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Resumen

RESUMEN

Los esfingolipidos de las células germinales y espermatozoides de mamifero son
inusuales por contener una alta proporcion de &cidos grasos poliinsaturados de muy
larga cadena (VLCPUFA). En las gametas de rata, la esfingomielina (SM) y la
ceramida (Cer) contienen especies con acidos tetraenoicos y pentaenoicos de la serie
n-6 de hasta 32 carbonos, en versiones no hidroxiladas (n-V) y 2-hidroxiladas (h-V).
Estudios previos habian mostrado que las SM con VLCPUFA se forman en las células
espermatogénicas, que la relacion entre h-V SM y n-V SM aumenta con la
diferenciacion celular, y que ambas terminan localizadas especificamente en las
cabezas espermaticas. Posteriormente se vio que estas SM disminuyen a medida que
aumentan las Cer en las gametas de rata durante reacciones que ocurren en etapas
claves de la fertilizacion, en especial durante la reaccién acrosomal. El objetivo de este
trabajo fue contribuir al conocimiento de las propiedades biofisicas de estos inusuales
esfingolipidos y a determinar cdmo estas propiedades cambian como resultado de
dichos eventos bioquimicos.

Nuestro primer desafio fue obtener estas relativamente minoritarias especies
moleculares en suficiente cantidad y aceptable pureza. Para ello tomamos ventaja de
su estructura quimica. Asi, fracciones conteniendo especies de n-V SM y h-V SM se
separaron de las mayoritarias SM saturadas y monoenoicas teniendo en cuenta el alto
namero de dobles ligaduras de sus acidos grasos. Luego, de la primera fraccion se
obtuvieron especies de SM con n-28:4, n-30:5 y n-32:5, y de la segunda especies con
h-28:4, h-30:5 y h-32:5, aprovechando las diferencias de hidrofobicidad entre estos
acidos grasos. Estas fracciones y especies se incluyeron en sistemas modelo de
bicapa y monocapa, y se estudiaron aplicando metodologias e instrumentacion
previamente validadas para especies de SM con 16:0, 18:1, 0 24:1. Un enfoque similar

se aplico para estudiar las especies de las fracciones n-V Cer y h-V Cer.



Resumen

Al estudiarlas por espectroscopia de fluorescencia, tanto la polarizacién
generalizada (GP) del Laurdan como la anisotropia de fluorescencia (r) del DPH
mostraron que la mayoria de las n-V SM y h-V SM compartieron la caracteristica de
tener temperaturas de transicion (Tt) muy bajas, por debajo de 5 °C, salvo n-32:5 SM y
h-32:5 SM, cuyas Tt fueron cercanas a los 22 °C. El aumento en la Tt que podria
esperarse debido al inusual largo de la cadena acilica, es pues contrarrestado por la
presencia de varias dobles ligaduras en estos acidos grasos. Estos estudios indicaron
gque las cadenas acilicas de estas especies se encuentran en un estado desordenado
a temperatura fisiol6gica. Las h-V SM exhibieron mayores valores de GP y de r que las
correspondientes especies n-V SM, indicando que el grupo hidroxilo en las primeras
tiende a promover las interacciones intermoleculares, probablemente a través de la
formacion de uniones tipo puente hidrégeno.

Las interacciones entre las SM con VLCPUFA vy otros lipidos se investigaron
empleando sistemas modelo multicomponente en forma de bicapa. En bicapas
formadas por dimiristoil-PC y estas SM, se concluyd que éstas ultimas jugarian el rol
de lipidos “fluidificantes”, en discrepancia con la nocidén generalmente aceptada de que
en las membranas celulares las SM son las que restringen la movilidad de otros
lipidos. En sistemas conteniendo dioleoil-PC, colesterol y n-V o h-V SM, ninguna de
éstas tendio a segregarse en dominios condensados enriquecidos en SM/colesterol a
temperatura ambiente, tal como si lo hizo claramente la 16:0 SM. Las dos estrategias
experimentales sugirieron que a temperatura fisiologica y en membranas naturales
donde las SM con VLCPUFA coexisten con otros lipidos, como es el caso de la
membrana plasmatica de la cabeza espermética, estas especies no se concentrarian
en areas de la membrana ricas en colesterol, sino en areas ricas en glicerofolipidos
poliinsaturados, esto es, en dominios mas “desordenados” de la membrana.

Una valiosa informacion acerca de las propiedades de superficie de las SM en
estudio se obtuvo de los experimentos realizados en monocapas de Langmuir.

Analizando los valores de la presion de superficie (1) y el potencial de superficie (AV),

-5-



Resumen

asi como los datos de la microscopia de angulo de Brewster (BAM) en funcién de la
compresion aplicada, se caracterizaron las interacciones intermoleculares durante el
empaquetamiento de los lipidos y los cambios termodindmicos implicados en ellas.
Las SM con VLCPUFA formaron films con un espesor considerablemente menor al
esperado, encontrandose en un régimen liquido-expandido (LE) con una alta libertad
conformacional. Sus valores de area molecular media (MMA) fueron llamativamente
grandes con respecto a la de las SM conocidas, lo cual indica que un mismo nimero
de moléculas ocupa un &rea significativamente mayor en la membrana. Las h-V SM
mostraron menores MMA que las equivalentes n-V SM, confirmando que el grupo
hidroxilo en las primeras favorece las interacciones intermoleculares, permitiendo asi
un mayor grado de empaquetamiento durante el proceso de compresién, lo que
explica que ocupen una menor area en el plano de la membrana. Cuando se
obtuvieron las isotermas a 7 °C de las seis especies de SM en estudio, sélo n-32:5 SM
y h-32:5 SM mostraron transiciones de fase LE — LC (liquido condensado) de primer
orden, otro hallazgo consistente con el comportamiento previamente observado en
bicapa.

Las seis especies moleculares mayoritarias de Cer con VLCPUFA también
fueron separadas y estudiadas en monocapas de Langmuir. Las isotermas de
compresion presentaron una transicion de fase LE — LC de primer orden a
temperatura ambiente, con segregacion de dominios durante esta transicion que pudo
ser seguida mediante BAM. En ambos estados de fase, todas ellas mostraron valores
mucho mas altos de MMA y AV que las especies conocidas usadas como referencia.

El empaquetamiento molecular y el grado de ordenamiento de las cadenas fue
relativamente menor para las n-V Cer que para las h-V Cer. Estas ultimas formaron
membranas de mayor espesor, ocuparon una menor area de superficie, y presentaron
transiciones de fase LE — LC mas pronunciadas y cooperativas que las n-V Cer.
Tomados en conjunto, los parametros termodinamicos y de superficie permiten
concluir que estas Cer se organizan con sus acidos grasos en una conformacion

-6-



Resumen

curvada, formando monocapas con un espesor menor al esperado, siendo esta
caracteristica ain mas marcada en las n-V Cer que en las h-V Cer.

Mientras las propiedades reolégicas de la h-28:4 SM fueron similares a las de
otras especies de SM, las de la h-28:4 Cer fueron atipicas. Asi, la fase LC de ésta fue
altamente compresible, lo que es consistente con una gran libertad conformacional de
sus cadenas hidrofobicas, pero la difusidén en ella, estuvo muy restringida, presentando
un coeficiente de difusion (D) 100 veces mas bajo que su contraparte h-28:4 SM.

Las propiedades de mezclas en que coexisten h-28:4 SM y h-28:4 Cer fueron
estudiadas mediante la pre-mezcla de distintas proporciones de ambas y mediante la
generacién de la dltima por accién de una esfingomielinasa colocada en la subfase de
un film de h-28:4 SM. Ambos enfoques evidenciaron que la Cer tiende a separarse de
la fase fluida en que se encuentra la SM, formando dominios ricos en Cer a medida
que aumenta la relaciébn molar Cer/SM. A temperatura fisiolégica, estos dominios
mostraron una morfologia y una organizacion estructural sobre la superficie del film
gue difirieron marcadamente de los que exhibi6 la 16:0 Cer. Tomadas en conjunto, las
presentes observaciones podrian ser relevantes para la reorganizacion estructural que
se sabe ocurre sobre la cabeza espermatica durante la reaccion acrosomal, al
completarse la cual la mayor parte de las SM con VLCPUFA preexistentes se

convierten en las correspondientes Cer.



Abstract

ABSTRACT

The sphingolipids of mammalian germ cells and spermatozoa are unique in that
they are made up by a high proportion of very long chain polyunsaturated fatty acids
(VLCPUFA). In the rat gametes, sphingomyelin (SM) and ceramide (Cer) contain
species with tetraenoic and pentaenoic fatty acids of the n-6 series with up to 32
carbon atoms, in non-hydroxylated (n-V) and 2-hydroxylated (h-V) forms. Previous
studies had shown that the SM with VLCPUFA are formed in spermatogenic cells, that
the ratio between h-V SM and n-V SM increases with germ cell differentiation, and that
both up localized specifically on the sperm heads. Then it was seen that these SM
decrease as Cer increase in rat gametes during reactions that take place in key stages
of fertilization, especially during the acrosomal reaction. The aim of this work was to
contribute to the knowledge of the biophysical properties of these unusual sphingolipids
and to determine how such properties change as a result of these biochemical events.

Our first challenge was to obtain these relatively minor molecular species in
sufficient amounts and with acceptable purity. To this aim we took advantage of their
chemical structure. Thus, fractions containing n-V SM and h-V SM species were
separated from the major saturated and monoenoic SM taking into account the high
number of double bonds of their fatty acids. Then, SM species containing n-28:4, n-
30:5 and n-32:5 from the first fraction, and SM species with h-28:4, h-30:5 and h-32:5
from the second one, were obtained by making use of the differences in hydrophobicity
among their fatty acids. These fractions and species were included in bilayer and
monolayer model systems and studied by applying methodologies and instrumentation
previously validated for SM species with 16:0, 18:1 and 24:1. A similar approach was
applied to study the species in the n-V Cer and h-V Cer fractions.

When studied by fluorescence spectroscopy, both the generalized polarization
(GP) of Laurdan and the fluorescence anisotropy (r) of DPH showed that most of the n-

V SM and h-V SM shared the characteristic of having very low transition temperatures

-8-



Abstract

(Tt), both below 5 °C, except n-32:5 SM and h-32:5 SM, whose Tt values were around
22 °C . The increase in Tt that could have been expected to result from the unusual
length of the acyl chains is thus counteracted by the presence of several double bonds
in these fatty acids. These studies indicated that the acyl chains of these species are in
a disordered state at physiological temperature. The h-V SM exhibited higher GP and r
values than the corresponding n-V SM species, indicating that the hydroxyl group in the
former tends to promote intermolecular interactions, probably through the formation of
hydrogen-bond type of unions.

The interactions between SM with VLCPUFA and other lipids were investigated
by employing multicomponent lipid systems in bilayer form. In bilayers formed by
dimiristoyl-PC and these SM, it was concluded that the latter played the role of
“fluidifying” lipids, in discrepancy to the generally accepted notion that in cell
membranes the SMs are lipids that restrict the mobility of other lipids. In systems
containing dioleoyl-PC, cholesterol and n-V SM or h-V SM, neither of these tended to
segregate in SM/cholesterol-rich domains at room temperature, as clearly did 16:0 SM.
Both experimental strategies suggested that at physiological temperature and in natural
membranes were VLCPUFA-containing SM coexist with other lipids, as is the case of
the plasma membrane of the sperm head, these species would not concentrate in
cholesterol-rich membrane areas, but in areas rich in polyunsaturated fatty acids,
namely in more “disordered” domains of the membrane.

Valuable information about the surface properties of the SM under study was
obtained from the experiments performed in Langmuir monolayers. By analyzing the
values of surface pressure (11) and surface potential (AV), and the data from Brewster
angle microscopy (BAM) as a function of the compression applied, the intermolecular
interactions during the lipid packing and the thermodynamic changes implied in these
interactions were characterized. The VLCPUFA-containing SM formed films with a
considerably smaller thickness than that expected, and they were found in a liquid-

expanded (LE) state with a high conformational freedom. The values of their mean
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molecular areas (MMA) were markedly high compared with those of best-known SM
species, indicating that the same number of molecules occupies an area significantly
larger in the membrane. The h-V SM species displayed lower MMA values than the
equivalent n-V SM, confirming that the hydroxyl group in the former facilitates
intermolecular interactions, thereby allowing a higher degree of packing during the
compression process, and explaining that they occupy a smaller area in the plane of
the membrane. When the isotherms of the six SM under study were obtained at 7 °C,
only n-32:5 SM and h-32:5 SM exhibited first order LE — LC phase transitions, another
finding consistent with the behavior previously observed in bilayer.

The six major molecular species of Cer with VLCPUFA were also separated and
studied in Langmuir monolayers. The compression isotherms showed that they
underwent a first-order LE — LC (liquid condensed) phase transition at room
temperature, the segregation of domains during that transition being clearly followed by
means of BAM. In both phase states, all of them had MMA and AV values far higher
than the Cer species used as reference.

The molecular packing and degree of ordering of the chains were relatively lower
for the n-V Cer than for the h-V Cer. The latter formed thicker films, occupied lower
surface areas, and presented more pronounced and cooperative LE — LC phase
transitions than the n-V Cer. Taken together, the thermodynamic and surface behavior
parameters allow to conclude that these Cer species organize with their fatty acids in a
curved conformation, forming monolayers with a lower than expected thickness, this
feature being more marked for the n-V Cer than for the h-V Cer.

Whereas the rheological properties of h-28:4 SM were similar to those of other
SM species, those of h-28:4 Cer were atypical. Thus, the LC phase of the latter was
highly compressible, in agreement with a high conformational freedom of their
hydrophobic chains, but the diffusion in such phase was highly restricted, showing a

diffusion coefficient (D) 100-fold lower than that of h-28:4 SM.
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The properties of mixtures in which h-28:4 SM and h-28:4 Cer coexist were
studied by mixing them in different proportions and by generating the latter by the
action of a sphingomyelinase placed in the subphase of an h-28:4 SM film. Both
approaches evidenced that Cer tends to separate from the fluid phase of SM, forming
Cer-rich domains as the molar Cer/SM ratio increases. At physiological temperature,
these domains had a morphology and structural organization on the film surface that
markedly differed from those displayed by 16:0 Cer. Taken together, the present
observations could be relevant to the structural reorganization of the membrane that is
known to take place on the sperm head during the acrosomal reaction, after the
completion of which a major part of the preexisting VLCPUFA-rich SM are converted

into the corresponding Cer.
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INTRODUCCION

La membrana plasmatica celular, ademas de delimitar el espacio intracelular del
extracelular, controla toda la comunicacion entre esos dos compartimientos. Permite la
transmision de informacioén por medio de cambios conformacionales de sus moléculas
componentes y por interacciones entre ellas, regula el pasaje a través de ella de iones
o de diferentes moléculas, y ejerce una influencia decisiva sobre reacciones
enzimaticas que se disparan en la célula como consecuencia de dichas interacciones.
En 1972, Singer y Nicolson proponen el modelo de mosaico fluido para las membranas
celulares (Singer & Nicolson, 1972), en el que se las plantea como una matriz fluida de
fosfolipidos en la cual estan inmersas las proteinas integrales y a la cual estan
asociadas las proteinas periféricas. En este fluido bidimensional, proteinas y lipidos
pueden rotar y difundir lateralmente, condicionados so6lo por sus concentraciones
relativas y por las restricciones impuestas desde el interior celular por el citoesqueleto.
Luego de 40 afos de investigacion en el area, esta concepcion se ha ido modificando.
En la actualidad estd demostrada la presencia en la membrana de diferentes
“dominios”, que consisten en regiones que difieren en su composicion (lipidica y
proteica) y en sus propiedades fisicoquimicas. Ello permite concebirlas como
estructuras muy dinamicas, alejadas del equilibrio, en las cuales es posible la
emergencia de diferentes dominios que persistirdn sélo temporalmente. Ademas, esta
demostrado que la difusion de los lipidos se encuentra restringida a temperaturas
fisiolégicas, tanto lateral como rotacionalmente, debido a multiples interacciones lipido-
lipido y lipido-proteina, y tampoco las proteinas pueden difundir libremente en todas
direcciones en el plano lateral de la bicapa lipidica (Vereb et al., 2003).

Si bien las membranas de los distintos tipos celulares comparten caracteristicas
comunes, cada membrana tiene propiedades particulares de acuerdo con su funcion.
Con respecto a los lipidos, su composicion cualitativa y cuantitativa varia no sélo entre

células, sino entre membranas de una misma célula. Asi, la proporcién de colesterol
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respecto a la de fosfolipidos, la naturaleza de la cabeza polar de la clase de fosfolipido
gue predomine, la longitud y el nUmero de dobles enlaces de sus acidos grasos, o la
posibilidad de ser parcialmente degradados in situ por fosfolipasas especificas
localizadas en la membrana misma o en sus adyacencias, son factores que influyen
sobre las propiedades fisicoquimicas de la membrana, entre ellas su fluidez. El
aumento o la disminucion de ésta pueden influir positiva 0 negativamente sobre
procesos enzimaticos y de transporte, o sobre los cambios conformacionales que
normalmente pueden sufrir las proteinas incluidas en, o asociadas a, las membranas,
modificando su funcionalidad.

Para el estudio de los diferentes estados de fase que pueden adoptar los lipidos
en una membrana se han utilizado diversos sistemas modelo de bicapa y monocapa.
En bicapas, los lipidos pueden encontrarse en tres estados de fase (Fig.1). En los
extremos se encuentran la fase gel (g), en la que sus cadenas acilicas estan en una
conformacion totalmente ordenada y la fase liquido-cristalina (Ic), en la que pueden
tener una difusién rotacional y lateral relativamente mas libre y sus cadenas acilicas se
encuentran desordenadas. Con propiedades intermedias entre estos dos estados se
encuentra la fase liquido-ordenada (lo), la cual tiene una viscosidad muy baja y en la
que, si bien la difusién es similar a la de la fase Ic, las cadenas acilicas se encuentran

ya en una conformacién relativamente ordenada, acercandose por lo tanto a la fase

gel.
AW e Ry a2
: 1 a®s? - 2 ”
SESas S y SR Figura 1. Representacion esquematica
) de los tres tipos de estados de fase que
pueden adoptar los lipidos en bicapa:
, fase liquido-ordenada (lo), fase liquido-
GCETED @Pe @GP W cristalina (Ic) y fase gel (g).
liquido-ordenada (lo)  liquido-cristalina (Ic) gel (g)

Cuando los lipidos se organizan en forma de monocapas, se describen las fases
en las que pueden estar los lipidos como LC (liquido-condensado) o S (sélida) para las

fases mas compactas, LE (liquido-expandida) para la forma mas expandida y
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desordenada, y LO (liquido-ordenada) para la forma intermedia. Estas tres fases por lo
tanto equivaldrian en su estado fisico a las fases g, Ic, y lo, respectivamente,

observables en bicapas.

1. Esfingomielinas y ceramidas en las membranas bioldgicas

La esfingomielina (SM) es uno de los fosfolipidos mas ubicuos en las
membranas de muchas células eucariotas. La SM se parece a la fosfatidilcolina (PC)
en que ambas estan constituidas por una fosforil-colina como cabeza polar, pero
difiere en la naturaleza de ésta, que consiste en una molécula de ceramida (Cer) en el
caso de la SM y en una molécula de diglicérido en el caso de la PC. La union de la
fosforil-colina a estas porciones hidrofébicas se establece a través de un enlace amida
y éster respectivamente. La porcién Cer de la SM consiste en una molécula de
esfingosina (un amino-di-alcohol graso con 18 &tomos de carbono y una doble ligadura
trans en el carbono 4) unida a un acido graso de cadena larga. La SM es relativamente
mas polar que la PC porque en el carbono 3 de la porcién Cer tiene un hidroxilo libre.
Los &cidos grasos de las especies moleculares de SM que se encuentran en las
membranas bioldgicas de la mayoria de los mamiferos son saturados (16:0, 18:0,
24:0) o monoinsaturados (18:1, 22:1, 24:1) (Barenholz & Thompson, 1980).

Las cadenas hidrocarbonadas de la SM son en general mas largas y mas
saturadas que las de las especies moleculares de PC. AuUn en las especies
monoinsaturadas de SM, el Unico doble enlace del acido graso esta ubicado lejos de la
interfase lipido/agua. Debido a estas caracteristicas la SM es considerada un
importante componente estructural, confiriendo un alto grado de orden a la region
hidrofébica de la membrana (Niemela et al., 2004).

La SM es conocida por tener una gran influencia sobre las propiedades biofisicas
de las membranas (Ramstedt & Slotte, 2002; Slotte, 1997). Una de las propiedades
mas conocidas de la SM es su capacidad de segregar lateralmente con el colesterol

(Col) formando dominios ordenados, a los cuales se les ha asignado el término de
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“lipid raft” o “balsas lipidicas” (Mayor & Rao, 2004; Pike, 2004; Simons & lIkonen,
1997). Estos dominios, caracterizados por ser dinamicos y transitorios en el tiempo,
han adquirido una gran popularidad, debido a que han sido involucrados en procesos
celulares tan diversos y significativos como el trafico de membranas o el ordenamiento
(sorting) de proteinas. Sin embargo, las caracteristicas mas profundas de estos
dominios aun permanecen sin conocerse 0 estan bajo controversia; incluso se ha
llegado a cuestionar su existencia (Lai, 2003; Munro, 2003). Esta incertidumbre se
debe en parte a las limitaciones asociadas a las técnicas experimentales utilizadas
para su estudio. Uno de los puntos que todavia permanece sin esclarecer es la
naturaleza de las interacciones moleculares entre los principales componentes. Los
estudios se han centrado fundamentalmente sobre la interaccion SM-Col, la cual es
usualmente explicada en términos de una asociacién “especifica” que podria estar
relacionada con la capacidad de la SM y el Col de formar interacciones a través de
puentes hidrégeno. Por otra parte se ha propuesto que la interaccion entre la SM y
otros componentes de la membrana, como por ejemplo el Col y las proteinas, también
puede estar condicionada por la longitud y el nimero de insaturaciones de sus
cadenas hidrocarbonadas (Brown, 1998; Holopainen et al., 2004).

