd, expresado comdmi=Cpni0.5Vm Y Lmo=Cpni0.5Vn, donde Cyn Yy Vi fueron
definidos arribaDe acuerdo con Faria et al. (199%0g deducidaueKp=0.03.

6.3.5 Modelo que considera los cambios de potencial superficial de membrana y la

dimerizacion de la sonda etas fases acuosas gn lamembrana (modelo D)

El modelo D (Fig.6.1D) considera las posibilidades de la dimerizaciéadsonda en la
membrana como tamdn en el medio acuoso, simultangeente. Adicional das Ecs6.1-
6.11,6.14,6.15,6.17-6.21 y6.23-6.25, las cuales fueron descritas en los modelos By C, la
concentracion promedio de Dig6) en la suspension liposompéra el modelo D fue

presentado como.
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M, +2M,+2MD,_ + M,
) Vai +Vao +Vm ’ (6.26)

en vez de la Ec6(22) usada para el modelo Bqui, Ma, M, Da, Di, Vai, Vao Y Vi €stén

C

definidas arriba

Los célculos fueron realizados para 150 mM NaCl o 15 mM NaCl en el medio acuoso de la
suspension liposomabn el préposito de evaluar la influencia de la fuerza i6nica sobre los
cambios dependientes del potenciplden las cantidades del Dig6) ligado ala

membrana y en la fasacuosa

Los modelos fueron analizados computacionalmente udsiiatloCad Profession&001i

software

6.4 Resultados

El andlisis computacional de losodelos mostrados en la F&1 fue realizado calculando

la distribucion dependiente del potencial de la sonda cati6nica permeable a través de la
membrana, DiS§5), en su forma monomérica entre las fases membMppay acuosas

(My). El modelo A (Fig6.1A) permite los célculos que tienen en cuenta la carga superficial
de la membranda cual depende de la presencia de fosfolipidos cargados y/o de la sonda
cargada adsorbida. EI modelo B, C ytiBhenen cuenta, ademas, la influencia de los
procesos de agragion de la sonda DiS() solo en lafases acuoss (Fig. 6.1B), solo en

la fase membrana (Fi§.1C), o ambos (Fig6.1D), respectivamente.

Los célculos realizados de acuerdo al modelo A para la suspensién de liposomas
compuestos de fosfolipidos neutB8uM, a 150 mM NacCl en las fases acuosas, raostr
cambios reciprocos dependientes deJen My, y M, bien expresadopara ambas
concentraciones 0.2 pM y 2.0 uM DigB) en la suspension liposomal (F&R, AP=0%).

El punto de inteeccién de las curvadl, y M, estacerca depG-50 mV a 0.2 uM
DiSCs(5), desplazado @ G-70 mV, aproximadamente, a 2.0 uM Di$8).
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Para los liposomas conteniendo 10% de fosfolipidos de una carga, ambos puntos de
interseccién se desplazeon significativamente a valores mas bajos qe] (Fig. 6.2,
AP=10%). Este efecto fue més significativo a la concentracion 20% de fosfolipidos
anioénicos (Fig.6.2, AP=20%), debido a un incremento en la fraccion de mondmeros
DiSC3(5) ligados a la membrandlf) y una disminuciéon en la cantidad de sonda en la

fasesacuosa (M,) (Fig. 6.2).

0.2 uM DiSC3(5)

2.0 uM DiSC3(5)
0.20 2.00 ¢ . —~ — . .

Ma

0.15 ¢ 1.50

0.10 ¢ 1.00

0.05 ¢ 0.05 |

0.20

2.00
0.15 ¢ 1.50 |
0.10 ¢ 1.00 ¢

0.05 + 0.05 |

0
0.20 " . : r 2.00

0.15 tMp, 1 150 /
0.10 + AP=20% 1.00 AP=20% -
0.05 \ o K

0 - : 0 J S —
0 -20 -40 -60 -80 -100 -120 0 -20 -40 -80 -80 -100 -120
AW, mV AW, mV

Monémeros DiSC5(5), nmol

Fig. 6.2 Modelos de distribuciépotencialdependienten las cantidades de los monémeros
DiSC3(5) en la fase membranilg) y en la fases acuosa (M,, interna y externjade una
suspension de liposomas compuesta de fosfolipidos news0%) y anidnicos a
(AP=10%0 AP=20%), de acuerdo al modelo A (F§1A). Los calculos fueron realizados

a las concentraciones promedio de 0.2 uM y 2.0 gdMDiSC3(5) para 1 ml de una
suspesion de liposomas a una concentracion de 33 uM de fosfolipidos. Los medios
acuosos internos y externos liposomales fueron tomados como 150 mM NacCl.

Ya que los efectos descritos arriba dependen de la concentracion de la sonfa) DiS€
la presencia déosfolipidos cargados negativamenésios se podrian relacionar con los
cambios de densidad de carga superficial. Los calculos realizados de acuerdo al modelo A

para liposomas compuestos de fosfolipidos neukBs{%) bajo las condiciones descritas
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en laFig. 6.2, demostraron que el camlgmCdesde 0 a120 mV conducen a un incremento
notable en el potencial superficial de la monocapa interna de la membjagaa(una
disminucién marcada en el potencial superficial de la monocapa externa de la membrana
(fo) (Fig. 6.3, AP=0%) un incrementaeen f; desde 0.4 mV a 4.0 mpara0.2 uM DiSG(5)

y de 4 mV a 32 m\para2.0 uM DiSG(5), mientras que los valores dgdisminuyeron a

casi 0 mV para ambas concentraciones de la sonda.

Para liposomas cargados negatieate y G0 mV, ambos potenciales de superficie
fueron negativos, iguales-23.5 mV y-18.0 mV en la presencia de 0.2 uM Dig®) y 2.0

MM DiSCy(5), respectivamente (Fig6.3, AP=10%), o0 -43.4 mV y -36.0 mV,
respectivamente(g. 6.3, AP=20%). En lapresencia de 0.2 pM DiS(5), un incremento
en el valor depCa -120 mV causo cierta disminucion en los valores negativa§ plera
ambos liposomadP=10% yAP=20%, mientras a 2.0 uM DiS(5), un incremento eqp(J
proveyo cambios significativamente ma®oalpara el caso de liposomaB=10%, o por lo
menos causO una disminuci@otableen el valor negativo dé para liposoma#&\P=20%
(Fig. 6.3, AP=10% y AP=20%, respectivamente). Lo opuesto y cambios relativamente
pequefios fueron determinados para el posérstiperficial de la monocapa externa de la
membranaf,, de liposoma#&P=10% yAP=20% (Fig.6.3).

Los modelos presentados aqui permitidianerestimaciones de los posibles efectos de la
agregacion de la sonda DigB) en las fases acuosa y en la fase membrana,
separadamente o para ambas fases simultaneamente. Para el caso de la agregacion de la
sonda DiS@(5) solo en lafases acuoss, de acuerdo al modelo B (Fi§1B), los céalculos
demostraron que este proceso esencialmente no influjdsedatos deM,, y M, para
liposomasAP=0%, AP=10%, yAP=20% a 0.2 uM DiSg[5) (Fig.6.4 en comparacién con
la Fig.6.2). Por otra parte, a 0.2 uMe DiSC3(5), solo la agregaciéen las fases acuosa
causo un decrecimiento notableMpa valores negativos bajos geC] especialmente para
el caso de liposomasP=0%, mostrando un efecto relativamente pequefil gda valores
altos degp ((Fig. 6.4 en comparaciéon con Fi§.2). De acuerdo al modelo B, la formacién
de los dimeros DiS{5) en bs fases acuosa (D,) fue mas alta para una suspension de
liposomasAP=0% que para liposoma#d’=10% o0AP=20% (Fig.6.4).



66

Para el modelo C (Fi¢.1C), los calculos revelaron que la agregacion de la sondaz(®@)SC
sblo en la fase membrana caus6 una notable disminucidh,ea altos valores dep(
inclusive a una concentracion de 0.2 uM Di&} (Fig. 6.5), en comparacion con el
modelo B (Fig.6.4). Dicha agregacionue altamente expresagara el caso de liposomas
conteniendo fosfolipidos anionicos, mostrando un efecto de saturacion dependgr@e de
en el incremento del,, (Fig. 6.5). A 2.0 uMde DiSC;(5) y a valores altos dg (] ambos

Mm Y M, fueron significativamente disminuidos (Fi§.5), en comparacion corlos
resultados deiodeloB (Fig. 6.4), debido a la formacién de una cantidad alt®gen la
fase membrana (Fi§.5).

0.2 uM DiSC3(5) 2.0 pM DiSC3(5)

5 50
4+ AP=0% o 40 | AP=0%
3 30 | ¥
2| 20 |
1} 1 10}
¢o q)0
S 0 : 0 —
E -20 — . 20
S 211 AP=10% 10+ AP=10% ¢
5 22 o
o
@ 23| -10
S 24 | -20
@
5 -25 : : : : : -30
o
-40 ——————— 0 —
41| AP=20% 9 | -10} AP=20% 9

42 |
43 |
44 |
-45

0 -20 -40 -60 -80 -100 -120 0 -20 -40 -60 -80 -100 -120
AY mV AY, mV

Fig. 6.3 Cambios dependientes del potencial transmembrapé&| én los potenciales
superficiales de las monocapas interhay externaf,) de la membrana de los liposomas
compuestos de fosfolipidos neutro8P£0%) y anionicos AP=10% o AP=20%), de
acuerdo al modelo A (Figs.1A). Los calculos fueron realizados a las concentraciones
promedio 0.2 uM y 2.@le uM DiSC;3(5) para 1 ml de unsuspension de liposomas a una
concentracion de 33 pM de fosfolipidos. Los medios acuosos interno y externo liposomales
fueron considerados como 150 mM NacCl.



67

0.2 uM DiSC3(5) 2.0 uM DiSC3(5)
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Fig. 6.4 Cambios dependientes del potencial transmembrapg] én las cantidades de
monomeros BBC3(5) en la membrandV,) y en la fases acuosa (M,, interna y externa
como de los dimeros ensléases acuosa (D, interna y exterfade una suspension de
liposomas compuestos de fosfolipidos neutAd3=0%) y anidonicogAP=10%0 AP=20%),

de acuerdo al modelo B (Fi§.1B). Los calculos fueron realizados a la concentracion
promedio de 0.2 uM y 2.0 uMeDiSCs(5) para 1 ml de una suspension de liposomas a una
concentraciéon de 33 pM de fosfolipidos. Los medios acuosos interno y eftienon
considerados para ser 150 mM NacCl.
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Fig. 6.5 Cambios dependientes del potencial transmembrapé] én las cantidades de
mondmeros DiSgL5) en la membrandVy,) y en la fases acuosa (M, interna y externa

como también de dimeros Dig6) en lafase membranaD) de una suspension de
liposomas compuestos de fosfolipidos neutAd3=0%) y aniénicosAP=10%0 AP=20%),

de acuerdo al modelo C (Fi§.1C). Los calculos fueron realizados a concentraciones
promedios de 0.2 uM y 2.0 pMe DiSC3(5) paral ml de una suspensiéon de liposomas a
una concentracion de 33 pM fosfolipidos. Los medios acuosos interno y externo
liposomales fueron considerados para ser 150 mM NacCl.

Para el modelo D (Fig.1D), los cambios potencialependientes calculados ki3, D, v

My a 0.2 uMde DiSC3(5) (Fig. 6.6) fueron muy similares a aquellos obtenidos para el
modelo C (Fig6.5), para las suspensiones de liposo&as0%, AP=10%, yAP=20%. Por

otra parte, a 2.0 uM DiS(5) y valores bajos de (] las cantidadeM, calculadas para el
modelo D (Fig.6.6) fueron esencialmente menores que aquellas calculadas para el modelo
C (Fig. 6.5), especialmente en el caso de la suspensiéon de lipoFPr886. Esto fue
debido a la formacién altamente expresada de los dimerog(B)HD |& fases acuosa

D.. Con respecto a esto, los valoredDdgara el modelo D (Figh.6) fue similar a aquellos
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calculados para el modelo B (Fig4) a 0.2 uM DiSG(5), y esencialmente mas bajo que
para el modelo B a 2.0 uM DiS(), especialmente para liposome3=-10%y AP=20%.

El modelo D también revel6 un efecto de saturacion fuerte en un incremédvifpadm un
incrementoen el valor degp( especialmente para liposoma$=10% y AP=20%

resultandeenla dimerizacion intramembranal de Di&®) (Fig. 6.6).

0.2 uM DiSC5(5) 2.0 uM DiSC3(5)
0.20 . . . . 20 . : ' '

AP=0%

M, AP=0%

015 F
0.10 ¢
0.05 ¢

0.20

0.15 ¢

0.10 ¢

0.05 ¢

0.20

Monoémeros y dimeros DiSC4(5), nmol

0.15 ¢

0.10 f

0.05 ¢

0 C n L 0 Ee=Ze- - " L |
-40 -60 -80 -100 -120

AY, mV AY, mV

Fig. 6.6 Cambios dependientes del potencial transmembrapé] én las cantidades de
mondmeros DiSgL5) en la membranaV,) y en la fases acuosa (M, interna y externa

como también de dimer@SCs(5) en la membrand,) y en la fasgacuosa (D, interna

y externd de una suspension de liposomas compuestos de fosfolipidos nAi=084) y
aniénicos AP=10% o0 AP=20%), de acuerdo al modd(Fig. 6.1D). Los célculos fueron
realizados a lasoncentraciones promedio de 0.2 uM y 2.0 dMDiSCs(5) para 1 ml de

una suspension de liposomas a una concentracion de 33 pM fosfolipidos. Los medios
acuosos interno y externo fueron 150 mM NacCl.