En numerosos trabajos se han descrito las propiedades biofisicas de las
especies moleculares de SM y Cer con &cidos grasos saturados y monoenoicos
(Bjorkgvist et al., 2009; Dupuy et al., 2011; Dupuy & Maggio, 2012; Goni & Alonso,
2009), asi como también los efectos originados por la conversién enzimatica SM —
Cer. Estos dos esfingolipidos se caracterizan por tener una geometria muy diferente
entre si; la SM es una molécula cilindrica (pardmetro de empaquetamiento ~ 1), que
tiende a formar bicapas (fase lamelar) cuando se encuentra en dispersion acuosa
(Barenholz & Thompson, 1999). Por el contrario, la Cer tiene un pardmetro de
empaquetamiento >1 y tiende a formar estructuras invertidas (fase HIl) en un medio
acuoso (Israelachvili, 1991), favoreciendo de esta manera la formacion de estructuras

lipidicas no lamelares con alta curvatura (Goni et al., 2005; Holopainen et al., 2000).
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Utilizando espectroscopia de fluorescencia en LUVs (large unilamellar vesicles)
se observo que la generacion de Cer por accién de una esfingomielinasa (SMasa)
induce la agregacion de los mismos (Ruiz-Arguello et al., 2002) y la liberacion del
contenido vesicular, lo que resulta de cambios en la permeabilidad de la bicapa
(Montes et al.,, 2002; Ruiz-Arguello et al., 1996). Ademas, cuando vesiculas
unilamelares gigantes (conocidas como GUVs por su abreviatura en inglés, giant
unilamellar vesicles) formadas por SM, PC y Col son sometidos a la accion de esta
enzima, resultan destruidas como consecuencia de la generacion enziméatica de Cer
(Lopez-Montero et al., 2007).

En monocapas, el seguimiento en tiempo real de la conversién de SM en Cer por
accion de la SMasa permiti6 evidenciar cambios topogréficos especificos, como la
formacion de dominios liquido-condensados (LC) ricos en Cer, que varian en su
tamafio desde pocas micras hasta cientos de micras, dependiendo de la velocidad de
hidrdlisis (De Tullio et al., 2008). Estos dominios LC se segregan de la fase rica en SM,
que se encuentra en fase LE. La razén por la cual se produce esta segregacion es la
fuerte interaccion que se genera entre las moléculas de Cer entre si, y de la baja
solubilidad de los dominios de Cer resultantes en la fase LE. Ello se refleja en la alta
temperatura de melting (Tm) de la Cer (la cual es ~ 90 °C) en comparacién con la Tm
de la mayoria de los fosfolipidos y ain de la propia SM con los mismos acidos grasos
(~37-40 °C). Claramente la hidrélisis de SM por la SMasa no s6lo afecta radicalmente

la composicion de la membrana, sino también su estructura.

2. Especies moleculares de esfingomielina y ceramida con acidos grasos

poliinsaturados de muy larga cadena

El tejido testicular y los espermatozoides de varias especies de mamifero,
incluido el hombre, se caracterizan por contener especies de SM con una infrecuente
serie de acidos grasos poliinsaturados de muy larga cadena (VLCPUFA) (Poulos et al.,

1987). Estos acidos grasos son versiones elongadas de acidos grasos poliinsaturados
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corrientes de 20 o 22 atomos de carbono, tales como araquidénico (20:4n-6),
eicosapentaenoico (20:5n-3), docosapentaenoico (22:5n-6), o docosahexaenoico
(22:6n-3). Casi contemporaneamente a este estudio, el mismo tipo de acidos grasos
se describi6 en la PC de las células fotorreceptoras de la retina de varios vertebrados,
incluyendo mamiferos, aves y peces (Aveldano, 1987). Tanto en las PC retinales como
en las SM testiculares, los VLCPUFA caracterizados tienen hasta 34 atomos de
carbono y pertenecen a las series n-6 o n-3, esto es, derivan del 18.2 n-6 o del 18:3 n-
3 respectivamente, dependiendo de la especie de mamifero.

En los espermatozoides ovinos y bovinos, las SM son ricas en VLCPUFA
pentaenoicos y hexaenoicos de la serie n-3 con hasta 34 atomos de carbono (Poulos
et al., 1987), mientras que los de rata contienen principalmente &acidos grasos
tetraenoicos y pentaenoicos de la serie n-6 con 28 a 32 a&tomos de carbono (Robinson
et al., 1992). Ademas de este tipo de VLCPUFA, en testiculo y espermatozoides de
algunos mamiferos, como el cerdo y la rata, la SM demostr6 una nueva peculiaridad
en sus acidos grasos, al demostrarse que parte de los VLCPUFA estan 2-hidroxilados
(Robinson et al.,, 1992) (h-VLCPUFA, que aqui abreviaremos como h-V para
distinguirlos de los VLCPUFA no hidroxilados, que en adelante abreviaremos n-V).

Muchos afios pasaron sin que aparecieran en la literatura trabajos sobre los
lipidos con VLCPUFA, hasta que la caracteristica de las SM de contener los mismos
acidos grasos se vio reflejada en las Cer testiculares y de espermatozoides de varios
mamiferos, en las cuales los porcentajes de VLCPUFA son aln mayores que en la SM
(Furland et al., 2007b). Posteriormente, las Cer de testiculo y de espermatozoide de
rata demostraron contener ambos tipos de VLCPUFA, esto es, n-V y h-V, con
predominio de estos ultimos (Oresti et al., 2010b; Zanetti et al., 2010a)

En trabajos previos de nuestro laboratorio se demostré que ambos tipos de
VLCPUFA estan totalmente ausentes del tejido testicular de animales prepuberes, que
aparecen en el mismo a partir del momento del desarrollo postnatal en que comienza

la espermatogénesis, y que perduran durante toda la vida adulta. También se observé
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que ambos tipos de acidos grasos se pierden, no encontrandose en las Cer y SM que
quedan en el tejido testicular de animales adultos, tiempo después de provocar la
desaparicién selectiva de las células de la linea germinal por tratamiento con el
antineoplasico doxorubicina (Zanetti et al., 2007) o con una Unica dosis de rayos X
(Oresti et al., 2010a).

Durante el desarrollo postnatal, las n-V SM y n-V Cer aparecen antes que las
correspondientes h-V SM y h-V Cer (Zanetti et al.,, 2010a). A la inversa, en ratas
adultas fértiles que son gradualmente deprivadas de sus células germinales in vivo
luego del tratamiento con doxorubicina (Zanetti et al., 2010a) o con una Unica dosis de
rayos X (Oresti et al., 2010a), desaparecen primero las n-V SM y n-V Cer y s6lo dos
semanas después lo hacen las h-V SM y h-V Cer. Estos estudios in vivo no sélo
confirmaron que estas especies de lipidos pertenecen a las células germinales, sino
gque indicaron que debe haber una relacién entre el grado de diferenciacién de las
mismas y el tipo de VLCPUFA predominante.

Trabajos realizados en células germinales aisladas a partir de tdbulos
seminiferos de rata demostraron que efectivamente éste es el caso (Oresti et al.,
2010b), ya que los espermatocitos contienen casi exclusivamente n-V SM y n-V Cer,
mientras que las espermatidas redondas contienen abundante cantidad de h-V SM y
h-V Cer. En los espermatozoides extraidos del epididimo de la rata se encontraron
especies de SM con ambos tipos de VLCPUFA, lo que permitié pensar que la funcion
fisiolégica final de estas especies se cumple, no en el testiculo mismo, sino en las
gametas.

Estudios sobre la distribucién topolédgica de la SM espermatica (Furland et al.,
2007a; Oresti et al., 2011) demostraron que la casi totalidad de la SM con VLCPUFA
se localiza en la cabeza de la gameta. Esta topologia sugiere claramente una relacion
lipido-localizacién-funciéon, ya que es en la cabeza del espermatozoide donde se
encuentra el acrosoma, sitio de la gameta en el que se cumple un paso fundamental

para la fertilizacion, la reaccion acrosomal. En el Ultimo de estos estudios se vio

-18 -



Introduccion

también que en la rata la SM de la cola espermética contiene acidos grasos saturados,
con predominio de 16:0. Dado que la cola contiene la pieza media, en la que se
encuentran las mitocondrias espermaticas, una buena proporcion de esta SM deberia
corresponder a ellas.

En otros estudios se abordé la cuestion del rol que cumplirian las n-V SMy las h-
V SM en las reacciones fisioldgicas del espermatozoide, como son la capacitacion y la
reaccion acrosomal, que pueden provocarse in vitro. La reaccion acrosomal, inducida
en gametas previamente capacitadas por el agregado del ion6foro A23187, resultd en
una casi completa hidrdlisis de las SM con VLCPUFA, tanto n-V como h-V, para dar
las correspondientes Cer (Zanetti et al., 2010b). Un resultado de la reaccion acrosomal
es pues que se produce la reaccion irreversible SM — Cer, y como consecuencia de
ello la cabeza espermética se vuelve rica en Cer.

En resumen, los resultados de trabajos previos al inicio de esta tesis permitieron
concluir que las SM con VLCPUFA no hidroxilados son producidas en las células
germinales mas inmaduras de los tubulos seminiferos, y que estas especies sufren
cambios, incluida la hidroxilacion de parte de estos acidos grasos, a medida que
progresa la diferenciacion, en la cual las células se elongan y reducen su tamafio.
Parte de las n-V SM se transforman en h-V SM en las espermatidas, y eventualmente
ambas SM se concentran en la cabeza espermatica. Dicha transformacién, cuyo
objetivo biolégico es que estas especies formen parte de las gametas masculinas
maduras, pone el foco en la cabeza espermatica, donde normalmente no hay
ceramidas (Oresti et al.,, 2011), pero que pueden producirse a partir de estas SM
(Zanetti et al., 2010b). Asi, las SM y Cer con VLCPUFA se ubican en el “centro de la
escena” de un proceso trascendente para la vida: la fertilizacion.

Luego de varios afios desde su descubrimiento, el interés por los lipidos de
membrana con VLCPUFA, tanto en la retina como en las células germinales, ha
cobrado nueva relevancia, debido a hallazgos que relacionan ciertas enfermedades o

trastornos con una deficiente produccion de estos lipidos. Por ejemplo, se ha
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demostrado que ratones manipulados genéticamente para que carezcan del gen que
codifica una proteina o una enzima necesaria para que se formen los VLCPUFA sufren
de una forma de ceguera (Agbaga et al., 2008) o son infértiles (Huyghe et al., 2006).

A pesar de los avances hasta aqui descritos sobre las SM y Cer con VLCPUFA,
a comienzos de esta tesis se desconocian por completo las propiedades biofisicas que
estas especies proporcionan a las membranas en las que ocurren. Es por esto que
nuestro objetivo general en este estudio fue contribuir al conocimiento de dichas
propiedades. Para ello nos propusimos utilizar distintos sistemas modelo, poniendo a
estos inusuales lipidos en bicapas y en monocapas, y aplicando metodologias e
instrumentacion aceptadas para indagar sobre estas propiedades en otros lipidos. Una
estrategia frecuente que se utiliz6 fue compararlas en las mismas condiciones
experimentales con especies de SM y Cer cuyas propiedades se conocen, como es el
caso de las que contienen &cidos grasos saturados y monoinsaturados de distinto
largo de cadena, como el 16:0, el 18:1, o el 24:1. Un desafio importante que
afrontamos inicialmente fue el de poder obtener cantidades suficientes de las especies
moleculares de estas peculiares SM y Cer con VLCPUFA, tanto n-V como h-V, a partir
de sus fuentes naturales. Una vez superado este obstaculo, logramos realizar un
estudio pormenorizado de estas fracciones, asi como de las especies moleculares
individuales de SM y Cer presentes en cada una de ellas, lo que nos permitié contestar
muchos de los interrogantes planteados al iniciar esta tesis, hallando que poseen una
serie de propiedades que las distinguen ampliamente de las especies de SM y Cer

mas conocidas, ubicuas en casi todos los tejidos.
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MATERIALES Y METODOS

Como fuente de las esfingomielinas y ceramidas estudiadas en esta tesis se
emplearon ratas macho, cepa Wistar, de 3 a 4 meses de edad (300 a 400 g de peso
corporal). Los animales fueron mantenidos en condiciones estandar en el bioterio del
INIBIBB, con alimento y agua ad libitum. Inmediatamente luego del sacrificio, realizado
de acuerdo con procedimientos aceptados por las normas actuales de manejo de
animales de laboratorio, los testiculos fueron removidos, decapsulados, desprovistos
de vasos sanguineos visibles, y homogeneizados en solventes para extraer sus
lipidos.

El equipamiento utilizado en este estudio consisti6 en homogeneizadores,
disruptores de tejidos, centrifugas y ultracentrifugas, microscopios de fluorescencia y
confocal, sistema de evaporaciéon de solventes bajo nitrégeno, lampara de luz UV,
estufas, cromatdgrafo de gases y cromatégrafo liquido de alta presion (HPLC) (ambos
de Varian-Agilent,USA), espectrofluorimetro modelo 4800 (SLM Instruments, Urbana,
IL), balanza de Langmuir Monofilimmeter (Mayer Feintechnik, Gottingen, Alemania),
elipsémetro (Accurion GmbH, Germany).

Los reactivos quimicos y enzimas utilizados en los experimentos que se
describen se adquirieron en Sigma Aldrich Co. Los solventes empleados para la
cromatografia en capa fina y HPLC fueron de laboratorios J.T. Baker, Merck, Dorwill y
UVE. La silica gel G y H para la cromatografia en capa fina (TLC), asi como las placas
de capa fina de alta resolucién, provinieron de laboratorios Merck. Las sondas
fluorescentes de Molecular Probes (Eugene, OR, USA) y los fosfolipidos de Avanti

Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) fueron utilizados sin previa purificacion adicional.
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1. Procedimientos preparativos y analiticos para el estudio de los lipidos

1.1. Extraccién de los lipidos

Para extraer los lipidos del tejido testicular, éste se colocé en un homogenizador
de vidrio y se traté exhaustivamente con mezclas de cloroformo y metanol (Bligh &
Dyer, 1959), recogiendo los homogenados en tubos de vidrio y conservandolos a 4 °C
bajo atmosfera de N,. Posteriormente se realizaron las particiones, centrifugaciones
para separar la fase organica de la acuosa, y lavados de la fase organica segun lo

indicado en dicho método.

1.2. Aislamiento de esfingomielinas con VLCPUFA

La SM testicular de rata fue separada de otros lipidos por TLC. El extracto
lipidico se sembrd bajo una corriente de N, en forma de banda estrecha, en una
cantidad equivalente a 1 mg de de fésforo lipidico total por placa, sobre placas de
20x20 cm y 500 um de espesor previamente preparadas con silica gel H y una
solucion de acetato de magnesio al 3 %, secas y activadas durante media hora a 110
°C. Se empleé una mezcla de cloroformo:metanol:agua (65:25:5, en vol.) como
sistema de solventes. Luego de su resolucién, las placas se rociaron con 2,7-
diclorofluoresceina y los lipidos fueron localizados bajo luz UV. Las bandas
conteniendo SM se rasparon, se colectaron en tubos y se recuperaron desde la silica
mediante al menos tres extracciones sucesivas de ésta con una mezcla de
cloroformo:metanol:agua (5:5:1, en vol.). A los eluidos colectados se les adiciond 4.5
volumenes de agua para realizar una particién en la que los lipidos neutros y polares
mayoritarios quedan en la fase organica. Las SM asi obtenidas fueron rutinariamente
llevadas a sequedad bajo atmosfera de N,y expuestas a un tratamiento alcalino suave
mediante el agregado de una solucion de NaOH 0.5 N en metanol, 10 minutos a 50 °C
bajo N, (Kates, 1972). Este procedimiento no afecta la unibn amida de la SM pero si

las uniones éster de lipidos que potencialmente pudieran haber co-migrado con ella, lo
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que permite asegurar, al realizar el siguiente paso cromatografico, que las muestras
contienen so6lo SM.

La SM total asi tratada se sometié a TLC sobre placas preparadas con silica gel
G, empleando como sistema de solventes cloroformo:metanol:acido acético:NaCl 0.15
M (50:25:8:2.5, en vol.). Las SM tendieron a resolverse en 2 bandas. La banda de
menor valor de Rf contenia las especies de SM con VLCPUFA hidroxilados (h-V SM) y
la fraccién con un Rf levemente mayor contenia las especies de SM con acidos grasos
no hidroxilados, entre ellos los VLCPUFA no hidroxilados (n-V SM) de nuestro interés.
Sin embargo, estas bandas estaban sélo parcialmente separadas entre si, por una
parte, debido a la alta polaridad del grupo fosforilcolina, y por otra, debido a la gran
abundancia en el tejido testicular de especies de SM con acidos grasos “‘comunes”,
mayoritariamente saturados (como 16:0 y 18:0), y en menor cantidad saturados mas
largos (24:0) y monoenoicos (18:1, 24:1), que se superponian sobre las SM de nuestro
interés. Separar estas especies representd un desafio para nuestro propésito de
obtener las especies moleculares de SM con ambos tipos de VLCPUFA.

Inicialmente se traté de separarlas directamente por HPLC, lo que parecia
promisorio dado que las abundantes SMs con 16:0 y 18:0 emergian mucho antes que
las que tenian VLCPUFA cuando se utilizaban columnas de fase reversa. Sin
embargo, dado que las especies con VLCPUFA representan sélo un 10-15 % de la SM
total en el testiculo de rata, la cantidad de SM que se necesitaba inyectar para poder
detectarlas era muy alta. Eso sobrepaso la capacidad de las columnas para retener las
especies con 16:0 y 18:0, lo que resultdé en una contaminacién de los picos de
VLCPUFA con estas especies. Otro problema con que nos encontramos fue que las
especies 24:0 SM y 24:1 SM tendian a co-migrar en parte con los picos de nuestro
interés, 28:4 SMy 30:5 SM.

Este problema, que nos llevo bastante tiempo resolver, fue sorteado cuando
pensamos en tomar ventaja del alto grado de insaturacion de las especies de SM con

VLCPUFA. Pensamos que utilizando cromatografia de impregnacion argéntica (Ag-
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TLC), estas SM, por ser tan insaturadas, debian ser mas fuertemente retenidas por la
fase estacionaria que las mas abundantes saturadas y monoenoicas. Preparamos
placas conteniendo 10 g silica gel G y 2 g AgNO; en agua, empleamos como solvente
cloroformo:metanol:agua (65:25:4, en vol.), y observamos que, efectivamente, este fue
el caso. Las especies de SM con acidos grasos saturados (S) y monoenoicos (M) (que
colectamos juntas y que en adelante denominamos S+M SM) migraron mucho mas
qgue las SM con ambos tipos de VLCPUFA, que quedaron juntas, cerca del origen de
las placas. Estas Ultimas fueron recuperadas y sometidas nuevamente a una Gltima
TLC sobre silica gel H, como se describié anteriormente, tomando la precaucion de
sembrar una cantidad de SM relativamente baja por centimetro en las placas. Estos
pasos permitieron obtener no s6lo SM con VLCPUFA puras, sino separadas entre si
en dos subfracciones, una rica en n-V SMy otra rica en h-V SM.

Inicialmente estas dos subfracciones se emplearon directamente, en estudios en
que se compararon las n-V SM y h-V SM entre si y con la fraccion S+M SM. Més
adelante ambas subfracciones con VLCPUFA se sometieron a HPLC de fase reversa

por separado para obtener preparativamente sus principales especies componentes.

1.3. Separacién de especies de n-V SMy h-V SM

La cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC) fue llevada a cabo a 40 °C
utilizando una columna (250 x 4.6 mm) empaquetada con particulas esféricas de 5 um
de diametro, recubiertas con octilsilano (C8) (Microsorb-MV, Rainin LC). El solvente
empleado como fase movil fue metanol:buffer fosfato 3 mM (pH 7.4) (96:4 en vol.),
bombeado isocraticamente a un flujo de 1 mL/min. Las subfracciones de SM obtenidas
como se describié anteriormente fueron filtradas para remover trazas de material
particulado, llevadas a sequedad y redisueltas en un pequefio volumen del solvente
componente de la fase movil. Alicuotas apropiadas de estas SM (no mas de 5 ug de
fésforo lipidico por inyeccion), fueron inyectadas secuencialmente hasta obtener la

cantidad requerida para los estudios.
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Los picos del HPLC fueron detectados con un espectrofotometro UV de longitud de
onda variable, fijado en 205 nm. Después de ser colectadas, las especies moleculares
de SM fueron recuperadas por particién del eluido metandlico con cloroformo y agua
(Bligh & Dyer, 1959), seguida de evaporacion del solvente de la fase inferior. Alicuotas
de cada una de las fracciones colectadas fueron reinyectadas en el HPLC en las
mismas condiciones, con el fin de chequear su pureza, la cual en todos los casos fue
mayor al 95 %. La identificacion de las especies colectadas en cada pico fue
confirmada por analisis de sus acidos grasos por cromatografia gaseosa (GC) y su

cuantificacion se realiz6 sobre la base de su contenido de fésforo.

1.4. Aislamiento de ceramidas con VLCPUFA

Para obtener las ceramidas, el extracto lipidico total de testiculo de rata se
sembré en forma de banda bajo atmésfera de N, sobre placas de 20x20 cm y 500 pum
de espesor previamente preparadas con silica gel G. Empleando una mezcla de
cloroformo:metanol:amoniaco (90:10:2, en vol.), la Cer se separ6 en dos bandas bien
definidas. La banda inferior, con menor valor de Rf, contenia exclusivamente especies
de Cer con VLCPUFA hidroxilados (h-V Cer), mientras que la superior contenia las
especies con acidos grasos no hidroxilados, incluyendo las Cer “comunes”, con acidos
grasos como 16:0 o 18:0, mas las especies con VLCPUFA no hidroxilados de nuestro
interés (n-V Cer). Las dos fracciones fueron recuperadas y sometidas a tratamiento
alcalino suave, empleando el mismo protocolo que para las SM, solo que en este caso,
en la segunda cromatografia se emple6 como sistema de solventes
cloroformo:metanol:amoniaco:agua (90:10:0.5:0.5, en vol.). Esto permitié observar que
las h-V Cer migraban en una sola banda, mientras que el conjunto de las Cer con
acidos grasos no hidroxilados se separaba parcialmente en bandas, de acuerdo con la
longitud de sus &cidos grasos. Si bien la banda que migraba mas adelante estaba
enriqguecida en n-V Cer, ésta se encontraba parcialmente “contaminada” con

proporciones pequefias pero variables de especies de Cer con acidos grasos mas
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cortos. Aplicando el mismo criterio que para las SM, realizamos una cromatografia de
impregnacion argéntica con el objeto de librar a las fracciones h-V Cer y n-V Cer de
potencial contaminacidén con especies con acidos grasos distintos de los VLCPUFA.