La influencia del tamafio liposom&.1 pm, 1.0 pmy 10.0 um en diametrg sobre los

cambios dependientes deCen los monomeros deslfases acuosa M, fueron estimados
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paragpdde 0 mV, -60 mVy -120 mV, a laconcentracion fijadale fosfolipidos 33 uM
(AP=0%y AP=20%), Yy la concentraciémiSC;(5) de 0.2 uM y 2.0 uM en la suspensién
liposomal Como se muestra en la Talid para 0.2uM DiSC3(5) y en la Tabl&®.2 para
2.0 uM DiSG(5), resultados muy similares fueron obtenidos para liposomga®yl1.0
um los cualesfueron determinados @ @&-120 mV aambasconcentracionesle 0.2 uM
(Tabla6.1) y 2.0 uM (Tabhk 6.2) de DiSCs(5).

Tabla 6.1 Influencia del tamafio de los liposomas sobre la cantidad de mondmeros
DISC3(5) en las fases acuosad,( interna y externa) segun el potencial transmembranal
g den una suspension de liposomas compuestos de fosfolipidos neAfas-Qf o
aniénicos AP%=20. Se utilizaron33 pM de fosfolipidos y0.2 uM de DiSC3(5) para los
calculos.

Liposones Ma, pmol {/ el porcentaje con rpscto agp GE0 mV)
AP% R 0 mV -60 mV -120 mV
gm
0.1 157 72 (46%) 10 (6%)
0 1.0 157 72 (46%) 11 (7%)
10.0 157 76 (48%) 19 (12%)
0.1 75 16 (22%) 2 (2%)
20 1.0 75 16 (22%) 2 (2%)
10.0 75 18 (24%) 3 (4%)
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Tabla 6.2 Influencia del tamafio de los liposomas sobre la cantidad de mondmeros
DiSC3(5) en las fases acuosad,( interna y externa) segun el potencial transmembranal
g den una suspension de liposomas compuestos de fosfolipidos neAf8as-0f o
aniénicos AP%=20. Se utilizaron33 pM de fosfolipidos y D uM de DiSC3(5) para los
calculos.

Liposonss Ma, pmol {/ el porcentaje con respeda g G0 mV)
AP% Rl 0 mV -60 mV -120 mV
pm
0.1 1321 737 (56%) 159 (12%)
0 1.0 1322 738 (56%) 166 (13%)
10.0 1325 744 (56%) 228 (17%)
0.1 632 204 (32%) 28 (5%)
20 1.0 632 205 (32%) 31 (5%)
10.0 635 218 (34%) 54 (9%)

En general, el modelo D mostrdé que la presencia de fosfolipidos anigAiee$0% vy
AP=20%) en la membrana liposomal conduce a una disminuaci@tleen los monémeros

y dimeros de DiSg5) en I& fases acuosg, comparado con los liposomas compuestos de
sé6lo lipidos neutrosAP=0%) (Fig.6.6). La presencia de fosfolipidos anidnicos influye en
el potencial superficial de membrana, el cual es congmddepender de la fuerza iénica
(McLaughliny Harary 1974; Toner et al. 1988; XuLoew 2003; Lemeshko 2014). Para
los calculos de los potentga superficiales ejecutados de acuerdo al modelo completo D
(Fig. 6.7), la presencia de un 20% de fosfolipidmsdnicos de una carga en la membrana
permitié la generacion de los potenciales de supeffigief, en los liposomas igual-d44.3

mV en un mdio con150 mM NacCl, e igual @3.8 mV en un medioon15 mM NaCl, en

la ausencia de DiS(5) (Fig. 6.7). Un cambio significativo adicional efj, con cambios
relativamente pequefios ég especialmente a fuerza iénica baja y concentracion promedio
DiSC;(5) relativamente alta, tomo lugar debido a la adsorcion de la sonda en la monocapa
interna de la membranseguido de unacumulacion dependiente dg(de esta sonda
cationica dentro de los liposom@sg. 6.7).
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Luego, para el modelo completo D, estimamos la influencia darladadde liposomas
que enotras palabrassla concentracion de fosfolipid¢$0-100eM), sobreqp GparaM, y
Mm. Los calculos realizados para la fuerza ionica fisiologicz0 mM NaCl) a 2.aM
DiSC;(5) demostraron una sensibilidad alta al voltaje del paranMiren comparacion
con el deMy, para el caso de concentraciones altagsfelipidos(50-100e€ M), mostrando
una disminucion dependiente de(esencialmente x@onertial en M, en el rango de
cambio gp (Jhasta aproximadament80 mV, (Fig. 6.8, medio 150 mM NaC). Por otra
parte, disminuyendo la concentracion de liposon2@40 ¢M fosfolipidos), el rango de
sensibilidad al voltaje pafd, se extendio a valores mas altoscdé€]a por lo menos120
mV o mas alto, aunque con una sensibilidad al voltaje magHigje6.8, medio 150 mM
NaCl).

Medio 150 mM NaCl

¢;, mV b MV
80 80
60 — 60 —
40 - 40 - AP=0%
20 — 20 -
0 — 0

-20 C,uM -20 C, uM
-40 2 -40 2
60  AP=20% /; 0 AP=20% /?
0 -60 120 © 0 -60 120 °
AW, mV AY, mV
Medio 15 mM NaCl
¢;, mV b MV

80 —
60
40 —
20
0—.

80
60
40
20

o—

AP=0%

-20 AP=20% -20
-40 - -40 — AP=20%
-60 — C,uM  -60 C, uM
-80 2 -80 — 2
-100 — ZOZ; -100 — ZOZ;
0 -60 -120 0 -60 -120
AY, mV AY, mV

Fig. 6.7 Cambios dependientes del potencial transmembrang| €n los potenciales de
superficie ddas monocapas internd;) y externa f,) de la membrana des liposomas
compuestos de fosfolipidos neutréd?£0%) y anionicosAP=20%), de acuerdo al modelo

D (Fig. 6.1D). Los calculos fueron realizados a20uM DiSG;(5) para 1 ml de una
suspension ddéiposomas a una concentracion de 33 uM de fosfolipidos. Los medios
acuosos interno y externo fueron considerados 150 mM NaCl o 15 mM NacCl.
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Fig. 6.8 Cambios dependientes del potencial transmembrap§| én las cantidades de
monomeros DiS€5) en lamembranalfl,) y en la fases acuosagM,, interna y externga
como también de la razoM/M, en una suspension de liposomas compuestos de
fosfolipidos neutros a una concentraci@@,) de 10100 pM. Los célculos fueron
realizados a 0.2 y 2.0 uM Dig@®) para 1 ml de suspension liposomal. Los medios acuosos
interno y externo liposomes fueron considerados a 150 mM NaCl o 15 mM NacCl. Los
puntosen las esquinas de las superficd@sresponden a los valores minimos par@y

Cph|.