Para ello empleamos silica gel G impregnada con 10 % AgNO; vy
cloroformo:metanol (80:20, en vol.) como solvente. Como se esperaba, las Cer con
acidos grasos saturados y monoenoicos de C;5 a C,s Se separaron de las especies con
VLCPUFA. Sin embargo, a diferencia de las SM con VLCPUFA, que como se describié
antes permanecian juntas en este paso, las Cer con VLCPUFA se separaron
parcialmente en dos bandas. La superior contenia principalmente las especies con
acidos grasos tetraenoicos (n-28:4 Cer) y la inferior estaba enriquecida en las especies
con acidos grasos pentaenoicos (n-30:5 Cer y n-32:5 Cer). Decidimos recoger las dos
bandas por separado para facilitar la separacion ulterior por HPLC.

Las h-V Cer se comportaron en forma similar a las n-V Cer al ser sometidas al
mismo procedimiento de Ag-TLC, con la Unica diferencia de que migraron menos,
debido a la presencia del grupo hidroxilo.

Después de la pre separacion, cada una de las fracciones fue eluida como se
detallé antes para otros lipidos, y, como en el caso de las SM, luego de la particion se
incluyé un lavado de la fase cloroférmica con metanol:NaCl 1 M (1:1 en vol.) para
remover posibles restos de iones Ag’. Las fases organicas fueron filtradas para
remover trazas de material particulado, secadas bajo N, y resuspendidas en metanol,
para ser finalmente sometidas a HPLC en fase reversa, empleando la misma columna
y los mismos solventes que habiamos usado para las SM con VLCPUFA.

A medida que aparecian, los picos de Cer se colectaron manualmente. El solvente
colectado luego de varias repeticiones del proceso se sometié a particion, agregando
agua y cloroformo, recuperando las Cer separadas en las fases cloroférmicas. Se
tomaron alicuotas para identificar y cuantificar las n-V Cer y h-V Cer por GC de sus
acidos grasos. Para cuantificar, previo a la metandlisis, se agregaron a las muestras

cantidades apropiadas de 16:0 Cer y h-24:0 (2S-OH) Cer, respectivamente.
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1.5. Andlisis de &cidos grasos normales e hidroxilados

Para estudiar su composicién en &cidos grasos, asi como para cuantificarlas,
tanto las fracciones como las especies moleculares separadas de SM y de Cer se
analizaron por GC, previa conversion de sus acidos grasos en metil ésteres. Alicuotas
conteniendo el lipido a analizar se transfirieron a tubos con tapa a rosca con cubierta
interna de Teflon, se secaron y se les agregd una solucion de metanol conteniendo
H.SO4 2 % en presencia de Na,SO,) anhidro. Luego de agregar una atmosfera de
nitrégeno, los tubos se cerraron herméticamente y se mantuvieron a 45 °C en una
estufa durante toda la noche (Christie, 1982). Los metil ésteres asi obtenidos, en
solucion metandlica, se extrajeron en la fase cloroférmica luego de agregar 1 volumen
de cloroformo y 1 volumen de agua, agitar y centrifugar. Esta fase se sec6 bajo N, y
los metil ésteres se purificaron por TLC sobre placas de silica gel G previamente
lavadas con metanol:éter (75:25 en vol.).

Los metil ésteres de &cidos grasos normales (no hidroxilados) se separaron
utilizando hexano:éter (95:5, en vol.) como solvente (Rf aprox. 0.5), se localizaron bajo
luz ultravioleta luego de rociar las placas con 2,7-diclorofluoresceina, y se eluyeron de
la silica por particion, agregando secuencialmente igual volumen de agua, metanol y
hexano, agitando exhaustivamente la mezcla, centrifugando y recogiendo la fase
hexanica. Se realizaron en total 3 extracciones con hexano.

Para la purificacion de los metil ésteres de acidos grasos 2-hidroxilados, se
utilizé también TLC sobre placas pre-lavadas, sélo que el solvente fue hexano:éter
(80:20 en vol.) (Rf aprox. 0.5). Debido a su mayor polaridad con respecto a los metil
ésteres no hidroxilados, los h-metil ésteres se eluyeron con una mezcla mas fuerte de
solventes, cloroformo:metanol:agua (5:5:1 en vol.), y sobre el volumen de los eluidos
se realiz6 una particién con 4 volimenes de agua recogiéndolos en fase cloroférmica.
Para incrementar su volatilidad en fase gaseosa, se redujo la polaridad del grupo

hidroxilo de los h-metil ésteres mediante su conversion en un grupo O-trimetil-sililo (O-
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TMS). Para esta derivatizacién, se adaptd un protocolo utilizado por Ramstedt et al
(1999) para el andlisis de bases esfingoideas. Los hidroxi metilésteres se llevaron a
sequedad y se solubilizaron en 50 pl de hexano, se agregaron 100 pl de una mezcla
de bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida (BSTFA) + 5 % de trimetilclorosilano (TMCS), se
introdujo N, y los tubos se cerraron herméticamente, dejandolos durante la noche a 45
°C. Los O-TMS derivados de los hidroxi metilésteres asi obtenidos se inyectaron
directamente en el GC luego de evaporar los reactantes bajo nitrogeno y
resuspenderlos en hexano.

Para la fase gaseosa se utiliz6 un cromatégrafo Varian 3700 provisto de 2
columnas de vidrio (2 m de longitud x 2 mm de diametro) empaquetadas con una fase
estacionaria polar, 10 % SP2330 (Supelco, CA, USA), empleando N, como gas
portador (30 ml/min). El cromatografo estd equipado con dos detectores de ionizacién
de llama operados en el modo dual-diferencial desde el electrémetro. Las
temperaturas del inyector y del detector fueron 220 °C y 230 °C, respectivamente. Las
separaciones de los O-TMS derivados se realizaron sometiendo el horno de las
columnas a gradientes de temperatura, con incrementos lineales de 5 °C por minuto.
La temperatura final se mantuvo constante durante el tiempo necesario para permitir la
eluciéon completa desde la columna de los VLCPUFA de interés en cada caso.

La principal diferencia entre el andlisis de acidos grasos no hidroxilados y 2-
hidroxilados radic6 en la temperatura del horno de la columna, que fue mayor para los
altimos. Utilizando el mismo gradiente de temperatura (5 °C/min), las temperaturas
inicial y final fueron respectivamente 150 °C y 230 °C para los primeraos, y 193 °C y 240
°C para los segundos. Los metil ésteres se identificaron sobre la base de sus tiempos
de retencion y la cuantificacion se realiz6 por integracion electronica (Varian

Workstation).
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1.6. Cuantificacion de esfingomielinas

Los extractos conteniendo SM total, sus fracciones y sus especies moleculares
fueron llevados a sequedad bajo N, y resuspendidos en cloroformo:metanol (2:1). Se
tomaron alicuotas, y luego de secarlas se determind su contenido de fosforo (Rouser
et al., 1970). Brevemente, el fosforo de los lipidos se libera en forma de fosfato
inorganico por digestion con acido perclérico concentrado. Tras la adicion de molibdato
de amonio, el fosfato forma fosfomolibdato de amonio, y éste se reduce tras el
agregado de 4cido ascorbico y calentamiento a 100 °C para dar un complejo estable

con un maximo de absorcién a 800 nm.
2. Estudios en bicapa mediante espectroscopia de fluorescencia

2.1 Preparacion de liposomas

Las mediciones de fluorescencia se realizaron en vesiculas unilamelares
pequefias (SUVs, abreviatura que proviene del inglés small unilamellar vesicles)
conteniendo los lipidos en estudio y marcadores fluorescentes. Para preparar los
SUVs se tomaron alicuotas con cantidades conocidas de los lipidos y se agregaron las
sondas, Laurdan o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) (Fig. 2). Estas sondas estaban

disueltas en etanol o dimetil sulfoxido, respectivamente, y se agregaron para obtener

e
R

una relacién molar lipido:sonda fluorescente de 100:1.

A B
CHs
N
senlse
H3C(H2C)19
O

Figura 2. Estructura quimica de las sondas fluorescentes Laurdan (A) y 1,6-difenil-
1,3,5-hexatrieno (DPH) (B).

Las mezclas se colocaron durante una hora bajo un flujo constante de N, en

oscuridad, luego de lo cual la pelicula lipidica formada se hidraté mediante la adicion
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de buffer A (20 mM HEPES buffer, 150 mM NaCl y 0.25 mM MgCl,, pH 7.4) e
incubacién en un bafio a una temperatura superior a la de transicion de fase gel-
liguido cristalino (Ic) de los lipidos contenidos en las distintas muestras. Cada
suspension se agité en un vortex durante 1 min., se sumergié en un bafio ultrasénico
durante 30 min y finalmente se diluyé con buffer A para alcanzar una concentracién
final del lipido de 100 uM.

Todas las mediciones de fluorescencia se realizaron utilizando un
espectrofluorimetro SLM modelo 4800, formato T, utilizando el haz de luz polarizado
verticalmente de una lampara Hannovia 200 W Hg/Xe comun, polarizadores Glan-
Thompson (4 nm) y cubetas de cuarzo de 5x5 mm. La temperatura de las muestras
fue controlada mediante un bafio de agua circulante con termostato (Haake,

Darmstadt, Alemania).

2.2. Calculo de la Polarizacion Generalizada (GP)

La polarizacion generalizada explota la capacidad de la sonda Laurdan de
sensar la polaridad del ambiente en que se encuentra. El valor de GP es dependiente
de la cantidad de agua en la membrana, la cual esta relacionada directamente con la
polaridad de la membrana e indirectamente con el orden de los lipidos en ella, por lo
que valores altos de GP denotan un mayor orden estructural de los mismos. Los
valores de polarizacion generalizada de excitacion (GPex) se calcularon a partir de
espectros de emisién de fluorescencia, utilizando una longitud de onda de excitacion

de 360 nm mediante la siguiente formula:

GPex = —s¢—la=o (Ecuacion 1)

]45-4+ ]49D

siendo 434 € l490 las intensidades de emisién de fluorescencia a las longitudes de onda
caracteristicas de las fases gel (434 nm) vy liquido-cristalina (490 nm),

respectivamente.
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Los valores de polarizacion generalizada de emision (GPem) se obtuvieron a
partir del espectro de excitacion de la sonda Laurdan, obtenido variando la longitud de
onda de excitacién (320-420 nm) en funcién de la intensidad de fluorescencia a una

longitud de onda de emision fija (434 nm), utilizando la siguiente férmula:

GPem = -2 —sse (Ecuacion 2)

4‘_D+]5-4D

donde lu10 Y las0 SON las intensidades de emisién de fluorescencia a las longitudes de
excitacion caracteristicas de las fases gel (410 nm) y liquida-cristalina (340 nm),

respectivamente (Parasassi et al., 1993).

2.3. Medida de la anisotropia (r)

La anisotropia de la sonda DPH es un parametro que mide el movimiento
rotacional de la misma en el entorno hidrofébico de las cadenas hidrocarbonadas de
los lipidos de membrana, reflejando de esta manera el estado de orden de las mismas.
Las longitudes de onda de excitacion y de emision empleadas fueron 365 nm y 425
nm, respectivamente. Las medidas se realizaron con el espectrofluorimetro en formato
T, colocando filtros Schott KV418 en ambos canales de emisién, y fueron corregidas
por el error 6ptico y por las sefiales de fondo. Los valores de anisotropia (r) fueron
obtenidos a partir de la siguiente férmula: (Grunberger et al., 1982)

) 7). 5
T = (;_L} :(ﬂ} (Ecuacion 3)
Inty, IRty
donde (I/ly)y ¥y (I/lh)n son las relaciones entre la luz emitida polarizada vertical u
horizontalmente, con respecto a la luz de excitacibn polarizada vertical u

horizontalmente, respectivamente (Lakowicz et al., 1999).
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2.4. Calculo de temperaturas de transicion

La temperatura de transicion (Tt) de los lipidos se obtuvo a partir de los valores
experimentales de GP o de r expresados en funcion de la temperatura. En el presente
estudio la temperatura se varié entre 5 y 45 °C. El punto de inflexion de la curva

corresponde a la Tt, el cual se determiné calculando el cero de la segunda derivada.

2.5. Extincién de lafluorescencia de la sonda DPH

Con el fin de determinar si las SM con VLCPUFA son o0 no capaces de
segregarse lateralmente en dominios ordenados cuando se encuentran en mezclas
con glicerofosfolipidos (GPL) y colesterol (Col), tal como lo hace la 16:0 SM, se utilizd
el protocolo descrito por Xu y London (Xu & London, 2000) (Fig. 3). Se prepararon
SUVs con una concentracion de lipidos de 100 uM conteniendo 1 mol % de DPH como
sonda fluorescente. La mezcla de lipidos consistié de dioleilfosfatidilcolina (DOPC),
Col y una de las tres SMs en estudio, en presencia o en ausencia de un fosfolipido
extintor de fluorescencia, el 1-palmitoil-2-(10-doxil) estearoilfosfatidilcolina (10-SLPC)

en las siguientes proporciones:

DOPC 10-SLPC Col SM

(Fo)oorc 85.0 - 15 -
(Foorc ~ 42.5 425 15 -
(Fo)sw 425 - 15 425
(F)swm - 425 15 425

Se obtuvieron los espectros de emision de fluorescencia del DPH a distintas
temperaturas con estas mezclas, utilizando una longitud de excitacion de 350 nm.
Para evaluar la magnitud de la extincién de la fluorescencia se calcul6 un factor de

extincion (FE) de acuerdo a la siguiente expresion,

FE = (F!PD}EH - (PJIPU}DDPC (EcuaCién 4)
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gue relaciona las intensidades de emision de fluorescencia (427 nm) obtenidas a cada
temperatura en los liposomas preparados con SM (o con DOPC) en presencia (F) y en
ausencia (Fy) de 10-SLPC. Como blancos de fluorescencia, se prepararon liposomas
similares pero sin DPH. Dado que las moléculas de DPH se localizan tanto en
dominios ordenados como desordenados y que las moléculas de 10-SLPC se localizan
principalmente en dominios desordenados, empleando esta combinacion de sondas,
es posible esperar que la extincién de la fluorescencia sea alta en el caso de que no
haya segregacion de dominios en la membrana. En cambio, si hubiera coexistencia de
dominios ordenados y desordenados en ella, la fluorescencia debiera ser menor
porgque en ese caso soélo tendria lugar la extincion de la fluorescencia de las moléculas

de DPH que estén localizadas en los dominios desordenados.

Temperatura < Tt (SM) Temperatura > Tt (SM)

SM
I colesterol
DOPC
® 10-SLPC
#» DPH

Figura 3. Modelo esquematico de la estrategia experimental utilizada para la
evaluacion de la existencia de dominios en liposomas de DOPC:SM:colesterol. A la
izquierda de la figura se muestra el sistema a una temperatura en que existen
dominios SM/Col; el 10 SLPC se encuentra excluido de dichos dominios mientras
que el DPH esta uniformemente distribuido. Como se ilustra en la parte derecha de
la figura, cuando se incrementa la temperatura a valores que superan la Tt de la
SM se desarman dichos dominios, aumenta el desorden del sistema y eso permite
que la 10-SLPC tenga acceso a todo el DPH existente y que extinga su
fluorescencia.

3. Observacion de dominios lipidicos mediante microscopia confocal

Para la obtencion de GUVs se utilizd el equipo Vesicle Prep Pro (Nanion
Technologies GMBH), el cual utiliza el principio de electro-induccion (Angelova &
Dimitrov, 1986; Angelova et al., 1992). El mismo esta equipado con dos sustratos de
vidrio recubiertos con indium tin oxide (ITO), O&pticamente transparente y

eléctricamente conductor. Sobre uno de estos sustratos se depositaron 5 pl de la
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mezcla de DOPC, SM y colesterol (1:1:1 relacion molar, 10 pg/ul) y la sonda
fluorescente Dil (marcadora de dominios fluidos) en una relacién 1:1000 (sonda:lipido).
Se dejo evaporar el solvente y a la fina capa de lipidos resultante se le agregaron 250
pl de una solucién de sorbitol 500 mM. Se aplic6é un voltaje creciente en forma
progresiva de 0 V a 1.2 V, mientras la frecuencia se incrementd de 0 a 10 Hz dentro de
los primeros 4 minutos y luego se mantuvo constante durante 4 horas. Para completar
el procedimiento, el voltaje se increment6 a 1.4 V y la frecuencia se disminuy6 a 4 HZ
por 5 minutos. La formacion de los GUVs se realizdé a 45 °C, después de lo cual la
camara de electro-induccion conteniendo a los GUVs fue colocada a temperatura
ambiente.

Los GUVs se visualizaron por microscopia confocal usando un microscopio
invertido Leica TCS SP2 (Leica Mycrosystems CMS GmbH, Mannheim, Germany) con
un objetivo apocromatico 63X (con apertura humérica del.2). El Dil se excité usando

la linea 514 nm del laser Ar'* y la emision se colectd desde 550 a 680 nm.

4, Estudios en monocapas de Langmuir

4.1. Isotermas de compresion

La monocapa de Langmuir es un sistema modelo muy util para estudiar las
interacciones de empaguetamiento lateral de los lipidos. Dichos estudios se llevaron a
cabo empleando una balanza de Langmuir (Fig. 4 A). Cuando lipidos anfipaticos son
disueltos en un solvente volatil insoluble en agua y depositados sobre una superficie
acuosa con ayuda de una microjeringa, la soluciéon se esparce hasta ocupar toda el
area disponible. Una vez gue el solvente se evapora, los lipidos se orientan de manera
de minimizar el contacto de sus cadenas hidrocarbonadas con el agua y al mismo
tiempo maximizar la solvatacion de sus cabezas polares (Fig. 4 B). Ubicados asi en la

interfase, los lipidos se comportan como surfactantes, ya que producen una
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disminucion de la energia libre de superficie. Esta energia libre de interfase puede
cuantificarse mediante medidas de la tension superficial.

La tension superficial del agua se encuentra alrededor de los 73 mN/m a 20 °C,
el cual es un valor excepcionalmente alto comparado con el de otros fluidos, y hace al
agua una excelente subfase para estudios de monocapas. Cuando el area disponible
para la monocapa es grande, las interacciones entre las moléculas de lipidos son
débiles debido a la gran distancia existente entre ellas. En estas condiciones, la
monocapa puede ser considerada como un gas en dos dimensiones, y su efecto sobre
la tensién superficial del agua es pequefio. Ahora bien, si se reduce el area superficial
disponible para la monocapa, las moléculas comienzan a repelerse entre si. Este
analogo en dos dimensiones de la presion se denomina presion superficial (17), y esta

dado por la siguiente expresion:

T = Yo~ Y(Ecuacion 5)

donde Yo Y y son las tensiones superficiales en ausencia y en presencia de monocapa,
respectivamente. Las unidades usualmente empleadas para expresar la presion
superficial son milinewtons por metro (mN/m).

El &rea superficial de la monocapa fue controlada mediante la utilizacién de un
sistema de barreras como se muestra en la Figura 4 A. La medicion se realizé a una
determinada temperatura, controlada por circulaciébn de agua termostatizada en
canales colocados debajo de la cuba. La variacién de la presién superficial durante el
proceso de compresion se midié mediante el método de placa de Wilhelmy (Brown &
Brockman, 2007). En este trabajo de tesis se realizaron mediciones de presion
superficial en funcion del area de superficie que esta disponible sobre la subfase para
una cantidad conocida de moléculas de lipidos anfipaticos, obteniéndose un grafico

denominado isoterma de presion superficial-area.
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Figura 4. A) Fotografia de una balanza de Langmuir, empleada para realizar las
mediciones de presion superficial (11) y diferencia de potencial (AV). B) Esquema

simplificado de la balanza de Langmuir mostrando la distribucién de los lipidos en la
interfase agua-aire.

Usualmente las isotermas se obtienen por compresién de la monocapa (esto es,
reduciendo el area que ésta ocupa mediante las barreras) a velocidad constante,
mientras se monitorea la presion superficial. Durante la compresion, la presion lateral o
de superficie aumenta y la monocapa puede o no sufrir cambios de estado inducidos
por la presion, dependiendo del lipido de que se trate. Esto se evidencia por
discontinuidades en la isoterma, como se ejemplifica en la Figura 5.

Como se explicd en la seccién introduccion, en monocapa las moléculas pueden
estar en cuatro estados de fase diferentes: gaseoso, liquido-expandido, y dos estados
condensados de distinta compresibilidad, el liquido-condensado y el sélido (G, LE, LC
y S, respectivamente). Los dos estados mas frecuentemente observados en
monocapas son LE y LC.

El comienzo de las transiciones de fase es dependiente de la temperatura; a
mayores temperaturas, la transicion entre estados se produce a valores de T mas
altos, y viceversa. Eventualmente un incremento adicional de la compresion hace que
la monocapa alcance un punto de colapso, en el que se forman estructuras
tridimensionales, caracterizado por una rapida disminucion de la presion superficial, y

por un quiebre horizontal de la isoterma.
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Figura 5. Isoterma de la presién superficial-drea. Se muestran los distintos
estados de fase conforme 1 aumenta: A) gas, B) liquido-expandido, C) liquido-
condensado.

Los estudios de lipidos en monocapa presentados en esta tesis se hicieron
empleando un equipo Monofilmmeter (Mayer Feintechnik, Gottingen, Alemania). El
mismo esté incluido en una Jaula de Faraday con el fin de disminuir las interferencias
en las mediciones del potencial de superficie. El instrumento permite medir
simultdneamente la presion de superficie () y el potencial de superficie (AV) a
diferentes grados de empaquetamiento molecular. La determinacion de 1T se realiz6
por medio de una balanza Wilhelmy con elemento sensor de platino. Las medidas de 1T
tienen una precision de £ 0.5 mN/m. La medicién del AV se realizé con el método del
electrodo ionizante, utilizando un milivoltimetro y una cupla de electrodos: una placa
ionizante de ***Am que se colocé a aproximadamente 5 mm sobre la interfase y un
electrodo de referencia Ag/AgCI que se colocé en la subfase. Las medidas tienen una
precision de + 30 mV. Los resultados se adquirieron mediante un sistema de
digitalizacion de datos Lab-Trax-4 (World Precision Instruments).

Para obtener las isotermas de compresion de los lipidos en estudio (SM, Cer o
mezclas de los mismos), soluciones previamente preparadas en cloroformo:metanol
(2:1, en vol.) se sembraron, haciendo uso de una microjeringa, sobre la interfase aire-
agua (en nuestro caso conteniendo NaCl 145 mM). Se esperaron 5 minutos para la

evaporacion del solvente y se comenzo6 a comprimir lentamente el film a una velocidad
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de 2 A? x molécula™ x min™ registrando de manera continua el area de la monocapa, la
mTyelAV.

Las mediciones se realizaron a dos temperaturas, que se mantuvieron
constantes durante la compresion, 21 °Cy 8 °C (+ 0.5 °C), mediante el uso de un bafio
de agua circulante con termostato Haake F3E. Antes de realizar cada ensayo se
controlé la ausencia de posibles impurezas tensoactivas provenientes de la subfase.
Para ello rutinariamente se comprime la monocapa hasta reducir el area disponible a
un valor menor al 10 % de la inicial y se utiliza esa subfase sélo cuando la 1T de la
monocapa comprimida es menor que 0.5 mN/m. La presion de colapso del film y el
area limite del mismo se estimaron mediante el método de la tercera derivada
(Brockman et al., 1980).

El parametro modulo de compresibilidad (Cs™) brinda informacién acerca de la
elasticidad del film, y es muy util para caracterizar un estado de fase (Gaines, 1966).
En este trabajo se calculé a partir de los datos de la isoterma, aplicando la siguiente

relacion:

Cs™! = —MMA x (8n/dMMA) ¢ (Ecuacion 6)

donde MMA es el area molecular promedio a un dado valor de 1.

El momento dipolar resultante perpendicular a la interfase (g.) es un
pardmetro independiente de T, por lo cual brinda informacion complementaria acerca
de la disposicion de las moleculas del lipido en la interfase a cada area molecular
(Lheveder et al., 2000). El valor de u, se calcul6é a partir de los datos de la isoterma
como:

= f * MMA = AV (Ecuacion 7)

LT

donde AV es el potencial de superficie de la monocapa a la MMA correspondiente, y 1T

en este caso es la constante matematica euclidiana, tomada como 3.14159.
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La interaccion entre las moléculas lipidicas en la fase LE se evalu6 empleando

la siguiente ecuacion:

(m—m ) X (MMA—Ay) =kxT (Ecuacion 8)

donde 115 es la presion de interaccion, Ao es el area molecular limite (Davies & Rideal,
1963) y k es la constante de Boltzmann. Este modelo describe el comportamiento de la
fase LE asumiendo una cohesion constante entre las moléculas lipidicas durante la
compresion, y fue aplicado satisfactoriamente a curvas de compresién menores a 20

mN/m (coeficiente de correlacion R?> 0.94).

4.2. Microscopia de angulo de Brewster

Esta técnica permite tomar imagenes de films muy delgados, como son las
monocapas lipidicas, discriminando las fases de una monocapa por diferencia de
espesor sin necesidad de emplear sondas fluorescentes. Su fundamento radica en el
hecho de que si un haz de luz incide con un angulo 6 = 53° sobre agua pura, no se
produce reflexion del haz y la imagen superficial que se observa es negra. En cambio,
si existe una monocapa en la interfase, el indice de refraccion local se modifica, y una
parte del haz es reflejada, dando lugar a una imagen que contendra areas con
distintos brillos, dependiendo de las moléculas presentes y de su densidad de
empaguetamiento.

Las monocapas se prepararon como se describié previamente y fueron
controladas mediante un equipo NIMA Modelo 102 M (NIMA Technology Ltd, 14
Coventry, England). El equipo de Langmuir fue montado en la plataforma del Nanofilm
EP3 Imaging Elipsometer (Accurion, Goettingen, Germany) usado en el modo
microscopia de angulo de Brewster (BAM). Un laser polarizado de 532 nm se hizo
incidir sobre la interfase agua-aire, determinando con la misma el angulo de Brewster
(53,19 y resultando en una reflexion de cero. Después de la formacién y compresion

de la monocapa, la luz reflejada en la interfase fue colectada mediante un objetivo de
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20X y una camara CCD, la cual permite observar una micrografia con una resolucion
de 1 um (Fig. 6). El nivel de gris de cada seccion de esta micrografia es proporcional a
la luz reflejada, la cual es funcién del espesor y del indice de refraccién del film

(Lheveder et al., 2000).

Analisis de las
imagenes

Laser al angulo de ’
Brewster

Objetivo 20x

Compresion

Figura 6. Esquema simplificado de la técnica de Microscopia de angulo de Brewster.
Cuando la luz incide con 6=53° sobre agua pura, no se produce reflexion del haz y la
imagen superficial que se observa es negra. Si existe una monocapa en la interfase, el
indice de refraccion local se modifica, y una parte del haz es reflejada dando lugar a
una imagen que contendréd areas con distintos brillos dependiendo de las moléculas
presentes y su densidad de empaquetamiento.

4.3. Estudio termodindmico de monocapas de compresion

La energia libre de compresién (AG.) operacionalmente representa el trabajo
bidimensional involucrado en el proceso de compresiéon de las moléculas, para
llevarlas desde un estado gaseoso (m ~ 1 mN/m) hasta un cierto grado de
empaquetamiento intermolecular (Fidelio et al., 1986). Entonces, para una isoterma

reversible, el AG. puede ser calculado como:

AG, = —J:f:ﬁﬂﬂ (Ecuacion 9)

El valor del area (A) puede ser tomado como equivalente al valor de MMA, por lo que
el AG, puede ser calculado como el area bajo la curva de compresion entre ciertos
limites de presién. En esta tesis tomamos Aq y A como el MMA a 1 mN/my a 35

mN/m, respectivamente.
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También podemos considerar al AG. como la resultante de las contribuciones de

los cambios de entalpia y de entropia, quedando definido como sigue:

AG- = AH,— T x A5 (Ecuacion 10)

donde el AH; y el AS; son los cambios de entalpia y de entropia, respectivamente,
involucrados en el proceso de compresion. Asi, asumiendo al AH. independiente de la
temperatura, AG. puede aumentar o disminuir con la temperatura dependiendo del

signo del factor entropico (Fidelio et al., 1986).

AG
AT

—AS, (Ecuacion 11)
En analogia con la termodindmica clasica para una expansién 3D de un gas, la
entropia en un sistema 2D est4 relacionada con el cambio en el volumen ocupado por

las moléculas de la siguiente manera:

AS=Rx 111vE (Ecuacion 12)
o

donde R es la constante de los gases y Vo Yy V representan el volumen inicial y final,
respectivamente.

La compresion o expansion de un film bidimensional, como es una monocapa de
lipidos, podria involucrar una pérdida de entropia a causa de la compresion,

expresada de la siguiente manera:

AS,.=RxIn G;‘j) (Ecuacion 13)

donde ASe. (cambio en la entropia configuracional) es la entropia de compresién
inducida por un cambio en el area de la monocapa que resulta de un cambio en la
presion de superficie. En esta expresion, MMA, y MMA representan el area molecular

media a 1 mN/m y 35 mN/m, respectivamente.
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4.4. Efectos de la conversion esfingomielina — ceramida

Para realizar esta conversion se utilizé la enzima esfingomielinasa (SMasa) de
Bacillus cereus. Las SM se sembraron en la superficie de la subfase acuosa (10 mM
Tris-HCI, 125 mM NaCl, 3 mM MgCl,, pH 8) empleando una cuba de teflon de cero-
orden como la esquematizada en la Figura 7. Luego de la evaporacion del solvente, se
realizé la compresion hasta alcanzar una m = 10 mN/m o 20 mN/m, dependiendo de la
especie de SM empleada en el ensayo. Se inyectdé la enzima en la subfase del
compartimento de reaccién, manteniendo una agitacion constante, de modo que
alcanzara una concentracion final de 1.68 muU/ml.

En esta configuracién, la enzima convierte la SM en Cer, la cual permanece en la
interfase, y en fosforilcolina, que se desprende y se solubiliza en la subfase. Debido a
la diferencia de area seccional transversal entre las moléculas de SM y Cer, el
progreso de la reaccidén puede ser seguido en tiempo real, midiendo la reduccién del
area total que afecta a la monocapa durante la reaccion cuando la presién se mantiene
constante. En otras palabras, a medida que la reaccién enzimatica tiene lugar, es
posible ir moviendo la barrera a fin de mantener la presion de superficie constante, lo
cual se refleja en que el area total de la monocapa se reduce (Fig. 7). La presién debe
mantenerse constante porque es un parametro cuya variacién tiene una importante

influencia sobre la actividad de las enzimas interfaciales (Fanani et al., 2010).

Figura 7. Esquema simplificado de la cuba utilizada para realizar los ensayos de
actividad enzimatica con esfingomielinasa. Cuando la enzima convierte la SM en Cer
y fosforilcolina, esta Ultima se solubiliza en la subfase, mientras que la Cer
permanece en la interfase. Debido a la diferencia en area seccional transversal entre
SMy Cer, el érea total de la monocapa disminuye. Con el fin de mantener la presion
de superficie constante, esta disminucidon de area es automaticamente compensada
mediante el movimiento de la barrera. Asi, el progreso de la reaccion puede ser
seguido en tiempo real.
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Como complemento de este estudio, el seguimiento de la actividad enzimatica se
realiz6 también mediante microscopia de angulo de Brewster (BAM). En este caso la
reaccién se llevo a cabo en una cuba rectangular, en la cual el volumen de la subfase
(200 ml) se restringié a 10 ml mediante el uso de un anillo cilindrico de vidrio (Ale et
al., 2012). Este anillo dispone de una pequefia abertura en la superficie, la cual
permite la conexién con el resto de la subfase. Se sembraron los lipidos como se
explico antes formando una monocapa, se comprimié ésta hasta alcanzar la presion
adecuada, y se inyecto la enzima en la subfase delimitada por el anillo de vidrio. Acto
seguido se colecto la luz reflejada en funcién del tiempo, hasta que se dejaron de
observar cambios en la estructura de la monocapa (aproximadamente hasta los 30
min.).

El nivel de gris en las micrografias del BAM depende del espesor del film y de su
indice de refracciébn. Los dominios LC usualmente aparecen como areas grises
brillantes rodeadas por la fase LE, que se observa de color gris oscuro. Ello se debe a
gque los dominios LC son mas gruesos y tienen un mayor indice de refraccion que los

LE.

4.5. Seguimiento de particula Ginica en monocapas

La movilidad de una pequefia particula colocada sobre una monocapa de lipidos
(movimiento browniano) va a ser facilitada o dificultada en funcibn de las
caracteristicas de viscosidad de la monocapa. En este trabajo se siguié el movimiento
de esferas de latex de 3 um de diametro colocadas sobre monocapas de SM y Cer con
distintos acidos grasos (16:0, 18:1 y VLCPUFA). Previo a su uso, las particulas fueron
centrifugadas y lavadas 6 veces con agua milliQ. Luego de su resuspension en agua,
se tomaron 5 pL de esa suspensién, se agregaron a 100 pyL de la soluciéon de los
lipidos y la mezcla se sembr6 sobre la interfase aire-NaCl. Después de la compresion
de la monocapa, el movimiento de las microesferas fue seguido por microscopia de

contraste de fase a una velocidad de 14 campos por segundo. La posicién de las
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esferas en cada campo fue seguida utilizando el software “Tracker classof” asociado al
programa ImageJ 1.43u (NIH, USA). Esto permite calcular el desplazamiento
cuadréatico medio (MSD) de una microesfera, relativo al de otra, en el mismo campo.
La determinacion de las posiciones relativas tiene la ventaja de que minimiza el efecto
del movimiento por conveccion, de modo que el coeficiente de difusion puede

calcularse como:

M5D = 8D x 6t (Ecuacion 14)

donde D es el coeficiente de difusion y 6t es el intervalo de tiempo analizado (Wilke &

Maggio, 2009; Wilke et al., 2010).

4.6. Estimacion del area de la fase LC en sistemas conteniendo mezclas de

esfingomielinas y ceramidas

El &rea cubierta por las fases LC y LE a medida que se modificaba la proporcién
SM/Cer en las mediciones por BAM se determiné usando el software ImageJ 1.43u
(NIH, USA). La cobertura tedrica de la fase LC relacionada con la fase LE a una

presion lateral fija se calculé mediante la siguiente férmula:

A mmalE (- Kcer) (Ecuacion 15)
ake J"’IJ"IALGKI:XEE:-_X%‘EF:I

donde la relacién de area ocupada por las fases LE y LC (A%£/AL) es funcién de la
relacion molar (X) de Cer entre dos extremos de la linea de equilibrio. En nuestro caso
tomamos los datos experimentales de las isotermas de compresién a 30 mN/m entre
un valor de X ce,= 1 y uno de XFc., = 0.25 y el area molecular promedio a esas dos
composiciones (MMA-® y MMA'F). Asumiendo que este sistema cumple la ley de la
palanca, el area que deberia ocupar la fase LC se calculé a partir de la siguiente

expresion:

LCarea % = 100 x (1 + AXE/A%)~1 (Ecuacion 16)
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RESULTADOS |

Caracterizacion biofisica de esfingomielinas con VLCPUFA

1. Estudios en sistemas modelo de bicapa

1.1. Bicapas conteniendo esfingomielinas puras

El primer obstaculo que debimos superar antes de comenzar el estudio de las
propiedades de las SM con VLCPUFA fue el de poder obtenerlas en cantidad y grado
de pureza suficientes a partir de su fuentes naturales. Una de las estrategias posibles
era la de aislar primero las células espermatogénicas, donde estas SMs se encuentran
concentradas, pero este procedimiento se descart6 para este fin pues, ademas de su
complejidad y alto costo, insumia demasiado tiempo. Otra posibilidad era aislarlas
directamente del tejido testicular. La dificultad en este caso es que en el testiculo de
rata la SM total representa sélo un 10 % de los fosfolipidos. De ese 10 %, s6lo un 10-
15 % les cabe a las especies con VLCPUFA estando el 85-90 % restante representado
por especies de SM que no contienen VLCPUFA, principalmente saturadas y
monoenoicas. El hecho de que las SM de interés tienen un acido graso poliinsaturado
como caracteristica quimica distintiva nos hizo pensar que podriamos separarlas de
las mayoritarias basandonos en esta propiedad. Asi fue como desarrollamos el
protocolo cromatografico descrito en Materiales y Métodos, que permitié la separacion
de la SM en tres fracciones. Una de ellas contenia VLCPUFA no hidroxilados (n-V
SM), la otra VLCPUFA 2-hidroxilados (h-V SM) y la tercera acidos grasos saturados y
monoenoicos (S+M SM).

La composiciéon en 4cidos grasos de esas tres fracciones se determiné por GC
(Tabla 1). En cada una ellas, la sumatoria de los acidos grasos mostrados represento
més del 85 % del total de las cadenas acilicas. Dos acidos grasos fueron

representativos de cada fraccion: el n-28:4 seguido del n-30:5 en la fracciéon n-V SM, el
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h-30:5 seguido del h-28:4 en la fracciéon h-V SM y el 16:0 seguido del 18:0 en S+M
SM.

Con el fin de obtener informacién acerca del grado de orden de las cadenas
acilicas de cada una de las subfracciones y comparar sus temperaturas de transicion,
se prepararon liposomas con cada una de ellas y se estudi®é su comportamiento
termotrépico mediante la determinacion de la GP del Laurdan y la anisotropia del DPH
en funcién de la temperatura (Fig. 8). La subfraccion S+M SM present6 un perfil
termotrépico muy similar al observado para la SM total, mostrando ambas SMs altos
valores de GP (esto es, alto grado de ordenamiento) a bajas temperaturas, como
podia predecirse por el alto contenido de 16:0 SM en ambas. Dicho grado de orden
lipidico fue disminuyendo al aumentar la temperatura (mostrado por la disminucién de
los valores de GP), con un abrupto cambio en los valores de GP entre ambos
extremos del rango de temperaturas estudiado. Este cambio, que corresponde a una
transicion de fase entre los estados gel (g) y liquido cristalino (Ic), permitié calcular la
Tt a partir de las curvas, que correspondieron a 32.4 °C para la SM total y 36.6 °C para
la fraccion S+M SM.

El hecho de que para la fraccion S+M SM la Tt fuera mayor y que la transicion de
fase fuera mas brusca, que para la SM total (Fig. 8 A) es congruente con que esta
dltima es mas heterogénea en su composicion de especies moleculares que la
primera. Como resultado de la ausencia de las especies con VLCPUFA, la fraccién
S+M SM es relativamente mas rica en 16:0 SM, especie que en estado puro se sabe
que tiene una Tt de aproximadamente 42 °C.

Experimentos similares realizados con las subfracciones n-V SM y h-V SM
mostraron que el sistema se encontraba por encima de la Tt aln a la mas baja
temperatura estudiada (5 °C). Si bien los valores de GP disminuyeron gradualmente a
medida que aumentoé la temperatura, no se evidencié ninguna transicion de fase (Fig.
8 A). A todas las temperaturas examinadas se observaron valores de GP mayores

para la fraccion h-V SM que para la n-V SM.
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Empleando DPH como sonda fluorescente (Fig. 8 B), la SM total y la subfraccion
S+M SM mostraron una transicion de fase del estado gel al liquido-cristalino, dando
valores de Tt muy similares a los obtenidos con Laurdan (32.6 °C y 37.0 °C,
respectivamente). Nuevamente observamos que los valores de Tt de las subfracciones
n-V SMy h-V SM se encontraban por debajo de los 5°C. Como habia sido el caso de
los valores de GP para el Laurdan, los valores de r para el DPH fueron mas altos para
las h-V SM que para las n-V SM en todo el rango de temperaturas estudiado.

De la comparacion de la informacion revelada por ambas sondas surgié una
diferencia interesante. A altas temperaturas (p. ej. 45 °C), todos los grupos de
especies de SM mostraron valores muy similares de r, lo cual indica que todas ellas se
encuentraban en un estado de fase similar, mientras que los valores de GP del
Laurdan fueron significativamente mayores para las especies de SM con VLCPUFA
que para la SM total o para la subfraccion S+M SM.

Monitoreando el entorno del Laurdan mediante el estudio de la dependencia de
su espectro de GP con la longitud de onda a distintas temperaturas puede obtenerse
informacion muy util acerca del estado de fase de las membranas (Fig. 9). El estado
de fase gel es conocido por exhibir un espectro de GP independiente de la longitud de
onda, mientras en el estado de fase liquido-cristalino los valores de GP demuestran
una dependencia de la longitud de onda que es consecuencia del proceso de
relajacion de las moléculas de Laurdan (Antollini & Aveldano, 2002; Parasassi et al.,
1991; Parasassi et al., 1995). La explicacion de este comportamiento se basa en que
las interacciones entre el fluor6foro y el solvente difieren segin el Laurdan esté en
estado excitado o basal, ya que su momento dipolar cambia entre ambos estados.
Ademas, tiene en cuenta que la velocidad de reordenamiento de los dipolos del
solvente, en este caso moléculas de agua, depende del estado de fase de la
membrana en que se encuentren (lenta en fase gel y rapida en fase liquido-cristalina).
De esta manera, en una fase liquido-cristalina, la velocidad de reorientacion de las

moléculas de agua ocurre en una misma escala temporal que el tiempo de vida en
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estado excitado de la sonda Laurdan, y por tanto los dipolos excitados de Laurdan
gastan parte de su energia en reordenar dipolos de solventes, disminuyendo los
valores de GPex y aumentando los de GPem. En el caso de la fase gel, la velocidad
de reorientacion de las moléculas de agua es muy inferior al tiempo de vida en estado
excitado de la sonda Laurdan, y por tanto las moléculas de Laurdan no pueden
reordenar dipolos de solvente durante su excitacion, manteniendo constantes los
valores de GPex y GPem.

En la Figura 9 se compara la dependencia del valor de GP del Laurdan con la
longitud de onda en las tres subfracciones de SM en estudio, S+M SM, n-V SM y h-V
SM, a distintas temperaturas (3—38 °C). La subfraccién S+M SM mostré dos tipos de
curvas en funcion de la temperatura (Fig. 9 A). A bajas temperaturas, las curvas de
GPex y GPem se mostraron practicamente independientes de la longitud de onda. A
medida que la temperatura aumentd, comenzaron a mostrar una dependencia de
dicho parametro, tipico de las fases liquido-cristalinas, acompafiada por bajos valores
de GP. En el caso de las fracciones n-V SM (Fig. 9 B) y h-V SM (Fig. 9 C), las curvas
mostraron un comportamiento altamente dependiente de la longitud de onda a todas
las temperaturas ensayadas, similar al observado con S+M SM a altas temperaturas.

Debido a que las subfracciones n-V SM y h-V SM estaban compuestas por
diferentes proporciones de especies moleculares de SM, siendo n-28:4 SM la especie
mayoritaria en la primera y h-30:5 SM la mayoritaria en la segunda (Tabla 1), el hecho
gue las primeras presentaron valores de GP mayores podria deberse tanto a la
presencia del grupo hidroxilo como a la mayor longitud promedio de la cadena en los
acidos grasos, por lo cual nos planteamos la pregunta de cuanto contribuirian estas
caracteristicas de las moléculas a las diferencias observadas entre las dos
subfracciones con VLCPUFA.

Para obtener informacion acerca de los efectos del grupo hidroxilo, de la longitud
de la cadena acilica y del numero de dobles ligaduras sobre el comportamiento

termotropico de las principales especies moleculares de SM con VLCPUFA era
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necesario contar con las especies moleculares individuales. Para tal fin, sometimos las
subfracciones n-V SM y h-V SM al protocolo de HPLC descrito en Materiales y
Métodos, el cual nos permitié obtener especies moleculares individuales (Fig. 10). De
la fraccion n-V SM colectamos n-28:4 SM, n-30:5 SM y n-32:5 SM, y de la fraccion h-V
SM las correspondientes h-28:4 SM, h-30:5 SM y h-32:5 SM, cuyas estructuras
moleculares se esquematizan en la Figura 11

El comportamiento termotropico de estas seis especies moleculares se estudié
por separado empleando Laurdan y DPH como sondas fluorescentes (Fig. 12). Como
ocurrid con las subfracciones n-V SM o h-V SM, las cuatro especies moleculares
mayoritarias, n-28:4 SM y h-28:4 SM, n-30:5 SM y h-30:5 SM, mostraron una gradual
disminucion de sus valores de GP en funcién de la temperatura, sin observarse
ninguna inflexiéon con la temperatura (Fig. 12 A), lo cual indica que sus valores de Tt se
encuentran a temperaturas inferiores a la menor de las posibles de estudiar con la
presente metodologia (5 °C). En todo el rango de temperaturas evaluado, los valores
de GP fueron mayores para las especies moleculares hidroxiladas que para sus
equivalentes no hidroxiladas.