74

A 0.2 ¢eM DiSC3(5), la sengbilidad alta al voltaje déV, fue extendida a concentraciones
mas bajas de liposomas ¢200 &M fosfolipidos) en ambos medios de fuerza id6nica alta y
baja (Fig.6.8). Ademas, a 0.2M DiSC;3(5), la sensibilidad relativamente alta al voltaje fue

también mostrada para el parameitg (Fig. 6.8).

Por otra parte, la sensibilidad al voltajeMgy M, para valoresp Chasta dé 30a-40 mV
fue mas baja que para el rango en#teé y -70 mV, aproxinadamente. No obstante, la
relacionMJ /M, mostréuna sensibilidad mas alta al voltaje a valores bajop Geel cual
fue claramente mostrado para concentraciones bajas de liposor&se(lifosfolipidos)

a la concentracion 0£M de la sonda (Fid.8).

Liposomas AP=0% Liposomas AP=20%

In(Ma/Mpy) In(Ma/Mpy)
-4 -4

-2 -2

-0 -0

23 .5
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©
e L2
O
%) )
(@)
= 2
a
o 10 o4
N 40
7\0\/‘/4(; 6
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Fig. 6.9 Representacion seragaritmica de las razon&&/M,, como funcion del potencial
transmembranalgy Q| para varias concentraciones de liposon@g,,(10-100 pM de
fosfolipidos) compuestos de fosfolipidos neutrd#<0%) y anionicos AP=20%), de
acuerdo al modelo D (Fi@.1D). Los célculos fueron realizados a §.2.0 uM DiSG(5)

para 1 ml de suspension liposomal. Los medios acuosos interno y externo liposomales
fueron considerados a 150 mM NacCl.
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Teniendo en cuenta los cambi@cipracos nelineales dependierdgede qpden M, y M,

(Figs. 2, 46, 8), resultantes en una disminucién aparentemente exponencial en la relacién
M4/Mp, con un incremento en el valor de(JFig. 6.8), se calculda funcion logaritmica de

la relacionMJy/M, para varias concentraciones de liposoiigs0% yAP=20% a 0.ZM y

2.0 eM DiSCy(5) para un medio acuoso de 150 mM NaCl. Este nuevo parametro
combinado mostré6 esencialmente una dependencia lineal splteinclusive para
liposomasAP=20%, especialmente @mcentraciones relativamente bajas para liposoma y
la sonda (Fig6.9).

6.5 Discusion

Varios modelos descritos para monitoregr potencial transmembranal con sondas
fluorescentes cargadas se han basado en la distribucién Nernstiana de una sonda a través de
la membrana lipidicalfkov et al. 1984; Apely Ber s c h 1 98HroudaFR99%;g e k
Portele et al. 1997; Gerencser et al. 2Klapperstick et al. 2033Con respecto a esto, el

modelo mas simple podria ser descrito por las &4s6.9. Varios factores adicionales,

tales como la carga superficial de la membratayfes 1974; Krasne 1977; Krasne 1980b;

Bunting et al. 1989; Zenge al . 1999 ; )Pdfgex®iénicaVicLawghlinet 2 01 2
al . 1970; Haynes 1974; Xylespmasosde 8gebacionleé § g e k
la sonda fluorescenteSims et al. 1974; Ivkova et al. 1984; CabnnVerkman 19864a;

Bunting et al1989, podrian también influir en este monitoreo.

En el presente estudio, usamos varios modelos computaciokraje$.{) para estimar

paso a paso la posible contribucion de cada uno de los factores mencionados sobre el
monitoreo dep Gcon sondas cargasipermeables. El andlisis computacional fue realizado

para el caso particular con la sonda DJS{; teniendo en cuenta spsopiedades Opticas y

de agregacion. Los calculos fueron hechos pareango dep Qdesde 0 mV al20 mV y
concentraciones de DigG) no mayores que 2.0 pM, normalmente utilizadas en los
experimentos (Sal ama et a ly.Hroud® B91; Zelgetlae er s et
1999; Chanturiya et al. 20@4otrog. La concentracion de liposomas para la mayoria de los

calculos fue tomadaomo 33uM fosfolipidos, de acuerdo con un estudio experimental
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(Zeng et al. 1999), y también fue cambiada dentro del rango-@l@0LAM de fosfolipidos.
Para estimar los posibles efectos de la modulacion del potencial superficial de la
membrana, los limomas fueron considerados formados gido fosfolipidos neutros
(AP=0%), y también conteniendo 109%A\R=10%) o 20% AP=20%) de fosfolipidos

aniénicos de una carga.

El andlisis computacional del modelo A (F&LlA), descrito por las Ec$.1-6.15, mostro

claramente los cambios reciprocos dependientep en M, y My, especialmente en el

caso de liposomas compuestos de fosfolipidos neutrosGRigAP=0%). Puesto que las
propiedades Opticas de DigB) en la fase membrana son muy diferentes de aquiellks

fase acuosa (Sims et al. 1974; Ivkova et al. 1984; Caprviie r k man 19 &6 a; Pl §
Hrouda 1991; Lemeshko 20143, mediciéon deM, 0 M, 0 ambos simultdneamenpsdria

ser usada para monitorear g ( Para monitoreael goden liposomas, compuestos de
fosfolipidos neutros, la medicion de la razén de las intensidades de fluorescencia de la
sonda catiénica de cianifiSCs-(3) libre y ligada a la membrana, conocida por tener una

baja tendencia para formar agregadoglmares@ntes, ha sido sugerida recientemente por

algunos autored/(e | e S et al . 1997 ;yd8 g8kjgoevks e2t01ad . 2012

Los datos de los cambios dependientegoden M, y M en una suspensién de liposomas
AP=0%, determinado para el modelo A0 uM DiSC3(5) (Fig. 6.2, AP=0%), fueron
similares a aquellos que calculamos para el modelo de Ivkov et al. (1984) parsntas
condiciones (datos no mostrados). EI modelo de Ivkov et al. (1984) fue basado en la
aproximacion de un perfil lineal de tres etapds qpJa través de la membrana,
considerando los potenciales de interfaterno y externo como0.1pqy +0.1p(
respectivamente, mostrando asi cambios dependientgsQliesde los coeficientes de
reparticion aparente DiS(5) para las interfaces de membrana correspondientes (Ilvkov et
al. 1984). Un perfil lineal de tres pasos geJa través de la membrana fue también
considerado en un modelo de tres capacitores de A@dksch (1987, y referencias alli)

para el monitoreapdcon la sonda aniénica Oxonol VI. Estos modelos consideraron
vesiculas de membrana para ser formadas so6lo por fosfolipidos neutros. De acuerdo al

modelo de Apelly Bersch (1987), los voltajes de los capacitores internos y externos fueron
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modulados por la dsorcion dependiente dggp(de la sonda a las correspondientes
interfaces membraragua, afectando asi los coeficientes de rigj@mt de la sonda y la
cantidad de sonda ligada a la membrana.