Con el fin de determinar si las diferencias debidas a la presencia del grupo
hidroxilo eran estadisticamente significativas, realizamos un analisis de covarianza
(ANCOVA). Dicho analisis requiere que cada set de datos que conforma la curva
pueda ser ajustado mediante una linea recta. Se aplicé a cada grupo de datos el test
de transformacion lineal Box Cox, el cual indicd que ellos podian ser bien ajustados a
una regresion lineal. Tanto en el caso de n-30:5 SM vs h-30:5 SM como de n-28:4 SM
vs h-28:4 SM, ANCOVA indic6é que las dos rectas de GP en funcién de la temperatura
no fueron las mismas. De esta manera, el hecho de que los valores de GP sean
mayores en las tres especies moleculares de h-V SM comparadas con las respectivas
tres especies de n-V SM puede ser atribuido al grupo hidroxilo en posicién 2 de la

cadena hidrocarbonada en las primeras.
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Sorprendentemente, en el caso de las especies n-32:5 y h-32:5 SM, las curvas
de GP del Laurdan (Fig. 12 B) mostraron una inflexién, al pasar de altos a bajos
valores de GP en funcién de la temperatura, lo que permitié calcular un valor de Tt
para estas dos especies moleculares (21.7 y 22.8 °C, respectivamente).

Cuando se compararon individualmente las curvas de GP de las especies
moleculares estudiadas con el fin de evaluar la influencia del niumero de atomos de
carbono (comparando las lineas de n-28:4 SM vs n-30:5 SM por un lado y h-28:4 SM
vs h-30:5 SM por otro), a pesar de la diferencia en dos atomos de carbono en cada
par, los resultados de ANCOVA indicaron que dichas diferencias no fueron
estadisticamente significativos (dieron la misma interseccién con el eje de las Y y la
misma pendiente; p > 0.4 en los cuatro casos). Frente a este resultado, existian dos
explicaciones alternativas. Por un lado, que la similitud podria deberse a que el efecto
del incremento en dos &tomos de carbono fuera compensado por la presencia de la
doble ligadura adicional. Por otro, que el Laurdan no estuviera sensando la diferencia
entre estas especies moleculares de SM debido a su localizacion superficial en la
membrana.

Para discernir entre estas dos posibilidades, realizamos experimentos
adicionales comparando h-V 28:4 SM y h-30:5 SM utilizando DPH (Fig. 12 C), sonda
fluorescente que se localiza a mayor profundidad en la membrana. Las curvas
obtenidas en funcion de la temperatura con DPH mostraron una tendencia similar a las
obtenidas con Laurdan para estas dos especies en el sentido de que los valores de
anisotropia de fluorescencia (r) decrecieron progresivamente con el incremento de la
temperatura sin mostrar inflexion. Sin embargo, el uso de DPH permitié observar una
diferencia entre ellas: la curva de h-30:5 SM mostr6 valores de r significativamente
menores que la de h-28:4, aunque la primera posee dos a4tomos de carbonos mas.
Esta observacion fue confirmada nuevamente mediante ANCOVA. El test Box Cox
sugirié una transformacion reciproca de los datos en el eje Y (1/r) con el fin de

conseguir la linealidad de los datos (inserto Fig. 12 C). Las diferencias entre las
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pendientes de las rectas de h-28:4 SM y h-30:5 SM fueron estadisticamente
diferentes. De esta manera, para este par, pudimos determinar que el efecto del
incremento en una doble ligadura prevalece por sobre el efecto del incremento en dos
atomos de carbono, lo que da como resultado valores de r menores y por lo tanto, un
menor grado de orden de los lipidos en la membrana en el caso de una SM con 30:5
que de una con 28:4.

Estos resultados indicaron, por un lado, que el DPH fue mejor sonda que el
Laurdan para sensar las perturbaciones inducidas por el niumero de &tomos de
carbono y el nimero de dobles enlaces en el core hidrofobico de la bicapa. Por otro, el
Laurdan mostr6 una alta sensibilidad para distinguir las diferencias entre las n-V SM y
h-V SM, en consistencia con el hecho de que el grupo hidroxilo en posicién 2 de la
cadena del acido graso en las moléculas de SM tiene una localizacion superficial en la
bicapa.

Comparando el efecto de las tres caracteristicas principales que condicionan el
comportamiento biofisico global de estas especies moleculares de SM, esto es, el
largo de la cadena acilica, el nimero de doble ligaduras y la presencia del grupo 2-
hidroxilo, éste ultimo fue en todos los casos el que mostré el efecto predominante. Por
lo tanto, las diferencias entre las curvas de las subfracciones n-V SMy h-SM (Fig. 8 y
9) pueden ser adjudicadas a la presencia del grupo 2-hidroxilo en la segunda.

Al no haber diferencias muy marcadas entre las especies individuales dentro de
cada fraccion, es que decidimos seguir usando directamente las subfracciones n-V SM

y h-V SM para los estudios que se describen a continuacion.

1.2. Sistemas binarios fosfatidilcolina - esfingomielina

Con el fin de evaluar el efecto de las SM con VLCPUFA sobre el comportamiento
térmico de una membrana modelo conteniendo un glicerofosfolipido conocido en sus
propiedades termotropicas, se prepararon liposomas con distintas proporciones de

dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC) y de las especies de SM en estudio. Se observo el
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efecto de agregar cantidades crecientes de cada una de las tres subfracciones, S+M
SM, n-V SM o h-V SM, sobre la Tt de la DMPC (Fig. 13). Cuando se aumento la
proporcion de la primera, la Tt de DMPC (de ~ 24 °C) se incrementd. A la inversa, la Tt
de la DMPC disminuy6 a medida que se incrementaron las proporciones tanto de n-V
SM como de h-V SM. Incluso una proporcién relativamente pequefia (15 %) de estas
SMs fue suficiente para disminuir significativamente la Tt de DMPC. En el caso de n-V
SM o h-V SM, una proporcién del 70 % fue suficiente para disminuir dicha Tt a valores
por debajo de 5 °C, la temperatura mas baja empleada en este estudio. Estas
diferencias permiten inferir que, a temperatura fisioldgica, la presencia de SM con
acidos grasos saturados incrementa el orden de los lipidos en una membrana,
mientras que, por el contrario, las n-V SMy las h-V SM lo disminuyen.

Aunque las dos fracciones de SM con VLCPUFA disminuyeron la Tt de DMPC
en una manera dependiente de la concentracion, a altas concentraciones se observo
que las n-V SM la disminuyeron en una medida significativamente mayor que las h-V

SM (Fig. 13).

1.3. Sistemas ternarios fosfatidilcolina-colesterol-esfingomielina

Teniendo en cuenta que las especies moleculares de n-V SM y h-V SM
presentan una marcada diferencia estructural con las especies saturadas de SM
compuestas por una cadena acilica méas “frecuente”, como son las que contienen entre
16 y 24 atomos de carbono en sus acidos grasos, decidimos estudiar el efecto global
gue tiene el largo de la cadena hidrocarbonada, el grado de insaturacién y el mismatch
entre las cadenas sobre la capacidad de estas especies moleculares de SM para
segregar lateralmente con el colesterol formando dominios ordenados, considerando
gue ésta es una de las propiedades mas conocidas asignadas a la SM en las
membranas biologicas de muchos tipos celulares (Mayor & Rao, 2004; Pike, 2004;

Simons & lkonen, 1997).
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Esta propiedad se evalué empleando el protocolo descrito por Xu y London (Xu
& London, 2000). Para ello, se prepararon liposomas compuestos por DOPC,
colesterol y las distintas SM, en presencia de DPH y del extinguidor de la fluorescencia
10-SLPC, en las proporciones indicadas en la seccion de Materiales y Métodos. En las
muestras y en sus correspondientes controles se midio la emisién de fluorescencia de
DPH en funcién de la temperatura y se calcul6 el valor del factor de emision (FE).

La metodologia utilizada para el estudio de dominios de membrana se basa en
ciertas consideraciones. Por un lado, el DPH no tiene preferencia de fases, por lo cual
se localiza tanto en fases desordenadas enriquecidas en DOPC como en dominios
ordenados de SM/Col. Por otro, la 10-SLPC se distribuye en la membrana de modo
similar a como lo hace la DOPC, porque el grupo nitréxido que contiene interfiere con
el empaquetamiento de los lipidos de la membrana, esto es, la 10-SLPC se comporta
de manera similar a como lo haria un lipido insaturado. Cuando la preparacion de
liposomas se encuentra en un estado desordenado, sin segregacion de fases, la 10-
SLPC se encuentra distribuida en forma homogénea en toda la membrana, por lo cual
apaga la fluorescencia del DPH, dando asi valores bajos de FE. Cuando se forman
dominios enriquecidos en SM y Col, el 10-SLPC es excluido de ellos, distribuyéndose
preferencialmente en la fase fluida, mientras que una parte del DPH queda contenido
en ellos. Esto da como resultado valores altos de emision de fluorescencia del DPH, lo
que se traduce en valores altos de FE. Cuando en un sistema que contiene dominios
SM/Col se incrementa la temperatura a valores que superan la Tt de la SM, se
desarman los dominios SM/Col y aumenta el desorden del sistema, permitiendo asi
que la 10-SLPC tenga acceso a todo el DPH, lo que extingue mayoritariamente su
fluorescencia y por lo tanto disminuye el valor de FE (Fig. 3).

Inicialmente, y como control de la metodologia, se obtuvieron los valores de FE
para el sistema conteniendo 16:0 SM a distintas temperaturas (Fig. 14). Como era de
esperar, este sistema mostr6 valores altos y constantes del FE con el aumento de la

temperatura, hasta alcanzar la Tt de la SM (42 °C), a partir de la cual se observo una
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brusca disminucién de los valores de FE. En las mismas condiciones y rango de
temperaturas, tanto la fraccion n-V SM como la h-V SM exhibieron valores constantes,
y considerablemente méas bajos de FE. Esto indica que las SM con VLCPUFA no
favorecen la formacién de dominios lipidicos SM/Col discretos en presencia de
colesterol.

Para confirmar esta afirmacién, preparamos GUVs conteniendo 16:0 SM, n-V SM
y h-V SM y comparamos su comportamiento empleando microscopia confocal. Dichas
vesiculas contenian DOPC, Col y la correspondiente SM, en una relacién molar 1:1:1,
y la sonda fluorescente Dil. Esta sonda particiona con alta preferencia en dominios
lipidicos desordenados. La proporcion de lipidos se eligié de acuerdo con un trabajo
previo (Mcintosh et al., 2003) en el que se muestra la coexistencia de dominios tipo
raft cuando se utiliza DOPC, Col y SM de cerebro. En nuestro caso a temperatura
ambiente, Unicamente en el caso de 16:0 SM se formaron dominios separados del
resto de la membrana (observados como zonas oscuras debido a la exclusion del Dil)
(Fig. 15 A). En contraste, los GUVs que contenian n-V SM y h-V SM permanecieron
homogéneamente fluorescentes a la misma temperatura (Fig. 15 B y C). Esto permite
concluir que a temperaturas fisioldgicas, a diferencia de las SM saturadas, tanto las n-
V SM como las h-V SM no tienen tendencia a interactuar con el colesterol y

segregarse en dominios ordenados.

2. Estudios en monocapas de Langmuir

Con el fin de profundizar en el conocimiento de las caracteristicas distintivas que
las especies moleculares de SM con VLCPUFA confieren a las membranas, decidimos
estudiar distintos pardmetros de empaquetamiento lateral empleando monocapas de
Langmuir como sistema modelo de membrana.

Inicialmente se obtuvieron las isotermas de compresion (Fig. 16) incrementando
la presion lateral de monocapas formadas por cada una de las seis especies

moleculares de SM con VLCPUFA estudiadas (Fig. 11) a una temperatura constante
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de 22 °C. La isoterma obtenida con 16:0 SM, utilizada como comparacién, mostré una
transicion de fase LE a LC a ~ 22 mN/m, evidenciado como un plateau en el grafico de
MMA en funcién de 11 (Fig. 16). Para cada una de las seis SM con VLCPUFA, por el
contrario, se observé un comportamiento suave, compatible con un régimen LE y con
presiones de colapso de la monocapa a presiones menores (en el rango de 40 a 47
mN/m), sin detectarse quiebres que indiquen una transicion de fase (Fig. 16). Un
comportamiento similar fue observado con la oleoil SM (18:1 SM).

La caracteristica mas notable de las seis SM con VLCPUFA fue que presentaron
valores de MMA significativamente mayores que las dos SM mas conocidas recién
mencionadas. Asi, la n-32:5 SM fue la que mostré el mayor area molecular, ocupando
el doble de area que la 16:0 SM (Fig. 16 y Tabla 2). Comparando los valores de MMA
entre las seis SM con VLCPUFA, se evidencié que las tres h-V SM mostraron areas
moleculares menores que las equivalentes n-V SM (Fig. 16 y Tabla 2). Esto indica que
la presencia del grupo hidroxilo en posicion 2 de la cadena hidrocarbonada favorece
las interacciones intermoleculares, permitiendo un mayor empaquetamiento de las
moléculas durante el proceso de compresion, lo que las lleva a ocupar un area menor.

El médulo de compresibilidad (Cs™), parametro que brinda informacién acerca
de la elasticidad del film y que se correlaciona con el estado de fase de la monocapa.
Cuando se calcul6 para cada una de las seis especies moleculares de SM con
VLCPUFA a partir de los datos de sus isotermas (empleando la ecuacién 6), se
obtuvieron valores menores a 100 mN/m para todas ellas (Tabla 2). Estos valores
estuvieron en el mismo orden de magnitud que los obtenidos para la 18:1 SM en
estado LE, pero fueron menores gue los de la monocapa de 16:0 SM en un estado LC,
la cual mostré valores de Cs™ mayores a 150 mN/m (Li et al., 2000). Llamativamente,
las especies con la cadena acilica mas larga, n-32:5 y h-32:5 SMs, mostraron los
menores valores de Cs™, lo cual reflejaria una aparentemente mayor libertad

conformacional.
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Con el fin de obtener informacion acerca de los cambios termodinamicos que
ocurren durante el proceso de compresion de las especies moleculares en estudio, se
evaluaron los valores del cambio de la energia libre de compresion (AG.) que refleja
el cambio energético global del proceso de compresién. Todas las SM con VLCPUFA
presentaron valores de AG. mayores que las SM de cadena mas corta evaluadas
(Tabla 2).

Una posibilidad que consideramos fue que una importante contribucion al valor
de AG. estuviera dada por la pérdida de entropia durante la compresion, debido al
esperable ordenamiento de las largas cadenas acilicas durante la misma. A fin de
evaluarla se estimé la entropia de compresién asociada a los cambios en el area
(AS¢.) de films lipidicos para las especies de SM en estudio, entre 1 y 35 mN/m
(empleando la ecuacién 13). Calculamos que a 22 °C este término entrépico
(calculado como -T.ASg;) podia contribuir con 0.27-0.42 kcal/mol al AG, debido al
cambio de é&rea. Llamativamente, cuando se realizé la compresion de las mismas
monocapas a 7 °C, el AG. permanecié practicamente invariable respecto al calculado
a 22 °C. De acuerdo con este resultado el factor entropico no seria un importante
contribuyente al AG, en la compresion de las especies moleculares de SM con
VLCPUFA. Este comentario sera ampliado en las préximas secciones.

Otra pregunta a contestar fue si el espesor de las monocapas que contienen las
SM con acidos grasos tan largos y tan poliinsaturados como los VLCPUFA es mucho
mayor que el espesor promedio de los demas lipidos, o si estas SM se reorganizan y
acomodan sus cadenas de modo de mantener dicho espesor. Tanto en fiims de
glicerofosfolipidos como de esfingolipidos, el volumen promedio de una cadena acilica
ha sido empiricamente evaluado en trabajos previos (Israelachvili et al., 1980; Maggio,

1985). El mismo esta adecuadamente representado por la siguiente ley semiempirica:

V=2x274 + 269 % (nypg +ngopa) (Ecuacion 17)
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donde V es el volumen promedio de la cadena hidrocarbonada y nch; Y Nene representan
el numero de atomos de carbono en cada cadena hidrocarbonada (la esfingosina y el
acido graso, respectivamente). Cuando se aplicé este criterio a las especies
moleculares de SM en estudio, asumiendo la conservacion del volumen total de la
cadena hidrocarbonada, calculamos el espesor de las monocapas en forma semi-
empirica (Th) como V/IMMA. Este analisis result6 en un valor de 16.2 + 0.3 A para 18:1
SM a 30 mN/m.

Sorprendentemente, todas las especies de SM con VLCPUFA, excepto h-30:5
SM, mostraron un valor de Th menor que el obtenido para 18:1 SM (Tabla 2). Mas
aun, el incremento en longitud de dos carbonos, dada por la presencia de dos
metilenos adicionales entre (n- o h-) 30:5 SM y sus correspondientes homdélogas, (n- o
h-) 32:5 SM, llevé a valores aun menores de Th para estos Ultimos, sugiriendo un
adelgazamiento en lugar de un engrosamiento del film. Por lo tanto, puede concluirse
de estos resultados que una cadena acilica mas larga no necesariamente implica una
monocapa de mayor espesor.

Por otra parte, comparando cada una de las n-V SM con sus correspondientes h-
V SM, observamos que la presencia del grupo hidroxilo en las segundas tendi6 a
incrementar levemente en todos los casos, el espesor semi-empirico del film (Tabla 2).

Para obtener informacion adicional acerca de las posibles interacciones entre las
moléculas de SM con VLCPUFA, se evalu6 el comportamiento de los films en fase LE
aplicando la ecuacion 8 a los datos de las isotermas de compresién. A diferencia del
estado gaseoso, las moléculas en el estado LE en monocapas se encuentran lo
suficientemente cerca como para que pueda existir cohesiéon intermolecular, la cual
resulta en valores negativos de la presion de interaccion (ms) (Davies & Rideal,
1963). Comparando nuevamente con 18:1 SM, todas las SM con VLCPUFA mostraron
valores de 11s menos negativos (Tabla 2), mostrando una menor interaccion molecular
entre ellas, lo que coincidié con la tendencia observada al evaluar los valores de Th,

ya que una mayor interaccion entre las moléculas lleva a un mayor grado de
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empaquetamiento molecular generando films de mayor espesor (mayores valores de
Th).

Ademds, comparando las tres n-V SM con sus correspondientes h-V SM, estas
dltimas presentaron valores relativamente méas altos de presion de interaccion (en
valor absoluto) que las primeras (Tabla 2). Esto nuevamente pone en evidencia la
mayor interaccion intermolecular en las especies h-V SM.

Con el objetivo de evaluar si al disminuir la temperatura se podian observar
transiciones de fase inducidas por la presién de superficie, se obtuvieron las isotermas
de compresion enfriando a 7 °C las monocapas formadas con cada una de las
especies moleculares de SM con VLCPUFA. Esto nos permitié observar que sélo la n-
32:5 SM y la h-32:5 SM mostraron una transicion de fase LE — LC. Esta ocurri6 en el
rango de areas de entre 80 y 130 A?/molécula, como se evidencié por un quasi-plateau
en el gréafico de 1 en funcién de MMA y por un valle en el grafico de Cs™ en funcién de
MMA (Fig. 17). De esas dos especies, dicha transicion fue méas cooperativa para la h-
32:5 SM que para la n-32:5 SM, lo que es consistente con una mayor interaccion
molecular entre las especies que contienen la cadena acilica 2-hidroxilada.

Finalmente utiizamos BAM para obtener microfotografias de los films
moleculares en la interfase aire/agua. En esas microfotografias, el nivel de grises de
cada region es dependiente del espesor del film y del indice de refraccion (Dupuy et
al., 2011), por lo que diferentes estados de fase de las moléculas presentes en la
superficie se observan diferencialmente de acuerdo con sus propiedades fisicas, sin la
necesidad de emplear sondas fluorescentes. Cuando las compresiones de las SM en
estudio fueron seguidas empleando esta técnica a 7 °C, pudimos determinar que la
transicion de fase LE — LC, tanto para n-32:5 SM como para h-32:5 SM, correspondia
a un proceso de primer orden. Este involucrd una nucleacion y crecimiento de la fase
LC en formacidn, evidenciada por la formacién de dominios condensados inmersos en

una fase continua LE (Fig. 18).
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Tabla 1. Composicién en &cidos grasos (%) de las subfracciones de
esfingomielina estudiadas en esta tesis®

S+M SM n-V SM h-V SM
16:0 46.0 n-28:4  52.8 h-28:4  37.8
18:0 31.3 n-28:5 2.7 h-28:5 2.1
24:0 52 n-30.5 255 h-30:5 44.7
24:1 6.2 n-32:5 5.5 h-32:5 5.4
Total 88.7 86.5 90.0