En comparacion con lasodelos de Ivkov et al. (1984) y ApgiBersch (1987), el modelo

A (Fig. 6.1A) relaciona directamente los coeficientes de particion a los potenciales
superficiales correspondientes que dependen de la fuerza i6nica y podrian ser modulados
como un resultado de la adsorcion de una sonda cardadaeanbrana. De acuerdo a los
datosM, y My, mostrados en la Figh.2, para la suspension de liposon#3=0%, uno
puede notar que la razéM/M, a altos valores dep CFue significativamente mas bajo para
concentraciones de OM que para2.0 uM de DiSG(5). Esto es consistente con valores
altos de potencial superficial de la monocapa interna de la membfara2.0 uM
DiSC3(5), proveido por la acumulacion dependietap (de cantidades altas de Di&&)
dentro de los liposomas (Fi§.3, AP=0%). Un incremento en el potencial superficial
positivo conduce a una disminucion en el coeficiente de reparticion efégtivo(Ec.

6.10). Asi, concluimos que 2.0 uM DiSC3(5) en la suspensiéon de liposonm#sd=0%, el
potencial superficial internd;, resultante de la adsorcién de la sonda catiénica lipofilica
hacia la monocapa interna de la membrana, es positivo y suficienteatterdevalores de

o Qpara disminuir notablement& adsorcion d®iSC;(5) enla membrana, debido al efecto

de repulsion eléctrica (Krasne 1980b).

En comparaciérconlos modelos de Ivkov et al. (1984) y ApglBersch (1987)el modelo

A es aplicable no solo a los liposomas neusog también a los liposomas que contienen
fosfdipidos cargados. Los célculos fueron realizados para liposaR=0% yAP=20% a
0.2 uM DiSG(5), donde se demostrdaramente un incremento significativo Bh,, en
comparacion con los neutros, liposomaP=0% (Fig. 6.2). Esto fue debido a los
potencialessuperficiales negativos proveidos por fosfolipidos aniénifoy, /,, ambos
iguales &23.5 mV (Fig.6.3, AP=10%) y a-43.4 mV {ig. 6.3, AP=20% aq &G0. Ademas,

a valores relativamente altos deCQy 2.0 uM de DiSC;(5), los valores negativos dé

podrian ser significativamenteF{g. 6.3, AP=20%) o incluso completament&ig. 6.3,
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AP=10% compensados, como un resultado de la adsorcion del;(B)S& la monocapa

interna de la membrana.

El fendmeno de agregacion de Dgf&) en las fases acuosa (Sims et al. 1974; Ivkova et al.
1983) y membrana (Krasne 1980b; CabgirWerkman 1986aFaria et al. 1990ha sido
reportado en la literaturapmo una disminucion da intensidad de la fluorescencia de las
sondas de cianina (Sine$ al. 1974; Waggoner et al. 1977; Vekshin 2013). En el presente
estudio, el andlisis computacional del modelo B (BitB) demostré que la agregacion de

la sondaensélo el medio acuosao influye esencialmenten las cantidades dé,, y M, a

0.2 uM DiSG(5). Por otra parte, a 2.0 pM Dig(), la agregacion en ddases acuosa
causéuna notable disminucidn dependienteqd€en M,, la cual se mostré6 mas capara

el caso de liposomasP=0%, teniendo una afinidad mas baja a las sondas catidnicas que
los liposomas que contenian fosfolipidos negativg. (6.4 en comparacion con |&ig.

6.2, para los modeloB y A, respectivamente).

La agregacion de la sondalo en la fase membrana, de acuerdo al modekigCg.1C),

afectd notablemente los cambios dependientap @en M, inclusive a 0.2uM DiSCs(5)

(Fig. 6.5). El modelo C es esencialmente similar al modelo presentado por Bunting et al.
(1989) para mitocondriagjondela dimerizacion de la sondsolo se consideréen la
monocapa interna de lmembrana interna mitocondrigl fue afectad por el potencial
superficial internp proveido porlos lipidos anionicos (fjados a200 mV) y modulado
adicionalmente por la sonda cargada acumulada en la matriz mitocondrialnddeasi el
coeficiente de reparticion de la sonda.

El comportamiento del modelo completo Fig. 6.1D), teniendo en cuenta la
consideracion de una posible agregacion en ambos medmsmygunembrana (Fig. .6),

fue muy similaral modelo C (Fig6.5). El analisis computacional del modelo D para la
suspension de liposomas compuestos de fosfolipidos neutros mostré una influencia
relativamente pequefia de las agregaciones del Jlap58obreM,, especialmente a una
concentraciérde 0.2uM DiSCs(5) (Fig. 6.6, AP=0%). Estos resultados indican claramente

que es mejor trabajacon la fluorescencia d&l, para monitorearl ¢ lo cual es
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consistente con la mayoria deabajosexperimentalesque usan DiSg5), aunque la
medicién de la fluorescencia d&, para estgroposito, como en algunas aproximaciones
experimentalesSalama et al. 1980; CabripiVerkman 1986a; Cabrirny Verkman 1986b;

Trip et al. 2012; Sorochkina et al. 20,180 puede ser descartada por lo menos para ciertas
condiciones experimentd ig. 6.6, AP=0%, y Fig. 6.8). Los calculos también
demostraroruna influencia significativa de los fosfolipidos aniénienslos cambiosle M,

y Mp, dependientedel gp  mientras en este caso la fraccion en la membrana de;BGiSC
Mpm, mostré una sensibilidad muy leve pgr&]Fig. 6.6, AP=10%Yy AP=20%).

Los liposomas de 0.um de diametro, o cercanos a este tamafio, son comunmente
utilizados en trabajos experimentaléggva et al. 1984; Sorochkina et al. 2013; Khailova

et al. 2015y otro9. Las estimaciones realizadas aqui, de acuerdo al modelo completo D,
mostraron que un incremento en el tamafio liposomal desdena 1.0 um,conservando

la concentracién de fosfolipidos, no influye esencialmente en el monitoteop de
midiendocon los mondémeros en la faseuosa M, (Tablas 6.1y 6.2). Los valores dd, a

P &-120 mV fueron notablemente mas altpara liposomas dd0.0 um que para
liposomas de0.1 pum o 1.0 um por la misma superficie liposomal (para la misma

concentrai®n 33uM), debido a la cantidad menor de dimeros B{Sformados.