!Las subfracciones de esfingomielina (SM) que contienen &cidos
grasos de muy larga cadena no hidroxilados (n-V SM) e
hidroxilados (h-V SM) fueron aisladas a partir del tejido testicular
de rata y separadas de la fraccion mayoritaria que contiene las
SM con &cidos grasos saturados y monoenoicos (S+M SM)
mediante la combinacion de técnicas cromatograficas que se
describe en Materiales y Métodos.
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Figura 8. Comportamiento termotrépico de las subfracciones de esfingomielina
gue contienen acidos grasos de muy larga cadena no hidroxilados (n-V SM) e
hidroxilados (h-V SM). En el panel A) se muestra la Polarizacion Generalizada
(GP) de la sonda Laurdan y en el B) la anisotropia de fluorescencia (r) de la sonda
DPH en funcién de la temperatura en liposomas de n-V SM (O) y h-V SM (@), en
ambos casos en comparacion con la fraccion S+M SM (H) y la SM total (O), Las
curvas corresponden a un experimento representativo de tres o mas mediciones
independientes.
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Figura 9. Dependencia de la longitud de onda de los valores de Polarizacion
Generalizada (GP) de Laurdan cuando éste es incluido en liposomas formados con las
tres subfracciones de esfingomielina (SM) mostradas en la Tabla 1: A) S+M SM, B) n-V
SM y C) h-V SM. Los valores de GP se obtuvieron en funcién de las longitudes de
onda de excitacion (320—415 nm) y de emisién (420-500 nm). Dentro de cada gréfico,
las curvas corresponden a mediciones llevadas a cabo a diferentes temperaturas:
desde arriba hacia abajo, 3 °C, 9 °C, 15 °C, 22 °C, 31 °C y 38 °C.
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Figura 10. Separacion por HPLC de las esfingomielinas con VLCPUFA no
hidroxilados (n-V SM) e hidroxilados (h-V SM). Una vez separadas mediante la
combinacién de sucesivas corridas cromatogréaficas, descritas en Materiales y
Métodos, y cuya composicion se muestra en la Tabla 1, las fracciones n-V SM y h-V
SM fueron sometidas a HPLC con el fin de separar y colectar individualmente las
seis principales especies moleculares con VLCPUFA con las que se trabajo en este
estudio. La cromatografia fue llevada a cabo empleando una columna de octilsilano
(C8) y una fase mévil compuesta por metanol:buffer fosfato, fluyendo a 1 mL/min. El
detector fue fijado a una longitud de onda de 205 nm.
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Figura 11. Estructuras esquematicas de especies de esfingomielinas (SM) con acidos
grasos poliinsaturados de muy larga cadena (VLCPUFA) no hidroxilados e
hidroxilados a las que se hace referencia en la Figura 10 y en el texto. La X
representa la presencia de —H o —OH, respectivamente, en el segundo atomo de
carbono del acido graso, unido a la esfingosina mediante un enlace amida, en las n-V
SMy las h-V SM respectivamente.
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Figura 12. Comportamiento termotrépico de las esfingomielinas con VLCPUFA. Las
distintas especies se colectaron de sucesivas corridas de HPLC, una de las cuales
se ilustra en la Figura 10. A) y B) Polarizacion Generalizada (GP) de Laurdan en
funciobn de la temperatura en liposomas preparados con las seis principales
especies moleculares con VLCPUFA: Tres con n-V SM (simbolos negros) y tres con
h-V SM (simbolos blancos). En A) los simbolos representan: especies con 28:4 (@,
n-28:4 SMy O, h-28:4 SM); y especies con 30:5 (M, n-30:5 SMy [, h-30:5 SM). En
B) se muestran separadamente las especies con 32:5 (A, n-32.5 SMy A, h-32:5
SM). Notar la diferencia de escala entre A 'y B. C) Anisotropia del DPH (r) en funcién
de la temperatura en liposomas formados con h-28:4 SM (O) y h-30:5 SM (O). El
inserto muestra la inversa de los valores de r en funcién de la temperatura. Todos
los graficos muestran promedios entre valores de al menos 3 experimentos
independientes.
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Figura 13. Modificacion de la temperatura de transicion de la dimiristoil-
fosfatidilcolina (DMPC) por la presencia de proporciones crecientes de distintas
SMs. Los liposomas se prepararon con DMPC pura (barra blanca) y con mezclas de
DMPC con los porcentajes indicados de S+M SM (barras negras), n-V SM (gris
oscuro) y h-V SM (gris claro). Los valores de Tt fueron obtenidos a partir de curvas
de GP en funcién de la temperatura para cada uno de los sistemas lipidicos mixtos
gue se muestran. Cada barra corresponde a un promedio de tres 0o mas
experimentos independientes + su desviacion estandar. Todas las SM adicionadas
afectaron significativamente la Tt de DMPC. También se observaron diferencias
entre n-vV SM y h-V SM, salvo en el caso indicado como NS, diferencia no
significativa; los asteriscos * y ** denotan diferencias significativas (p < 0.05y p <
0.01, respectivamente).
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Figura 14. Efecto de la temperatura sobre el factor de emisién (FE) como una
medida de la formacién de dominios ordenados enriquecidos en esfingomielina y
colesterol en un sistema ternario PC:Col:SM. Se tomé como criterio la extincion de la
fluorescencia del DPH por 10-SLPC. Los valores de FE corresponden a la diferencia
entre la fluorescencia del DPH en liposomas conteniendo SM/10-SLPC (F)su
normalizada con respecto a liposomas en los que DOPC reemplaza a 10-SLPC
(Fo)sm Y en liposomas conteniendo DOPC/10-SLPC (F)popc hormalizada respecto a
muestras donde el DOPC reemplaza a 10-SLPC (Fo)popc. Las SM que se muestran
en cada caso corresponden a n-V SM (O), h-V SM (@) y 16:0 SM (A). Los datos son
representativos de al menos 3 experimentos independientes.
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Figura 15. Imagenes de microscopia confocal de vesiculas unilamelares gigantes
(GUVs) conteniendo la misma proporcién de DOPC, Col y cada una de las SM en
estudio (A, 16:0 SM; B, n-V SM y C, h-V SM). Se utilizé la sonda fluorescente Dil,
marcadora de dominios fluidos. El plano confocal de las imagenes se obtuvo de la
region central de las vesiculas. Los experimentos se llevaron a cabo a 20 °C. Las
barras blancas corresponden a 5 pum.
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Figura 16. Isotermas de compresion de seis especies moleculares de
esfingomielina con VLCPUFA. En el panel A) se muestra el comportamiento de las
tres n-V SM y en el B) el de las tres h-V SM. Las curvas de ambos paneles fueron
graficadas utilizando el mismo color para el mismo &cido graso, a saber: n-28:4 SM
y h-28:4 SM (lineas rojas), n-30:5 SM y h-30:5 SM (lineas verdes) y n-32:5 SM y h-
32:5 SM (lineas azules). A modo comparativo, se incluyen las isotermas de n-16:0
SM (linea gris continua) y de n-18:1 SM (linea gris discontinua). Cada curva
muestra una determinacion representativa de 3 experimentos independientes, los
cuales no variaron en mas de 2 A?/molécula y 2 mN/m.
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TABLA 2. Parametros caracteristicos de esfingomielinas con VLCPUFA en
monocapay su comparacion con esfingomielinas de cadena mas corta

Esfingomielina (A;\/Arrl\:l:l;) (ncl:;/l;) (kciﬁrcr:)ol) EZIpr:ISrEE irf)t:}rsafcni édned,

Th (A) ms(MN/m)
n-28:4 SM 88+1 94 + 0.51+0.03 14.1+0.2 -6.1+0.6
n-30:5 SM 88+1 84+6 0.61+0.02 14.7+0.2 -43+0.1
n-32:5 SM 106 + 1 58 + 2 1.03+0.02 12.7+01 -1.4+0.1
h-28:4 SM 83+1 90+9 057+0.04 149+02 -48%0.7
h-30:5 SM 75+1 86 +5 049+002 17.2+02 -6.0+0.3
h-32:5 SM 92+1 63+1 0.79+0.01 146+0.2 -3.4+0.1
n-16:0 SM 47 £1° 160 + 3 035+0.01 195+04 -
n-18:1 SM 60 +1° 106+3  0.36+0.01 162+03 -85+0.4

*Tomado a 30 mN/m.

®Obtenido por integracién de la isoterma de compresion desde 1 mN/m a 35 mN/m
mediante la Ecuacioén 9.

‘Espesor semi-empirico del film: los valores fueron calculados como V/MMA a 30
mN/m.

dCalculado mediante la Ecuacién 8 con los datos de las isotermas experimentales
por debajo de un valor de T de 20 mN/m.

*Tomado de la referencia 49.

-69 -



Tablas y Figuras Resultados |

Presion superficial (mN/m)
N w i g (o))
o o o o o

[EEN
o

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Area Molecular Promedio (A2/molecula)

Figura 17. Curvas de compresion y médulo de compresibilidad (Cs™) para n-32:5
SM (gris) y para h-32:5 SM (negro), a 7 °C. Las curvas de compresién se
representan con lineas llenas y el médulo Cs™ con lineas punteadas.
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Figura 18. Imagenes obtenidas por microscopia de angulo de Brewster (BAM) de
films de n-32:5 SM y h-32:5 SM a tres presiones de comprension diferentes,
correspondientes al rango de la transicion LE-LC, a 7°C. El tamafio de la barra
representa 50 pm.
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RESULTADOS Ii

Caracterizacion biofisica de ceramidas con VLCPUFA

1. Obtencién de ceramidas con VLCPUFA hidroxilados y no hidroxilados

Para obtener cantidades adecuadas de las fracciones de ceramida con
VLCPUFA, tanto n-V Cer como h-V Cer, y a partir de ellas las especies moleculares
individuales, nos enfrentamos a un problema similar al de las SM desde el punto de
vista cuantitativo, aunque distinto en sus caracteristicas. Mientras que en la SM la alta
polaridad de la cabeza polar (fosforil-colina) impone una gran dificultad para la
separacion cromatografica por capa fina de las especies moleculares con acidos
grasos no hidroxiladas de sus anélogas con acidos grasos 2-hidroxilados, las especies
de Cer que tienen estos mismos dos tipos de acidos grasos se separan directamente
en capa fina empleando silica gel como soporte y un solvente apto para separar
lipidos neutros.

Como se mostro en trabajos previos del grupo, las Cer de células germinales y
espermatozoides de rata se separan muy bien en no hidroxiladas e hidroxiladas. El
conjunto de las especies de Cer con acidos grasos no hidroxilados (que incluye las
especies n-V Cer entre otras) es la que migra mas adelante, y tiende a separarse en
tres bandas en la TLC, en funcién de la longitud de sus acidos grasos. En este grupo,
las Cer con 4cidos grasos mas cortos, saturados y monoenoicos, quedan retrasadas
con respecto a las n-V Cer, que es la fraccion que mas migra. Los componentes mas
abundantes en ésta son n-28:4 Cer, n-30:5 Cer, y n-32:5 Cer.

El grupo de las Cer 2-hidroxiladas se separa bien de todas las Cer no
hidroxiladas con los mismos solventes, formando una Unica banda compacta, que esta
compuesta casi exclusivamente por h-V Cer, predominando en ellas h-28:4 Cer, h-30:5

Cer y h-32:5 Cer. Un esquema de las Cer mencionadas se presenta en la Figura 19.
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En separaciones preliminares por HPLC para separar y colectar las especies
individuales de n-V Cer, al inyectar las n-V Cer, observamos que con algunas de ellas
co-eluian 24:0 Cer y 24:1 Cer, pues co-migran con ellas durante la TLC. Por esta
razén, como habiamos hecho con la SM, decidimos aprovechar el alto grado de
insaturacion que presentan las Cer con VLCPUFA para purificarlas, librAndonos de las
especies comunes (C15-C,6). Para ello, antes de la HPLC, realizamos una Ag-TLC para
obtener fracciones enriquecidas en n-V Cer y h-V Cer.

A diferencia del resultado obtenido con la muy polar SM, cuyas especies
moleculares con VLCPUFA tetraenoicos y pentaenoicos de muy larga cadena no se
separan entre si por Ag-TLC, las especies de Cer con los mismos acidos grasos
tendieron a separarse de acuerdo con su grado de insaturacién. Aunque esta pre-
separacion implic6 un procedimiento mas laborioso, debido al mayor numero de
muestras que debian ser eluidas e inyectadas, facilité en gran medida el posterior
aislamiento de especies individuales de Cer.

El procedimiento de HPLC, empleando las mismas columnas de fase reversa
antes utilizadas para las SM, permitio la elucion de las especies moleculares de Cer en
el mismo orden que aquéllas, de acuerdo al acido graso, es decir, 28:4 Cer, 30:5 Cery
32:5 Cer (Fig. 20). En ambos casos, la elucibn de cada una de las especies
moleculares hidroxiladas precedié en el tiempo de eluciébn a la correspondiente
analoga no hidroxilada (p. €j., la h-30:5 Cer eluy6 antes que la n-30:5 Cer), debido a
que la mayor polaridad que les otorga a las primeras el grupo hidroxilo favorece su

interaccion con la fase movil (metandlica).

2. Propiedades de ceramidas con VLCPUFA en monocapas de Langmuir

Con las seis especies moleculares de Cer en estudio (Fig. 19) se formaron
monocapas de Langmuir y se obtuvieron las isotermas de compresion a 22 °C,
esencialmente como antes se sefialé para las SM. En contraste con aquéllas, todas

las especies de Cer con VLCPUFA mostraron una transicién de fase en el rango de
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presion de entre 5 y 20 mN/m, lo que se evidencié como un quiebre en los graficos
que relacionan el area molecular media (MMA) con la presion superficial (1) (Fig. 21) y
que permitié conocer la presion de transicion (11;) para cada especie de Cer. En esta
parte del estudio incluimos, a modo de referencia, a las especies de Cer mas
abundantes y ampliamente distribuidas en la naturaleza, como 16:0 Cer, 18:1 Cer y
24:1 Cer. Pudo observarse que tanto las n-V Cer como h-V Cer siguieron una misma
tendencia en cuanto a sus valores de 1, que ordenados de mayor a menor, fueron:
30:5 Cer > 28:4 Cer > 32:5 Cer (Fig. 21). En comparacion, la isoterma de 16:0 Cer
mostré un comportamiento diametralmente diferente al de las especies con VLCPUFA
ya que, como se conoce (Fanani & Maggio, 2010), se organiza en una fase LC vy
muestra una transicion LC — S a ~ 16-18 mN/m y a una MMA de ~ 43 A*molécula
(Fig. 21 B, inserto). Por su parte, la 24:1 Cer, que tiene un largo segmento saturado en
la cadena de su acido graso por tener su Unica doble ligadura localizada en la posicién
15, exhibi6 una transicion LC — S similar a la de 16:0 Cer.

Recordemos que los valores del médulo de compresibilidad Cs™ pueden
brindar informacién acerca de la elasticidad de los films, lo que facilita la asignacién de
los distintos estados de fase. La fases LE tipicas muestran valores de Cs™ menores a
130 mN/m. Cuando se alcanza el valor de 11, y se entra en zona de transicién LE —
LC, los valores de Cs™ tipicamente disminuyen (20-30 mN/m). Finalmente, cuando
gqueda establecida una fase LC, dichos valores aumentan nuevamente.

La Tabla 3 compara los valores de Cs™ de las Cer en estudio a dos presiones:
10 y 30 mN/m. Un punto importante a destacar fue que los Cs™ obtenidos en el estado
LC para las seis especies moleculares de Cer con VLCPUFA analizadas fueron
menores que los obtenidos para 16:0 Cer y para 24:1 Cer en su fase LC (Tabla 3). Los
films de Cer con VLCPUFA mostraron un caracter LE s6lo a 10 mN/m (Tabla 3) y aun
a presiones menores en el caso de h-32:5 Cer. La 18:1 Cer se destacé por mostrar

una fase LE a ambas presiones, sin evidenciar transicion de fase.
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Una caracteristica notable de las especies de Cer con VLCPUFA fue su alto
valor de MMA (Fig. 21). Las Cer ordinarias en fase LC o S (a valores altos de ),
ocuparon tipicamente un area de ~ 40-42 A’ molécula (Tabla 3, 30 mN/m), que es
aproximadamente el &rea minima que ocupa la seccién transversal de lipidos con dos
cadenas acilicas saturadas cuando éstas estdn completamente extendidas. A la
misma 1 (30 mN/m, Tabla 3), todas las Cer con VLCPUFA en el estado LC, tuvieron
un MMA mayor. A 10 mN/m, en el estado LE, esta tendencia se mantuvo ya que las
Cer con VLCPUFA ocuparon un area 1.5 a 3.4 veces mas grande que el area ocupada
por 18:1 Cer en ese mismo estado de fase (Tabla 3).

Comparando ahora las especies moleculares n-V Cer y h-V Cer entre si,
comprobamos que los valores de MMA se incrementaron con la longitud de la cadena
del &cido graso en el siguiente orden: 28 < 30 < 32. Para un mismo acido graso, las
MMA fueron, en los tres casos, menores cuando estaba presente que cuando estaba
ausente el grupo hidroxilo (n-V Cer > h-V Cer) (Tabla 3). Es evidente, por lo tanto, que
las h-V Cer se empaguetan ocupando areas comparativamente menores que las n-V
Cer, lo cual indica que en las mismas condiciones existe un mayor grado de
ordenamiento de las cadenas acilicas en las primeras, impuesto por el hidroxilo.

La mayor capacidad de empaguetamiento molecular de las h-V Cer que de las n-
V Cer se vio también reflejada en el hecho de que las h-V Cer presentaron
transiciones de fase LE — LC mas pronunciadas y cooperativas que las
correspondientes n-V Cer (Fig. 21). Esta propiedad puede ser atribuida a la capacidad
del grupo hidroxilo en la posiciéon 2 de la cadena del acido graso (sitio cercano a la
interfase aire-agua), de establecer uniones por puente hidrégeno entre ellos,
funcionando asi como un punto de contacto favorecedor o promotor del ordenamiento
de las cadenas hidrocarbonadas.

Otro parametro usualmente analizado en el estudio molecular empleando

monocapas lipidicas es el potencial de superficie (AV). El valor de AV es la
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resultante de varios componentes. En las muestras analizadas, al ser eléctricamente
neutras, la principal contribucion al potencial de superficie es el potencial dipolar de la
membrana. Este es el resultante de las propiedades dipolares de los distintos grupos
quimicos que componen la molécula lipidica y su posicién anisotrépica en sentido
perpendicular al plano de la membrana, y contempla la contribucién de la esfera de
hidratacién asociada a los grupos funcionales presentes en las cabezas polares de los
lipidos.

Como era predecible, los valores de AV de los films de las Cer con VLCPUFA se
incrementaron, en funcion de 1) el largo de la cadena acilica (28 a 32 carbonos) y 2)
los valores de 1 (comparar 10 con 30 mN/m para cada especie en la Tabla 3). Esto
puede explicarse considerando que, durante el proceso de compresién, a medida que
se va incrementando la densidad molecular, las cadenas acilicas de todas las Cer van
adoptando una orientacidén mas perpendicular a la interfase.

Las especies n-V Cer presentaron valores de AV en el mismo rango que el AV de
18:1 Cer en estado LE, mientras que en estado LC los valores de AV fueron mas bajos
que los de 16:0 Cer y 24:1 Cer (Tabla 3). Otro punto a destacar es que las especies n-
V Cer mostraron valores mayores de AV que las especies h-V Cer, incluso a baja
densidad molecular (10 mN/m). Este hecho, sumado a que el MMA de las especies n-
V Cer, en todos los casos, fue mayor que la de las correspondientes especies h-V Cer,
indica que hay una diferencia respecto a la organizaciébn conformacional de sus

cadenas acilicas entre estos dos grupos.

3. Visualizacién por microscopia de angulo de Brewster

Mediante BAM de films lipidicos formados por las seis Cer con VLCPUFA
pudimos corroborar que las transiciones de fase observadas en las isotermas eran
procesos de primer orden que involucraban la nucleacién y el crecimiento de la fase
LC en formacion rodeada por la fase LE. En la region de coexistencia LE-LC las

imagenes de BAM mostraron la generacion de dominios LC en todas ellas salvo la n-
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30:5 Cer, cuya transicion de fase a 23 + 2 mN/m fue muy difusa (Fig. 22). Este
resultado podria deberse a una similitud Optica entre las fases, es decir, a que éstas
no presentasen la suficiente diferencia de reflectividad como para ser visualizadas
como fases distintas, o a que los dominios formados fueran demasiado pequefios
como para ser resueltos por BAM. Con esta excepcidn, las especies de Cer con
VLCPUFA comenzaron a mostrar la nucleacion de pequefios dominios a pocos mN/m
por encima de su 1. Estas fueron creciendo en tamafio a medida que transcurria la
compresion del film, dando lugar asi a dominios brillantes, con bordes irregulares y de
forma floreada, los que permanecieron sin percolar (separados entre si) hasta que la

mayor parte del film se encontr6 en la fase LC (Fig. 22).

4. Organizacién molecular en los films

En este punto, al igual que con las SM con VLCPUFA, nos preguntamos cémo
se organizarian en el fiim estas moléculas con tan larga e insaturada cadena
hidrocarbonada. Dada la relaciébn directamente proporcional que existe entre la
reflectividad observada por BAM y el espesor de las monocapas, generalmente es
posible determinar dicho espesor. Sin embargo, el valor de este ultimo también
depende del indice de refraccién del film, el cual en este caso no puede ser
determinado con certeza. Por esta razon es que no empleamos este método para
determinar el espesor de los films y recurrimos a una estrategia indirecta.

De manera semejante a lo realizado con las SM con VLCPUFA, calculamos en
forma semiempirica el volumen promedio (V) de las Cer con VLCPUFA, empleando la
ecuacion 17 y la longitud promedio de las cadenas hidrocarbonadas (L) cuando se
encuentran totalmente extendidas mediante el promedio del largo (I) de cada una de

las dos cadenas hidrocarbonadas de la Cer (Tabla 4), calculado como:

1=08x(15+1265xn)—09xXng (Ecuacion 18)
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donde n corresponde al nimero de atomos de carbono en la cadena hidrocarbonada y
Ng, @l NnUmero de dobles enlaces en cada una de las mismas cadenas. Luego, con el V
calculado para cada una de las especies de Cer, y el MMA medido
experimentalmente, se obtuvo el espesor semi-empirico, definido como: Th = V/IMMA

Tal como habia ocurrido para las SM con VLCPUFA, los valores de Th obtenidos
para las seis especies de Cer con VLCPUFA fueron menores que los obtenidos para
16:0 0 24:1 Cer. Ademés, también en concordancia con lo observado previamente en
el caso de las SM, las especies n-V Cer formaron membranas de menor valor de Th, y
por lo tanto de menor espesor, que las correspondientes h-V Cer (Tabla 4).

Analizar en forma simultdnea los valores de Th y L permite hacer deducciones
acerca de la organizacion molecular de las distintas Cer en los films. Asi, si en la fase
LC las moléculas muestran valores de L cercanos a los de Th, esto sugiere que se
organizan con sus cadenas acilicas completamente extendidas, en tanto que si las
moléculas presentan valores L mas altos que los de Th (esto es, una relacion L/Th
alta) indica que adoptarian una disposicién curvada de sus cadenas acilicas. Como se
muestra en la Tabla 4 en su fase LC, las especies de 16:0 y 24:1 Cer mostraron el
valor mas bajo de la relacién L/Th (~ 1) (Tabla 4). Los valores de L/Th fueron en todos
los casos mayores a uno para las especies de Cer con VLCPUFA. Esta alta relacion
apoya la idea de que, en monocapa, las cadenas acilicas de las especies de Cer con
VLCPUFA adoptarian una estructura curvada.

La Tabla 4 muestra, ademas, los valores del momento dipolar resultante
perpendicular a la interfase (J.), calculados aplicando la ecuacion 7 y los datos de
AV y MMA. Dicho pardmetro es independiente de 11 y permite obtener informacion
complementaria acerca de la organizacién de las moléculas lipidicas en la interfase
agua-aire a cada area molecular. Cuanto mayor es p,, indica mayor polaridad
conferida a las moléculas por grupos quimicos o segmentos relativamente mas polares

de las mismas que se hallan cercanos a la interfase.
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Para nuestra sorpresa, las especies de n-V Cer mostraron valores de g, mas
altos, casi el doble, que las correspondientes h-V Cer. Particularmente dos de las
especies de este Ultimo grupo, la h-28:4 Cer y la h-30:5 Cer, mostraron los valores de
K. mas bajos de la Tabla (~ 360-400 mD) (Tabla 4), dando valores alin menores que
los exhibidos por 16:0 Cery 24:1 Cer en fase LC. Esto llamo la atencion porque, segun
lo sugerido por la relaciébn L/Th, en fase LC estas Cer se encontrarian con sus
cadenas hidrocarbonadas dispuestas en una conformacion cercana a la extendida.