Similarmente al modelo simple A (Fig.1A), el modelo D (Fig.6.1D) demostro

potenciales superficiales negativos altos para liposoli20% en comparacion con

liposomas neutrod={gs. 3y 7, respectivamente), como también su modulacién debido a la
adsorcion de DiS45) a la membrana, dependiente notablemente de la concentracion de la

sonda (Fig.6.3 y 6.7), especialmente a fuerza idnica baja (Bid). Estos calculos son
consistentes con loslatos experimentales mostrando directamente la formaciéon de
potencial superficial en la membrana debido a la adsorcidon de sondas cationicas permeables
alamembranaHaynes 1974,; Krasne 1977, Krasne 1980
al. 2012. La presencia de lipidos anionicos en la membrana mostr@jaéavorece la
incorporacion de DiS{5) (Zeng et al. 1999debido a la atraccidén electrostatica entre la

membrana cargada negativamente y la sonda catidtegfs et al. 1994
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Por otro ladoJa adsorcion de otras moléculas cargadas positivamente en la membrana,
como péptidos policatidnicos, desfavorece la adsorcion de 3[@B@or la repulsidon
electrostatica entre estas moléculas. Esto fue mostrado recientemente en Lemeshko (2014),
donde la ation de péptido policationico en una suspension de liposomas cory(BiSC
incrementd la intensidad de fluorescencia de la sonda en medio acuoso, justificado no por
la disminucion del potencial transmembranal, sino por el desplazamiento de la sonda desde

la fase membrana hacia la fase acuosa por el péptido.

En general, el andlisis computacional del modelo completo D mostr6 cambios reciprocos
significativosM, y M, dependientes tlep Cpara liposomas neutros en un rango amplio de
concentraciones de lipido$0100 puM fosfolipidos) a fuerza idnica alta y baja (F&8).

El parametrdv, demostro una sensibilidad al voltaje mas alta que el paramgtrel cual
explica la medicion de la fluorescendv en la mayoria de los estudios experimentales
disefiados par monitorearel o El rango de sensibilidad al volta, se extendié a
valores mas altos dp Ga concentraciones relativamente bajas de liposomas(8)g.

El parametro combinado, la razédm/M,, exhibi6é una sensibilidadal voltaje mas alta
respecto M, 0 aMy, y una disminucion aparentemente exponencial con un incremento en
el valor dé gpQy con un incremento en la concentracion liposomal @&&). Ademas, la
funcién logaritmica d&y/Mn, In(M4/My,), mostré esencialmente una dependerinigal en

el pp{en-120 mV, especialmente a una concentracion relativamente baja dgh)igde
liposomagq(Fig. 6.9). Esto quiere decir que la técnica de dos longitudes de onda para medir
los cambios de fluorescencia && y My, en tiempo real, expresado como la funcion
logaritmica de su razén (si el equipo lo permite), podria ser la manera mas adecuada para
monitorear el potencial transmembranal de vesiculas de membrana. Para un fluorimetro
menos sofisticado, uno podria usar needicion de solo la fluorescencia dd,,
disminuyendo casi exponencialment& un incremento en el valdel gp (Figs. 6 y 8), 0

inclusomejor con la funcién logaritmica de los cambios de fluorescencia relativa como la

relacionMyM, o (dondeMzpesMaap& 0 ) simil ar ayHroude@l8%4)do por

en sus experimentos
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Muchos factores pueden influir en el monitoreo e y My, por medicion de la
fluorescencia. La dimerizacion de Dig®) y otras sondas de cianina en la fase membrana,
gue conduce a unquenchingde la fluorescencia de la sonda, ha sido sugerida por varios
autores (Bunting et al. 1989; Waggoner et al. 1977; Krasne 1980a; Krasne 1980b; Ivkova et
al. 1983; Ivkova et al. 1984; CabripiVerkman 1986a; Cabriny Verkman 1986b) y ha

sido considerad en los modelos C y D. Por otra parte, de acuerdo a Clarke (1991), el
qguenchingde fluorescencia en la fase membrana, por ejemplo para las sondas de Oxonol,
ha sido atribuido al efecto de filtro interrer comparaciora una posible dimezacioén de

la sonda Aungue tanto el efecto del filtro interno, reportado por Clarke (1991), para las
sondas de Oxonotomoel efecto de dimerizacion de la sonda, analizados con un modelo
mateméatico de Cabrinyi Verkman (1986b) y con nuestrmmodelos (Fig6.1C,D), podrian

influir en el monitoreo de los cambios Nk y M, dependientes diep (Los experimentos

para monitorear mondmeros des Bonda sensibles al potencial en las fase acuosa y/o
membrana deberian desarradamas. El gran interés con estgpecto representa, por
ejemplo, la sonda ampliamente utilizada TMRM que permite monitorear el potencial de
membrana por la técnica de dos longitudiessonda (Scadutoy Grotyohann 1999),

cancelando asi la influencia del efecto del filtro interno sobre=thaidn.

Los modelos computamiales presentados aqui, adend&s predecir las condiciones
experimentales 6ptimdales como concentracion flesfolipidos,cantidadde fosfolipidos
neutros y cargados, fuerza ionidal medio de incubacigry la concentradin de sonda
fluorescentetambién permiten determinar las propiedades fisicas y quimicas de una sonda
con el proposito de disefiar nuevas sensibles al potebho&ah@015).

Los modelos descritos, si se combinan con el modelo publicado anteriormente l(kemes
2014), podrian permitir estimar la incorporacion dependiente del potencial de las sondas
cargas permeables a la membrana en presencia de otras particulas cargadas, tales como
iones divalentes (McLaughlin et al. 1971; Haynes 1974), oleato (Rokitskaya2&10),

palmitato (Belosludtsev et al. 2015), péptidos policatidnicos (Lemeshko 2014), u otros

factoresque modulan el potencial superficial de las monocapa interna y/o externa de la
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membrana, posibilitando asi el analisis computacional de los efectsigérgicos

correspondientes a la membrana.
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7. PERMEABILIZACION DE LIPOSOMAS CON
PEPTIDOS POLICATIONICOS EN FUNCION DEL
POTENCIAL TRANSMEMBRANAL Y DEL
POTENCIAL SUPERFICIAL

7.1 Resumen

Para estudiar la actividad permeabilizadora de drogas en blgzigecas se han disefiado
modelos de membrana como los liposom@éptidos policationicos derivados de la
protoxina Cryl1Bbl deBacillus thuringiensissubespeciemedelin ya han mostrado
permeabilizaciérde biomembranade manera poteraidepemliente En este trabajo se
evalué como deperda actividad permeabilizadora de estos péptidos de los parametros
eléctricos potencial transmembranal y potencial superficial utilizando liposomas. Nuestro
resultados revelaron gu& permeabilizacién de ldgpposomascon péptidaambién fue de
manera potencialependiente, donde el péptido BI®4 mostré ser mas activo que el
péptido BTMP1. También fueron evaluados los péptidos mas cortos,-BIGL y BTM

PACL, los cuales fueron menos activos queaéspectivopéptides més largos BTMPL y
BTM-P4. Cada uno de estos péptidos mencionados fueron mas activos que sus isémeros
tipo D (BTM-P1D, BTM-P4D, BTM-P1CD y BTMP4CD, segun el cagd?ara mostrar el
efecto del potencial superficial sobre la permeabilizacion de los fipssoon péptids se
adicion6 M@"* en la suspensién, donde la actividad de los péptidos policatiénicos mas
cortos se vio afectada por tobmpetencia electrostatica ceste cation divalentd.os
péptidos largos, BTMP1 y BTM-P4, nofueronafectados por la presencia del ¥debido

a que son péjlos mas grandes y mas activos para las concentraciones que se trabajaron.
7.2 Introduccién

Los péptidos policationicoson moléculas qubacenparte del sistema de defensa de los

seres vivoslos cualesatacan microorganismos patdégeramsno las bacterias(Hancock
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2001J). En los ultimos afoes péptidos hasido degraninteréspor serdrogas antiobibticas
(Hancocky Lehrerb 1998; Hancocly Patrzykat 2002; Findlay et al. 201Que podrian
suplementar drogaantibitticas clasicas cuyos blancos han sido moléculas como acidos
nucleicos, proteinas y enzimas las cuglesedenmutar y hace mas resistente #os
microorganismogatogens (Guilhelmelli et al. 2018 Los péptidos policationicos searh
caracterizado por permeabilizar la membrana celuladideos patogenos (Shai 1999),
interactuando con la bicapa lipididAahary Ren2013), estructura inmutable (Peschel y
Sahl 2006).

Ya se han hecho estudios dos péptides BTM-P1 (Lemeshko et al2005; Segura et al.
2007; Arias et al. 2009; Lemeshko 2010; Lemeshko 2011; Lemeshko (EBM-P4
(Patente en Colombi2016 Resolucion 22123Superintendencia de Industria y Comexcio
derivad® de la protoxina natural Cry11Bb1 &acillus thuringiensisubespecienedelin,

cuya permeabilizacion en biomembranas ha mostrado ser powepaidiente.

Los péptidos policationicoBTM-P1 y BTM-P4 son tipo L, susceptibles a la protedlisis,
pero sepuedendisefiar péptidos de isomeria tipo iDsensibles a B proteasas naturales
(Welch et al. 200}. Ya se hanrealizado estudios comparativos d&a actividad
permeabilizadora entrvs péptidos BTMP1 y BTM-P1D en membranagLemeshkoy
Orduz, 2013 Por ejemplo, kepéptido BTMP1no fue activorespecto lapéptido BTMP1D

en homogeneizadosle intestinosde larvas de mosquitodebido a que el primero fue
sensible a las proteasas del medio; por otra,mpeéptido BTMP1 fue méas activo que el
péptido BTMP1D en glébulos rojosisladosy mitocondriasaisladas

Los liposomas somodelos de membrarslecuados para estudiampermeabilizacion de la
bicapa lipidica con péptidos policationic&s.proposito de esta investigacion emxaluarla
actividad permeabilizadora de algunos péptidos policatiorecoBpo®masteniendo en
cuenta el efecto de algunos pardmetros eléctricos como potencial transmembranal y
potencial superficialSe compararon las actividades entre péptidos tipo L y tipo D, segun

los pardmetros eléctricos mencionados.
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7.3 Materiales y métodos

7.3.1Reactivos

Los péptidos fuerondisefiados en nuestrbaboratorio y sintetizados poGenScript
Corporation (NJ, USA) BTM-P1 (APIAKYLATALAKWALKQGFAKLKS ), BTM-P1D
(vapiakylatalakwalkqgfaklks BTM-P4 (APALIAVAPIAKYLATALAKWALKQGFAKLKS ), BTM-
PA4D (apaliavapiakylatalakwalkggfaklks BTM-P1CL KYLATALAKWALKQGFAALK ), BTM-
P1CD kylatalakwalkqgfaalk, BTM-P4CL (APALIAVAPIAKYLATALAKWALKQ ) y BTM-
PACD (apaliavapiakylatalakwalkg Los reactivos de alta purezdueron de Merck y Sigma

Los lipidosfueronde Avanti Polar Lipids, Inc.

7.3.2 Preparacion de IposomasLUV

Los lipidos POPC (1-palmitoyl2-oleoylsn-glycero3-phosphocholine y POPE (1-
palmitoyl-2-oleoytsnglycero3-phosphoethanolamipe  fueron disueltos en
cloroformo:metanol(2:1) separadamentdéuego semezclaron en frascos de vidrio en la
proporcion POPC:POPE (6:4eso:peso). La mezcla fue secada por microevaporacion
rotatoria en presencia de nitrdgeno gasepsuiccion al vacio por 6 horas tal como se

expuso en el capitulo 2 con bicapa lipédplana (Fig. B).

Los lipidos secos en los frascos de vidriads®lvieronen medio salino K>SO, (50 mM
K>SOy, 5 mM HEPES #H 7), hasta lograr una concentracion final de 3.3 deMipidos

se agitod la suspensidn temperaturgpor 30 min para formarla suspension deesiculas
multilaminares, la cual se lleMaegoal extruder con filtro de 100 nm y mant&ndose a
60°C, se realiaron 21 pasos de la muestetravés del filtrohasta logratos liposomas
LUV (large unilamellar vesicles) (Fig.1). La suspensién final de liposomas LUV se

mantuvo en la nevera a 5°C.



86

=)

!
[

i I a I | T

Fig. 7.1 Preparacion de liposomas por extrusifiposomas LUV) Una vez secos los
lipidos por microevaporacion rotatoria (A) agdicionael medioK,SQ, (50 mM K;SQy, 5

mM HEPES a pH 7gn el frasco de vidrio y se aplica agitacién por 30 min (B). Luego se
extrae el contenido con una de las jeringas de vidrio del egwipader que luego se
ensambla alli (C, jeringa de la izquierda) para realizar el proceso de extrusion con 21 pasos
a travéde un filtro de 100 nm tamafio de pdfnalmente se obtiendos liposomas LUV

de 100 nm de didmetro (C, jeringa de la derecha). Un indicador de la formacion de los
liposomas es que antes de la extrusi@muestra es turbia (D) y después del proceso de
extrusion dicha turbidezereduce notablement&).
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7.3.3 Generacion de potencial transmembranal en liposomas LUV