La ausencia del grupo hidroxilo en las n-V Cer llevaria a una interaccion mas
laxa entre moléculas adyacentes y favoreceria una mayor curvatura de las cadenas
acilicas que la que permiten las h-V Cer, lo cual facilitaria que las dobles ligaduras se
encontraran mas cercanas a la interfase en las primeras, contribuyendo asi a mayores
valores de Y, y de la relacion L/Th. Tomados en conjunto, estos datos permiten
sostener que las cadenas acilicas de las Cer con VLCPUFA en monocapa se
encuentran en una conformacion curvada, siendo esta caracteristica mas marcada en

las n-V Cer .

5. Aspectos termodinamicos

Con el fin de indagar en la termodinamica del proceso de compresion, se
obtuvieron las isotermas enfriando a 8 °C las monocapas formadas por cada una de
las especies moleculares de Cer con VLCPUFA. Como era de esperar, al disminuir la
temperatura se favorecié el régimen LC (el estado de mayor orden y menor entropia),
por lo que se observé una disminucién de la T, de los films formados por estas Cer. En
el caso de las dos especies con cadena acilica mas larga, n-32:5 y h-32:5 Cer, la
disminuyé de tal forma que ambas especies se encontraron en un régimen LC desde
el comienzo de la compresién (Tabla 5). La presion de colapso, que corresponde a la
mayor presion lateral que puede soportar el film, no mostré grandes variaciones con la
disminucion de la temperatura, lo cual indica que la estabilidad de la monocapa no fue

mayormente afectada.
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El area integrada bajo la curva m-MMA determina el valor del cambio de la
energia libre durante el proceso de compresion (AG.). Considerando que durante la
compresion ocurre una pérdida de entropia que resulta del ordenamiento molecular y
que la disminucion de la temperatura favorece la formacion de un estado mas
condensado, un resultado esperado era que el valor de AG, fuera menor cuando
menor fuera la temperatura a la cual se realizara la compresiéon. Por otra parte, se
podia esperar que el valor de AG, fuera mayor en especies moleculares con una
cadena acilica mas larga, debido a que en la compresién esta implicado un mayor
cambio entélpico.

A modo comparativo, para una especie expandida como 18:1 Cer, el valor de
AG. fue de 0.3 + 0.1 kcal.mol™, mientras que para las condensadas 16:0 Cer y 24:1
Cer ese valor fue de 0.07 + 0.01 kcal.mol™. Los valores de AG. obtenidos para las
especies de Cer con VLCPUFA (Tabla 5) fueron en todos los casos mucho mayores
que éstos, incluso para el caso en que las monocapas estaban completamente en
estado LC (n-32:5 Cer y h-32:5 Cer a 8°C). Esto indica que se requiere suministrar
mas energia al sistema para realizar la compresion. Por lo tanto, se puede concluir
gue cuanto mayor es la insaturacion y la longitud de la cadena acilica de la molécula,
mayor es la pérdida de entropia que se produce durante la compresion, y por lo tanto
mayor es su AG,

Alun mas interesante fue la comparacion entre especies n-V Cer y h-V Cer. Las
primeras mostraron valores de AG, siempre mayores que sus contrapartes h-V Cer a
las dos temperaturas estudiadas (Tabla 5). Los valores llamativamente mas grandes
de AG, para las n-V Cer no sélo fueron consistentes con la gran area de superficie que
ocupan las moléculas y con sus bajos valores de Cs™, sino también con el hecho de
que presentaron transiciones de fase relativamente mas difusas (Fig. 21 y Tabla 3).
Todo esto indica que las n-V Cer tendrian una menor capacidad de empaquetamiento
qgue las h-V Cer. Como consecuencia, en estas Ultimas hay una menor energia
involucrada en el proceso de compresion.

-80 -



Resultados 11

Es importante destacar que la energia de compresion, ademas de las
contribuciones entrépicas, también tiene un componente relacionado con los cambios
entalpicos asociados a la transformacion de fases. Por lo tanto, sumado a un mayor
empaquetamiento de las cadenas acilicas, las diferencias observadas también pueden
ser consecuencia de una mayor interaccion entre las cabezas polares en el caso de
las h-V que de las n-V Cer.

Una de las ventajas de las monocapas como sistema modelo para estudiar
propiedades termodindmicas de lipidos es que se requieren menores cantidades de
muestra que con las técnicas de fluorescencia y calorimetria diferencial. Ademas,
muchos de los pardmetros calculados permiten inferir ciertas caracteristicas de las
moléculas cuando se encuentran formando bicapas en fase bulk (como p. e,
liposomas). Trabajos previos proponen que la temperatura de transicion determinada
en bicapa estd vinculada con la temperatura mas baja a la cual se observa una
monocapa en fase LE en todo el rango de presion (obtenida a partir de la interaccion
entre las regresiones lineales de presion de colapso y T; en funcién de la temperatura).
Asi, para una serie de glicoesfingolipidos y para 16:0 Cer, se observé una coincidencia
notable entre la Tm (temperatura de melting determinada experimentalmente mediante
calorimetria diferencial de barrido) y la Tt estimada a partir de estas mediciones en
monocapa (Fanani & Maggio, 2010; Maggio et al., 1985). Sobre estas bases,
decidimos estimar las Tm de las especies de Cer con VLCPUFA en monocapa
mediante el método de interseccién (Tabla 5). Los resultados mostraron valores de Tm
de 45-46 °C para n-28:4 Cer y h-28:4 Cer, valores mayores para h-30:5 Cer (~ 53 °C)

y menores para n-30:5 Cer (~ 36 °C).

-81-



Tablas y Figuras-Resultados Il

Tablas y Figuras - Resultados I

n-30:5 Cer
h-30:5 Cer

n-28:4 Cer
h-28:4 Cer

Figura 19. Estructuras esquematicas de las especies de ceramida (Cer) con acidos
grasos poliinsaturados de muy larga cadena (VLCPUFA) no hidroxilados e
hidroxilados a las que se hace referencia en la Figura 20 y en el texto. La X
representa la presencia de —H u —OH en el segundo atomo de carbono del acido
graso, unido a la esfingosina mediante un enlace amida, en las n-V Cer y las h-V Cer

respectivamente.
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Figura 20. Separacion por HPLC de las ceramidas con VLCPUFA. Una vez
separadas por TLC, las fracciones de Cer con acidos grasos no hidroxilados (n-V Cer)
e hidroxilados (h-V Cer), fueron separadas de las especies con acidos grasos
saturados y monoenoicos por cromatografia impregnada con nitrato de plata, como se
describe en Materiales y Métodos. En este paso, cada una de las fracciones resulto
estar parcialmente resuelta en subfracciones de acuerdo con el grado de insaturacion
de sus acidos grasos, es decir enriquecidas en Cer con acidos grasos tetraenoicos
(paneles A) y pentaenoicos (paneles B). Las subfracciones se inyectaron en el HPLC
por separado. Cada una de las especies se colectd individualmente, obteniéndose asi
las seis principales especies moleculares de Cer con VLCPUFA empleadas en los
estudios en monocapa. La cromatografia se llevé a cabo empleando una columna de
octilsilano (C8) con una fase mévil de metanol:buffer fosfato, fluyendo a 1 mL/min. La
longitud de onda del detector se fijo en 205 nm.
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Figura 21. Isotermas de compresion de seis ceramidas con VLCPUFA. En el panel
A) se muestra el comportamiento de las tres especies de n-V Cer y en el B) el de las
tres especies de h-V Cer. Las curvas de ambos paneles fueron graficadas utilizando
el mismo color para el mismo &cido graso, a saber: n-28:4 Cer y h-28:4 Cer (lineas
rojas), n-30:5 Cer y h-30:5 Cer (lineas verdes) y n-32:5 Cer y h-32:5 Cer (lineas
azules). A modo comparativo, se muestran las isotermas de 24:1 Cer (linea negra
discontinua), 16:0 Cer (linea negra sélida) y 18:1 Cer (linea gris). Para una mejor
visualizacion, el inserto muestra el grafico de las isotermas de 16:0 Cer y 24:1 Cer
con el eje x en una escala expandida. Las flechas negras indican el comienzo de la
transicion de fase LE—LC y las flechas grises la transicion LC—S.
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ju: 14.6 u: 15.5 ju: 17.2 : 19.7

m: 11.0 : 13.1 n: 19.3 : 24.7 : 28.0

n-28:4 Cer

Ju: 22.7

n-32:5 Cer

h-28:4 Cer

t: 14.0 - 15.7 t: 18.4 : 21.4 : 23.9

h-30:5 Cer

h-32:5 Cer

;- 472 n:7.4 n: 10.8 m: 14.9 n: 23.4

Figura 22. Microscopia de angulo de Brewster (BAM) de monocapas de seis
ceramidas con VLCPUFA en la regién de la transicion de fase LE-LC. La
coexistencia de fases se evidencia mediante la aparicion de dominios lipidicos que
varian en forma, tamafio y empaquetamiento a diferentes presiones superficiales.
Los dominios mas brillantes (gris claro) corresponden a una fase condensada y
estan rodeados por una fase expandida (gris oscuro/negro). Esto se debe a que la
fase condensada posee un mayor espesor e indice de refraccion que la expandida.
En cada fila se indica la especie molecular de ceramida, y debajo de cada
micrografia el valor de presion superficial a la cual fue tomada. Para una mejor
visualizacioén, se bajo6 el rango del nivel de gris (0-100) de la escala original (0-255).
Las micrografias son representativas de 2 experimentos independientes. El tamafio
de las imagenes representa un area de 200 x 250 pm.
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TABLA 3. Parametros caracteristicos de las especies moleculares de ceramida
con VLCPUFA en monocapas. Comparacion con ceramidas con 4cidos grasos
de menor longitud e insaturacion

10 mN/m 30 mN/m
Ceramida  MmA  Cs™  Estado AV MMA  cst EBstado
de fase de fase

n-28:4 Cer 141+ 4 62+4 LE 248 £5 78+4 80+4 LC 3799
n-30:5 Cer 182+3 372 LE 258 +7 102+6 4614 LE-LC 301x10
n-32:5 Cer 222 +3 37+£2 LE 3067 125+ 2 502 LC 3807
h-28:4 Cer 1013 56+ 6 LE 1721 58+4 74+ 9 LC 248+ 1
h-30:5 Cer 106 £ 2 699 LE 1684 601 937 LC 2574
h-32:5 Cer 1405 20+ 6 LE-LC 2155 97 +3 71+8 LC 266 4
n-18:1 Cer 65+3 59+7 LE 2375 502 91+6 LE 274 £ 6
n-16:0 Cer 43+2 307 10 LC 475+ 6 41+1 43310 S 513 +20
n-24:1 Cer 45+2 644 £12 LC 428 £10 42+1 904+15 S 431+ 10

%Calculado a partir de la Ecuacion 6.
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TABLA 4. Estimacién de la organizacion molecular de las especies de
ceramida con VLCPUFA en monocapa

Dimension Fase LC (30 mN/m)
Molecular
Volumen Largo de Espe;or
de la la cadena semi- d
Ceramida cadena aciIica(L)b empirico® L/Th (#11[))
acilica(Vv)? A) (Th)
(A?) (A)
n- 28:4 Cer 1292 22.7 16.6+.8 14zx0.1 832 £ 40
n- 30:5 Cer 1346 23.2 13.2 0.8 1.8x0.1 777 £25
n- 32:5 Cer 1400 24.3 11.2+0.2 22+0.1 1255+ 10
h- 28:4 Cer 1292 22.7 22.0+2.0 1.0x0.1 360 + 20
h- 30:5 Cer 1346 23.2 224+04 1.0zx0.1 400 £ 18
h- 32:5 Cer 1400 24.3 14404 1.7x0.1 668 + 22
n- 16:0 Cer 969 18.4 23.6+0.8 0.8+0.1 551 + 33
n- 24:1 Cer 1185 22.0 28.2+0.2 0.8+0.1 463 £ 25

®Calculado como la sumatoria de los volimenes promedio de las dos
cadenas acilicas asimétricas de Cer, obtenido a partir de la Ecuacion 17.

Calculado como el promedio del largo de las dos cadenas acilicas
asimétricas, obtenido a partir de la Ecuacion 18.

‘Calculado como V/MMA-

dCalculado a partir de la Ecuacién 7.
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moleculares de ceramida con

21°C 8°C
LE_).L,C . . LE_>.L,C Presién . m-T
presion Presion E_nergla presion de E_nergla VS
Ceramida d_e - de libre d.e, a d? . colapso libre d.e, a colapso
transicion colapso compresién transicién compresion T
(1ry) (mN/m) (kcal/mol) () (kcal/mol) o
(MN/m) (mjmy  (MN/M) (°C)
n-28:4 Cer 15+2 39+1 0.99 +0.05 61 44 £ 1 0.72+0.01 45+ 4
n-30:5 Cer 23£2 392 1.64 £0.04 141 45+ 2 1.58 £ 0.05 36+6
n-32:5 Cer 16+1 47+ 1 190+£0.03 - 45+1 153+001 -
h-28:4 Cer 15+1 45+ 2 0.72 £ 0.02 51 48+ 1 0.50+0.01 465
h-30:5 Cer 19+1 422 0.78 £0.04 111 45+1 0.53+0.01 53+3
h-32:5 Cer 5+2 44 + 1 1.00+£0.07 - 41+1 0.66+0.05 -----

4Obtenido por integracion de las isotermas de compresién desde 1 mN/m a 35 mN/m.
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RESULTADOS IlI

Interacciones entre esfingomielinas y ceramidas con VLCPUFA en monocapa

Debido a que la SM con VLCPUFA se encuentra concentrada en la cabeza del
espermatozoide y que la misma es hidrolizada a Cer con VLCPUFA durante la
reaccion acrosomal inducida in vitro, en esta seccion nos concentramos en estudiar las
propiedades de sistemas modelo que contienen SM y Cer en distintas proporciones,
tanto fijas como cambiantes en el tiempo. Para los estudios en monocapa descritos en

este capitulo, elegimos las especies h-28:4 SM y h-28:4 Cer.

1. Comparacién entre esfingomielinas y ceramidas puras

Las monocapas formadas por la h-28:4 SM mostraron un valor muy bajo de Cs™
a valores altos de 1 (30 mN/m), y similar al de otras SM en fase LE (18:1 SM y 16:0
SM; Tabla 6). En contraste, el valor de Cs™ para los films de h-28:4 Cer fue muy bajo,
y menor que el de las especies de Cer comunes en estado LC 0 S (18.1 Cer o0 16:0
Cer, respectivamente; Tabla 6). Teniendo en cuenta la clasificacion usual de los
estados de fase en funcion de los valores de Cs™, esto implicaria que el estado del film
de h-28:4 Cer a 30 mN/m se acercaria mas a un estado LE que a uno LC. Sin
embargo, tal como se observo en Resultados I, mediante el analisis de la isoterma de
compresion y de los datos de BAM, la h-28:4 Cer presentd, en estas condiciones, un
estado de fase tipo LC.

Debido a que el comportamiento de h-28:4 SM fue similar al del resto de las SM
en estado LE (Tabla 6) y a que esta SM mostr6 un valor de Cs™ mayor que el de su
contraparte h-28:4 Cer, pese a que esta Ultima se encuentra en estado LC, una de las
consecuencias de la conversion enzimatica de h-28:4 SM en h-28:4 Cer seria una
disminucion de la Cs™del film.

Con el objetivo de definir en forma mas precisa el estado de fase de las

monocapas formadas por estos lipidos, se examind el grado en que su presencia

-89 -



Resultados 111

facilita o restringe el desplazamiento lateral, esto es, coplanar a la superficie, de una
particula. Para tal fin, se esparcieron microesferas de latex de tamafio micrométrico
sobre las monocapas de SM o Cer y se comparé la velocidad de su desplazamiento
sobre la superficie de cada film. La dependencia del desplazamiento cuadratico medio
(MSD) de las microesferas en un film con los intervalos de tiempo se relaciona con el
coeficiente de difusion (D) de las microesferas mediante la ecuacion 14, y es
modulado por el valor del shear (deformacién en el plano sin cambio en el area) del
film (Wilke et al., 2010).

Las monocapas de 18:1 SM y de h-28:4 SM en estado LE presentaron valores
de D ~ 20 veces mayores que los de 16:0 SM en estado LC (Tabla 6). Comparando
16:0 SM (estado LC) con 16:0 Cer (estado S), encontramos diferencias pequefas en
los valores de D, probablemente debido a que la posibilidad de difusion de las
particulas en ellas es tan pequefia que se encuentra proxima al limite de deteccién de
nuestro método. En cambio, si se observaron diferencias entre 18:1 SM (estado LE) y
18:1 Cer (estado LE), ya que la primera “permitié” un valor de D casi dos veces mas
alto que la segunda.

La h-28:4 SM y la h-28:4 Cer presentaron dos comportamientos claramente muy
diferentes: en condiciones similares, los valores de D fueron 100 veces mas altos en h-
28:4 SM que en h-28:4 Cer. Los altos valores de D obtenidos con h-28:4 SM
(informativos de bajo valor de shear, y por lo tanto baja viscosidad) corresponde con
una fase LE; mientras que los bajos valores de D obtenidos con la h-28:4 Cer (mayor
viscosidad) se corresponden con un estado de fase condensado (Tabla 6 y Fig. 23).
Un punto importante a remarcar es que en la monocapa de h-28:4 Cer la difusion fue
mas restringida aun que en la de 16:0 Cer, la cual en estas condiciones se encuentra
en un estado sdlido.

Los parametros de difusion estudiados complementaron el analisis de las
propiedades de compresibilidad de los films, confirmando que, a 30 mN/m, las

monocapas puras de h-28:4 SM se encuentran en un estado LE, mientras las de h-
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28:4 Cer se encuentran en un estado condensado (del tipo LC). La pregunta de por
qué, a diferencia de la h-28:4 SM, la h-28:4 Cer muestra el inusual comportamiento de
formar una fase LC que es facilmente compresible pero que al mismo tiempo restringe
tanto la difusion, continda siendo muy intrigante.

En los capitulos anteriores, los resultados habian sugerido que la larga porcion
insaturada de la cadena acilica de las Cer y las SM con VLCPUFA se encontraria en
una posicién curvada, con gran libertad de movimiento. Por otra parte, considerando
las caracteristicas estructurales de ambos lipidos, es evidente que las Cer disponen de
una cabeza polar de menor tamafio y menos polar que las SM, y por lo tanto, menos
apta para impedir que la abultada cadena hidrocarbonada entre en contacto con la
interfase. Ello permitiria un contacto parcial de las cadenas hidrofébicas con la fase
acuosa, que seria menor en el caso de las SM y mayor en el caso de las Cer con
VLCPUFA. Esta posibilidad se encuentra sustentada, entre otros parametros, por el
valor notablemente alto del momento dipolar y de MMA de las segundas, y por el
hecho de que para comprimir h-28:4 Cer se requiere mayor energia que la requerida
que para comprimir h-28:4 SM (un valor de AG, 26 % mayor) y mucho mayor energia
aun que la requerida para comprimir 16:0 Cer (un AG. 10 veces superior) (Tabla 6).

El alto valor de AG.de h-28:4 Cer puede atribuirse al proceso de ordenamiento y
de condensacioén de sus largas e insaturadas cadenas acilicas. Como se determiné en
las secciones anteriores, para la h-28:4 SM se obtuvo un bajo valor de AS. atribuible
al cambio de area por la compresién, el cual contribuy6é al AG. sélo en 0.34 + 0.01
kcal/mol (calculado como T.AS.)). En cambio, en el caso de la h-28:4 Cer, la
disminucién de area al condensar contribuyé en 0.50 £ 0.01 kcal/mol al AG. (también
calculado como -T.AS.). Esta diferencia puede atribuirse a la cabeza polar, que en el
caso de la h-28:4 SM es el grupo fosfocolina y en el caso de la h-28:4 Cer es sélo un

grupo hidroxilo libre.
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2. Propiedades de films conteniendo esfingomielinas y ceramidas

premezcladas

A continuacién estudiamos en monocapas las propiedades de la mezcla h-28:4
SM/h-28:4 Cer en distintas condiciones de equilibrio, es decir, en sistemas formados
con una pre-mezcla de los lipidos en determinadas proporciones. Comparadas con los
componentes SM o Cer al estado puro (100 %), las pre-mezclas SM/Cer mostraron
isotermas de compresion con propiedades intermedias (Fig. 24).

Para las mismas mezclas binarias SM/Cer, la Figura 25 presenta, en cuatro
paneles, 1) el diagrama de fases de las mezclas, Il) el exceso de energia libre de
compresion, Ill) el momento dipolar perpendicular a la interfase (u.), y IV) el MMA de
los componentes de la mezcla a 30 mN/m.

A temperatura ambiente, la isoterma de h-28:4 Cer pura mostré una transicién de
fase LE — LC a 15 £ 1 mN/m. La Fig. 25-1 muestra la presién de transicion de fase LE
— LC (circulos blancos) y la presién de colapso de la monocapa (circulos negros).
Como regla general, cuando dos 0 mas componentes se mezclan, se incrementa la
entropia del sistema, y la mezcla es termodinamicamente mas estable que los
componentes puros. De esta manera, la fase LE binaria se vuelve mas estable que la
fase LC, predominando aun a presiones altas. Nuestras observaciones con las
mezclas SM/Cer (Fig. 25-I) estuvieron de acuerdo con esta norma, pues cuando la
monocapa es mas rica en h-28:4 SM, esta presion de transicibn se incremento,
indicando una estabilizacion del estado LE por una mezcla favorable de sus
componentes.

La Fig. 25-1l muestra el exceso de energia libre (AG.,) de las monocapas puras
de SM y Cer y de las mezclas SM/Cer, calculadas a partir del area bajo la curvas de
compresion desde 1 a 35 mN/m. Este parametro representa la diferencia de energia
entre el AG. experimental de la mezcla binaria y el AG. calculado para una mezcla

ideal (Gaines, 1966). En el presente estudio, las AGe,. mostraron valores positivos
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cuando las monocapas contenian una fraccion molar de Cer 20.25 (Fig. 25-II). Por lo
tanto, los valores de AG. obtenidos experimentalmente fueron mayores que los valores
de AG. calculados para una mezcla ideal (inserto Fig. 24). Esto se debe a la
prevalencia de la fase LE en un rango de presién mas amplio que el esperado para un
comportamiento ideal, lo que se tradujo en un mayor cambio de area, en una mayor
entropia del sistema, y por lo tanto en un mayor requerimiento de energia para
comprimir el film.