Seafiaderon2.5 pL deliposomas LUV desde3.3 mM de lipidos, stockde lipido$, con
medio acuoso intern60 mM K;SO,, 5 mM HEPES, pH desdeel recipiente donde se
suspendieron con el mismo medio KeSO,, en 1 mL de medio de incubacion salino
Li, SO, (50 mM LSO, 5 mM HEPES, pH 7) o efh mL demedio sacarosa (150 mM
sacarosa, 5 mM HEPES, pH @n incubaciorprevia (60 s)de 1 puM de DiSC3(5). Un
minuto después se adicion6é 1 uM valinomicina para generar potencial transmerpbranal
medio de la difusion de Kdesde el medio acuoso interno [K=50 mM) hacia el medio
acuoso extern@[K'], = 0.125 mM)(dilucion 400 vecedle liposomas e su medio de
incubacionexterno erstock el potencial estimades-156 mV, segun ecuacide Nernst

RevisarFig. 28 y ecuacion 2.1

7.4 Resultados

Seevaluaon algunospéptidos policationicoderivadosde la protoxina naturalryl1Bbl
Paraevaluar la interaccion de los péptidam la bicapa lipidicase usaron liposomas como
modelos de membran8e utiliz6 la sonda DiS{5) para monitorear cambios del potencial
transmembranal y evaluar el efecto del potencial superficial sobre la interpégibto
membrana. En todos los experimentos se inicié registrando solo la fluorescencia de la
sonda DiS@(5) en medio salino, donde se observd un decaimieit@l de esta en el
tiempq esto se dab a que parte de la sonda se adgodn las paredes da cubeta del

fluorimetro.

Para estudiar el efecto del potencial transmembranal sobre la actividad permeabilizadora de
los liposomasBTM-P1 y BTM-P4 fueronadicionados en la suspension de liposomas con
medio salinoLi,SO, en presenci&t) o enausencig-) de valinomicina (Fig7.2A y Fig.

7.2B). La adicion de valinomicina al medio de uh@cion posterior a la adicién de
liposomasocasiond una caida notable en la fluorescencia de la sonda(®iSadicando

la generacion deun potencial transmembranalel cual fue estable para nuestros

experimentosegunla curvacontrol (Fig.7.2A y 7.2B). La adicion de péptido BTN?P1,



88

después de la adicion de valinomicina, disiptnediatamenteun 25% delpotencial
transmembranalseguido de una despolarizacigr@slenta de la membrangrig. 7.2A,
(+)valinomicina). Por otro lado, la adicion de BTRIL en medio sin valinomicina aumento

el nivel de fluorescencia para DigB) (Fig. 7.2A, (-)valinomicina). Para el péptido BTM

P4, la capacidad permeabilizadohae mayor a lo observado con el péptido BPY a

pesar de que se utilizé una concentracion 5 veces meno? @{. La adicion de 0.2 uM
BTM-P4 disipé inmediatamente un 50% del potencial transmembranal, seguido de una
despolarizacibrmaslenta (Fig. 7.2B(+)valinomicina). En el medio sin valinomicina, la
adicién de BTMP4 provocé un incremento en la fluorescencia de BB@Fig. 7.2B, ¢

)valinomicina) dos veces superior a lo observado con BHM

A) B)
10 : Liposomas (K5SQy) 10 : Liposomas (KoS0Oy)
1 25uLuv Medio Incub. (LipSO) 1 25ul LUV Medio Incub. (LipSO,)
oc— B8 8
T +1.0 uM Val. 1 1.0 uM Val.
8& 61 1.0 uM BMT-P1 6 0.2 uM BTM-P4
) i B (-)Vval.
oF ¥ (-)Val.
<] ooq 4 4 (+)val.
=28 . (+)Val. 7
24 2
i Control (+)Val. B Control(+)Va|_
0 | ] T I T 1 0 T T T I T 1
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (s) Tiempo (s)
C) D)
10 1 Liposomas (K»SOy4) 10 7 Liposomas (K5SOy4)
gl 25uLuv Medio Incub. (K5S04) 1 2.5ulLuv Medio Incub. (KySOy4)
T T l 8
25 7 1.0 uM Val. . 1.0 uM Val.
8= 6 6 -
gt - -
gé” 4 - A 4 - T
30 1.0 uM BTM-P1 ] 0.2 uM BTM-P4
wQa
2 2
0 T T T T T \ 0 T T T T T ]
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
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Fig. 7.2Permeabilizacion potencidependiente de liposomas con pégidolicationiccs.

2.5 €L de | iposomas LUV (8.25 €M | 2pidos, C
cargados comedioK,SOs. Seevaluarorios péptidos BTMP1 (Ay C) y BTMP4 (By D)
en presencia (+) yausencig ( de 1 &M valinegSQAyBaeren medi

presencia de 1 &M @ CngmDgi n&duen ugddhi a ado 1
la suspension.
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Para mostrar la influereidel péptido sobria fluorescenciade DiSC;(5) en la membrana

se hicieron experimentos en ausencia de potetmarsdmembranaPara ello bs liposomas
fueron suspendidos emedio de incubacion con la misma sal y bufer de su medio acuoso
interno, eslecir 50 mM KSQ,, 5 mM HEPES, pH 7. La adicion de valinomicipaéptido

no afecto la fluorescencia de REX5) (Fig. 72C y 7.2D).

La actividad permeabilizadora poteneitdpendiente de los péptidos BIRL y BTM-P4

fue comparada cosus respectivos is@ros tipo D (BTMP1D y BTM-P4) ycon péptidos
mascortos e isomeros (BTMW1CL, BTM-P4CL, BTM-P1CD y BTMP4CD) (Fig. 7.3).

La actividad del péptido BTNP1D fue menor a la actividad de BTRAL; por otra parte la
actividad del péptido corto BTM1CL manifestdé aproximadamente P60 de actividad
mena respecto a BTMP1(Fig. 7.3A).La actividad del isémero tipo D para el péptido mas
corto, BTM-P1CD, fuemenor respecta la actividad del péptidoB1-P1CL(Fig. 7.3A).

La actividadpermeabilizadorale BTM-P4 fue mayor a la actividad de BTR4D (Fig.
7.3B). Los péptidos mas cortos BFRMCL y BTM-P4CD fueron menos aebs respecto
al péptido BTMP4, donde la actividad permeabilizadora de BTRACL fue
aproximadamente un 25% mas aterespecto a ldeBTM-P4CD (Fig.7.3B).

Fig. 7.3 Permeabilizacion de liposomas de manera potedejéndiente con péptidos
policationicos. (A) PéptidosBTM-P1, BTM-P1D, BTMP1CL y BTMP1CD; y (B)

péptidos BTM-P4, BTM-P4D, BTM-P4CL y BTMPACD. Se adicionaon 2 . 5 ¢ L de
liposomas LUV( 8. 25 €M | 2 pi do s , cargadomncorenadio KgOiy- n  f i
suspendidos emedio LbkSO,. Fue ut i | i z a(%) enlalsuspekkiomi S C

na