En la Fig. 25-1ll se grafico la relacién entre el g, y la composicién del film,
observandose un comportamiento lineal a 30 mN/m. Esta condicion puede observarse
en el caso de un comportamiento ideal, o bien en el caso de que ocurra una completa
desmezcla de los componentes (Gaines, 1966). La linealidad que observamos indica
que las moléculas de cada componente se encuentran en un entorno similar al
esperado para una monocapa del componente puro.

La Fig. 25-1V presenta la variacion del area molecular promedio (MMA) de las
muestras conteniendo mezclas SM/Cer en funcién de la proporcion de Cer.
Llamativamente, a diferencia del comportamiento ideal (mostrado por la linea de
puntos), esta relacion no fue lineal, mostrando que existe una regién de condensacion
a una concentracion de Cer Xce igual 0 mayor a 0.50.

La visualizacion de los films binarios de SM/Cer mediante BAM (Fig. 26) nos
permitié analizar el area de cada fase en las monocapas resultantes. A 30 mN/m, los
films mostraron una fase LE homogénea hasta Xce ~ 0.25. A la misma presion,
mayores Xcer resultaron en la formacion de dominios redondeados, los cuales se
fueron incrementando en tamafio a medida que las monocapas se enriquecian en Cer,
hasta quedar una proporcién muy pequefia de fase LE, con caracteristicas similares a
la monocapa de h-28:4 Cer pura. De esta manera puede concluirse que la linea de
equilibrio queda establecida entre una fase LE conteniendo h-28:4 Cer con un valor de

X"Fcer= 0.25 y una fase LC conteniéndola practicamente pura (X" cer ~ 1).
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La ley de la palanca establece que, para la coexistencia de fases LE/LC, el area
de superficie cubierta por cada fase es una funcion de la composicién y del area
molecular de sus componentes en el limite de la fase (ecuacién 15). Si dicha ley se
cumple, entonces la composicion de las fases que coexisten permanece constante a lo
largo de las distintas composiciones de la linea de equilibrio (Fidorra et al., 2009). El
analisis de las imagenes de BAM con proporciones crecientes de Cer (en el rango 0.25
< Xcer < 1.0) sugiri6 una mayor cobertura de la superficie por la fase LC de la que se
podria esperar segun la regla de la palanca. Esto coincidi6 con el rango de
composiciones en el cual se observé una condensacion del MMA (Fig. 25-1V).

A medida que la fraccion de SM en fase LE disminuy6 por el aumento de la Xcer,
la fase LC no se incrementé en forma proporcional como cabria de cumplirse la regla
de la palanca. Este hecho indicaria que parte de la h-28:4 SM queda incluida dentro de
los dominios enriquecidos en h-28:4 Cer, lo cual por una parte permitiria una transicion
de fase isotérmica LE — LC para la SM, y por otra explicaria la condensacién del MMA
en el sistema que se observa en la Fig. 25-1V. En conjunto, los resultados descritos en
esta seccion concuerdan en indicar que la h-28:4 SM se encuentra parcialmente

incorporada dentro de los dominios condensados enriquecidos en h-28:4 Cer.

3. Propiedades de films de mezclas de esfingomielinas y ceramidas generados

enzimaticamente

Segun lo observado en estudios previos llevados a cabo en distintos sistemas
modelo de monocapa (Fanani et al., 2010) y de bicapa (Ruiz-Arguello et al., 2002), la
esfingomielinasa (SMasa) empleada en el presente estudio tiene una gran sensibilidad
por el estado de fase de su sustrato. Asi, la enzima exhibe una alta actividad sobre
monocapas de SM 16:0 pura a valores bajos de presiones de superficie (11 = 10 mN/m)
en los cuales esta SM se encuentra en un estado LE (3.4 + 0.3 x10 ** moléculas. min™.
cm?), mientras que su actividad es casi nula a valores de T superiores al de la

transicion de fase de este sustrato.
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A diferencia de las monocapas de 16:0 SM, las de h-28:4 SM mostraron un
estado de fase LE en un rango mas amplio de valores de 11, lo que coincidié con el
hecho de que la enzima permanecié activa a presiones mayores (2.4 + 0.3 x10™
moléculas. min™ cm™? a = 20 mN/m). Sobre esta base, esperabamos que la SM con
VLCPUFA fuese un buen sustrato para la SMasa, tal vez mejor que la 16:0 SM. Sin
embargo, la actividad enzimética medida fue levemente menor en la monocapa de h-
28:4 SM que en la de 16:0 SM. Esto podria deberse a dos factores: por un lado, a que
la enzima tuviese mayor afinidad o “preferencia” por 16:0 SM que por h-28:4 SM, y por
otro, a la diferencia de densidad de superficie (ntmero de moléculas/cm?) entre ambos
sustratos (menor para h-28:4 SM que para 16:0 SM a la misma presion).

Las imagenes de BAM revelaron que durante el proceso hidrolitico SM — Cer
ocurre nucleacién y crecimiento de tamafio de dominios condensados enriquecidos en
Cer. Se observé una interesante diferencia morfolégica entre los dominios generados
por la accion de la SMasa cuando el sustrato era 16:0 SM que cuando era h-28:4 SM,
los cuales adoptaron una forma estrellada y redondeada, respectivamente (Fig. 27). La
topografia de superficie obtenida por la actividad enzimatica para monocapas de h-
28:4 SM a tiempos largos de reaccion (esto es, cuando la misma habia concluido)
llevé a la formacion de dominios vermiformes (Fig. 27), creados por fusion de los
dominios redondedados formados previamente. Esta tendencia no se observo en la
seccion anterior al usar premezclas conteniendo altas relaciones h-28:4 Cer / h-28:4

SM ni en las muestras conteniendo h-28:4 Cer pura.
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Tablas y Figuras — Resultados llI

TABLA 6. Analisis comparativo de parametros fisicos de SM y Cer en monocapa a

30 mN/m.

Esfingomielinas Ceramidas
Acido graso 16:0 18:1 h-28:4 16:0 18:1 h-28:4
MMA (A%/molec) 47+1°  60+1° 83+1 41+1 50 + 2 58 + 4
Cs™ (mN/m) 160+3  106+6 90+9 433+10 91+6 74+9
D (10*. um?ss)” 57+10 1370+80 1240 + 130 40+7  785+60  11+3

AG. (kcal/mol)*  035+0.01 0.36+0.01 0.57+0.04

AV (mV) 297 + 14 199+ 7 156 + 5

Estado de fase LE-LC LE LE

0.07+0.01 0.30+0.05 0.72+0.02

513+20 274+ 6 248 +5

S LE LC

2 Tomado de la referencia 49

® Calculado a partir de 15-20 experimentos de seguimiento de particula Unica,

empleando la Ecuacion 14.

“Integrando la isoterma de compresion entre valores de 1 de 1 a 35 mN/m.
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Figura 23. Seguimiento de particula Unica de microesferas de latex en monocapas de
diferentes esfingomielinas y sus correspondientes ceramidas. Se muestra para un

experimento

representativo,

el

desplazamiento cuadratico medio

(MSD) de

microesferas de 3 um en monocapas de SM y Cer puras, calculado a diferentes
intervalos de tiempo (8t), medidos en segundos. Los simbolos representan monocapas
de SM (cuadrados) y de las correspondientes Cer (circulos) a 30 mN/m. En cada panel
se comparan los pares de SM y Cer, A) con 16:0, B) con 18:1 y C) con h-28:4. Abajo
se representan esquematicamente las estructuras de las tres SM y de las tres Cer aqui
mencionadas.
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Figura 24. Isotermas de compresibn de monocapas compuestas por diferentes
proporciones de h-28:4 SM y h-28:4 Cer. Se muestra el comportamiento de
monocapas compuestas por h-28:4 SM pura (linea negra soélida), de h-28:4 Cer pura
(linea gris sélida), y de las mezclas con diferentes relaciones molares de Cer/SM: 0.1
(linea gris discontinua), 0.25 (linea gris punteada), 0.5 (linea negra discontinua), y 0.75
(linea negra punteada) a una temperatura de 22 °C. Cada curva muestra un
experimento representativo que difiere en menos de 2 A%’molécula y 2 mN/m de sus
réplicas. El inserto muestra que el area bajo la curva de la isoterma experimental de la
monocapa que contiene Xce= 0.5 (linea negra discontinua) es mayor que el area bajo
la curva de la isoterma ideal (zona gris).
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Figura 25. Comportamiento de mezclas binarias SM/Cer. En el panel I) se presenta el
diagrama de fases de las mezclas, mostrando los valores de la presién de transicion
LE — LC (circulos blancos) y de la presién de colapso (circulos negros). En el panel II)
se representa el exceso de energia libre de compresion (AGe) de las monocapas
puras y binarias, calculado como la diferencia entre el area bajo la curva de
compresion (desde 1 mN/m a 35 mN/m) de cada monocapa y el area bajo la curva de
la respectiva curva ideal. En el Ill) se grafica el valor del momento dipolar molecular
perpendicular a la interfase (U.); y en el panel IV) se describe el valor del area
molecular promedio (MMA) de las mezclas a 30 mN/m en funcién de la composicion.
La linea discontinua representa el comportamiento esperado para una mezcla ideal.
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Figura 26. Coexistencia de fases de h-28:4 SM y h-28:4 Cer en monocapas de
Langmuir. A) Imagenes de microscopia de angulo de Brewster (BAM) a 30 mN/m de
mezclas en monocapa conteniendo SM y 1) 0.25, II) 0.50, IIl) 0.75 (fraccién molar) de
Cer y IV) h-28:4 Cer pura. El inserto muestra las mismas imagenes destacadas por
la aplicacion de un filtro. La barra en 1V) representa 50 um. B) Porcentaje de area
ocupado por la fase LC en monocapas a 30 mN/m (simbolos). La barra de error
(menor al tamafio del simbolo) indica el SEM de 4-10 fotos de dos experimentos
independientes. La linea punteada representa el porcentaje de area ideal, de
acuerdo con la regla de la palanca, que deberia ocupar la fase condensada de h-

28:4 Cer pura y en equilibrio con una fase LE con 0.25 mol % de Cer, segun las
ecuaciones 15y 16.
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+ SMasa
t =20 min

16:0 SM

t =23 min

h-28:4 SM

Figura 27. Imagenes obtenidas por BAM de dos especies de SM durante su
conversioén a las correspondientes Cer por accién de la esfingomielinasa (SMasa). Los
films estuvieron formados inicialmente (t = 0) por 16:0 SM pura a 10 mN/m y por h-
28:4 SM pura a 20 mN/m. Hacia la derecha se observan los efectos a distintos
tiempos (en minutos) después de haber agregado la enzima. El inserto muestra las
mismas imagenes, pero destacadas por la aplicacion de un filtro. El tamafio de la
barra en el primero de los paneles representa 50 pm.
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DISCUSION

1. Esfingomielinas con VLCPUFA en sistemas modelo de bicapa

1.1. Comportamiento de sistemas puros

El presente estudio mostr6 que las SM con VLCPUFA presentaron un
comportamiento mas cercano al de los glicerofosfolipidos con &cidos grasos
poliinsaturados que al de las especies de SM con acidos grasos saturados. En
liposomas de lipidos puros, la Tt representa la temperatura necesaria para transformar
una fase gel ordenada en una fase liquido cristalina desordenada. Nuestros estudios
de fluorescencia mostraron que, independientemente de la presencia o ausencia del
grupo hidroxilo, las especies mayoritarias de n-V y h-V SM compartieron la
caracteristica comun de tener valores de Tt muy bajos, esto es, por debajo de los 5 °C,
con la excepcién de n-32:5 SM y h-32:5 SM, cuyas Tt fueron cercanas a los 22 °C.
Esto permite concluir que las largas e insaturadas cadenas acilicas de estas SM, se
encuentran en un estado desordenado a temperatura fisiolégica, en contraste con la
conocida 16:0 SM, cuya Tt es de 42 °C, y con SM saturadas mas largas, como 18:0
SM o0 24:0 SM, cuyas Tt son aun mayores. Esta comparacion demuestra que en las
SM con VLCPUFA el posible efecto en aumentar la Tt que deberia resultar del inusual
largo de sus cadenas acilicas es contrarrestado holgadamente por el efecto que la
presencia de sus multiples dobles ligaduras ejercen para reducirla.

Pese a las diferencias en el largo de cadena y en el nimero de estas
insaturaciones entre las especies que componen las fracciones n-V SM y h-V SM, el
hallazgo de que los valores de GP fueran menores para las especies presentes en la
primera que para las correspondientes especies presentes en la segunda a todas las
temperaturas estudiadas indica que, aunque ambas se encuentran en el mismo estado
de fase, las h-V SM siempre se encuentran en un estado relativamente mas ordenado

gue sus contrapartes n-V SM. Una explicacion para esto es que la presencia del grupo

-102 -



Discusion
2-hidroxilo en las h-V SM introduce una fuerza de atraccion adicional entre las
moléculas que conforman la bicapa, debido a la formacién de puentes de hidrogeno
intermoleculares.

Esta conclusion encuentra apoyo en estudios previos sobre las propiedades
biofisicas de los glicolipidos, en los que la presencia de un grupo hidroxilo en la
posicién 2 de la cadena acilica estabiliza su interaccion e incrementa su temperatura
de fusion (Boggs et al., 1988; Singh et al., 1992). Dicho efecto también fue observado
en estudios realizados con SMs sintéticas, donde se determiné que la Tt es 5-10 °C
mas alta para las SM 2-hidroxiladas (h-16:0 SM y h-22:0 SM) que para sus
contrapartes no hidroxiladas (16:0 SM and 22:0 SM) (Ekholm et al., 2011).

La diferencia originada por la presencia del grupo hidroxilo también fue
observada en las mediciones de r empleando DPH (Fig. 8), ain cuando esta sonda
fluorescente tiene una localizacion diferente a la del Laurdan en la bicapa. El Laurdan
se posiciona principalmente en la interfase hidrofilica-hidrofébica (Antollini & Barrantes,
1998), con su cola de acido laurico interdigitada con las cadenas acilicas en la region
mas cercana a la superficie, por lo que sensa principalmente las caracteristicas
lipidicas en la region cercana a los grupos carboxilicos de los acidos grasos de los
lipidos. Por su parte el DPH tiende a localizarse mas cercano al core hidrofébico de la
membrana (Lakowicz et al., 1979), sensando variaciones en las regiones mas
profundas de la misma. Fue por lo tanto interesante que la influencia del hidroxilo en
las bicapas fuera lo suficientemente significativa como para que se pudiera detectar
también con esta sonda.

La localizacién de las sondas a distintas alturas de la bicapa nos brind6
informacion complementaria. La comparacion entre las distintas especies moleculares
con VLCPUFA nos permiti6 concluir que el Laurdan no fue capaz de discriminar
diferencias de longitud del acido graso entre n-28:4 y n-30:5 o entre h-28:4 y h-30:5
(Fig. 12). Esto puede atribuirse en parte a que el segmento saturado que estos acidos

grasos tienen entre el grupo carboxilo y la primera doble ligadura difiere poco (13
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carbonos en 28:4 SM, 12 carbonos en 30:5 SM). En contraste, al comparar el
comportamiento de estas mismas especies empleando DPH, éste revel6 un menor
grado de orden en la membrana con 30:5 SM que con 28:4 SM. Ello permite concluir
que el incremento en una doble ligadura en el acido graso ejerce un efecto mayor en
disminuir el orden en cercanias del centro de la bicapa que el que ejerce el incremento
en dos atomos de carbono en aumentar dicho orden.

Una interesante diferencia surgié al comparar las curvas producidas con cada
sonda a altas temperaturas (45 °C). Asi, mientras que con DPH los valores de r fueron
bajos y similares para las todas las SM en estudio, los valores de GP con Laurdan
fueron mas altos para las SM con VLCPUFA que para las fracciones de SM ricas en
acidos grasos saturados (Fig. 8). EI comportamiento del DPH fue el esperado,
consistente con el hecho de que, a esa temperatura, en la region del core hidrofébico
de la bicapa todas estas fracciones de SM se encuentran en un estado similar,
caracterizado por un alto grado de desorden. En cambio, lo que informaba el Laurdan
parecia paraddjico. Sin embargo, teniendo en cuenta que este marcador se localiza
superficialmente y que sensa principalmente el estado de los segmentos saturados de
las cadena acilicas, una explicacion para este comportamiento estaria dada por la
gran diferencia existente entre los acidos grasos de las SM estudiadas. En el caso de
las SM con &cidos grasos saturados y rectos, como el 16:0 o 18:0, tanto éstos como
las moléculas de SM tienen amplia libertad de movimiento en las bicapas a alta
temperatura, lo que explica el bajo valor de GP observado. En cambio, en el caso de
las SM con VLCPUFA los &cidos grasos, si bien tienen un segmento saturado y recto
de de entre 10 y 12 atomos de carbono, éste es seguido de una porcion mas grande,
de entre 18 y 20 atomos de carbono (de los cuales, entre 13 y 16 estan involucrados
en las 4 y 5 dobles ligaduras interrumpidas por metilenos, y 6 forman parte de la
porcion terminal). El valor de GP mas alto para éstas Ultimas que para las saturadas a
alta temperatura puede interpretarse como que este largo segmento impone una

importante restriccion a la libre movilidad de las moléculas de SM con VLCPUFA.
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Con la excepcion de las especies de mayor longitud de cadena (n-32:5 SM y h-

32:5 SM), la transicién de fase de las SM con VLCPUFA ocurre a temperaturas por
debajo de los 5 °C, en su mayor parte probablemente bajo cero, como es el caso de la
18:1 SM (Epand & Epand, 2004). Teniendo en cuenta datos experimentales del
laboratorio de Marsh (Marsh et al., 1990) utilizando una serie homoéloga de especies
de SM con acidos grasos saturados de 16 a 24 4tomos de carbono, la Tt se relaciona

con el nimero de atomos de carbono de la cadena acilica (N) de acuerdo con la

siguiente expresion:

Tt (°C) = 27.17 + 0.91 x N

Por lo tanto, una molécula de SM con una cadena de acido graso saturada de 32
atomos de carbono deberia tener una Tt de 56.3 °C, esto es, 30 °C mayor que el valor
experimental de ~21 °C que determinamos para la n-32:5-SM. Esto destaca el gran
impacto que tienen las dobles ligaduras sobre la Tt en el caso de la 32:5 SM.

Empleando la expresion anterior, se puede estimar que el aumento en ocho
atomos de carbono desde 16:0 SM a 24:0 SM incrementa la Tt en s6lo 7.3 °C, es decir
que cada disminucién en dos atomos de carbono en la serie contribuye con una caida
de s6lo 1.82 °C en la Tt. Es llamativo por lo tanto que la disminucién de dos atomos de
carbono entre las n- 0 h- 32:5 SM (Tt ~ 22 °C) y las n- 0 h- 30:5 SM (Tt bajo cero) lleve
a una caida en la Tt de méas de 20 °C. En el caso de acidos grasos monoenoicos, se
requiere una disminucion de seis atomos de carbono para observar una disminucion
similar en la Tt, ya que la de 24:1 SM es de 24 °C (Bjorkgvist et al., 2009), mientras la

de 18:1 SM es menor a 0 °C (Epand & Epand, 2004).

1.2. Interacciones de n-V SMy h-V SM con otros lipidos

El estudio de un sistema binario PC:SM, utilizando DMPC vy las distintas
fracciones de SM en estudio, mostré6 dos comportamientos bien definidos y opuestos:

mientras que el agregado de las especies ricas en acidos grasos saturados de SM
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aumento la Tt de la DMPC, el aumento de la proporcién de n-V o h-V SM la disminuyé
marcadamente. Esto es interesante porque complementa trabajos previos en los que
se invierten las caracteristicas de las cadenas acilicas de los lipidos pero se obtiene el
mismo efecto. Asi, la adicién de proporciones crecientes de una PC insaturada a una
membrana modelo formada por 16:0 SM, decrece progresivamente la Tt de esta Ultima
(Ruiz-Arguello et al., 2002). Por lo tanto, las n-V y h-V SM estarian jugando en nuestro
caso el rol de lipidos “fluidificantes”, contrario al consenso general de que en las
membranas celulares las SM son lipidos estructurales que restringen la movilidad
lipidica en las bicapas.

Si bien ambas subfracciones, n-V y h-V SM, disminuyeron la Tt de DMPC, el
hecho de la magnitud de esta disminucion fuese mayor con el agregado de n-V SM
gue con h-V SM fue consistente con las diferencias observadas entre los valores de
GP cuando estas SM fueron estudiadas en sistemas puros.

Las propiedades observadas hasta aqui sugirieron que, a diferencia de las
especies moleculares de SM mayoritarias (Jaikishan & Slotte, 2011), las n-V y h-V SM,
al tener un efecto “fluidificante” en una membrana, podria esperarse que no
segregaran en dominios condensados enriquecidos en SM/Col cuando se encuentran
en sistemas lipidicos mas complejos, como es el caso del sistema ternario
DOPC:Col:SM (1:1:1). Las dos estrategias experimentales empleadas en este estudio
confirmaron esta hipétesis. La tendencia que tienen las SM con acidos grasos
saturados de 14 a 24 atomos de carbono a segregar lateralmente con el Col es
favorecida por los valores relativamente altos de su Tt y por la baja miscibilidad entre
estos dominios relativamente compactos y los lipidos que en este sistema se
encuentran en un estado desordenado, en este caso la DOPC (Jaikishan & Slotte,
2011). La ausencia de segregacion de las subfracciones n-V o h-V SM con el
colesterol es consistente con el hecho de que la Tt de estas SM es baja. Estos
resultados sugieren que, a temperatura fisiologica, y en membranas naturales donde

las especies de SM saturadas y monoenoicas coexisten con las que contienen
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VLCPUFA, las primeras se encuentren formando dominios liquido ordenados mientras
que las ultimas se encuentren en areas mas “desordenadas” de la membrana, ricas en
GPL vy relativamente pobres en Col. Esta idea es apoyada por resultados
experimentales obtenidos en espermatozoides de toro. Estos se caracterizan por
contener una alta proporcién de SM (20 % del total de fésforo lipidico), la cual es muy
rica en n-VLCPUFA (aproximadamente el 70 % de sus acidos grasos) (Furland et al.,
2007a). Después de la exposicion de los espermatozoides a Tritdbn X-100 a una
temperatura de 4 °C, todas las especies n-V SM fueron halladas en la fraccién de
membrana soluble en el detergente, mientras que la pequefia fraccibn de membrana
insoluble en el mismo, representando los dominios lipidicos liquido-ordenados, se

encontré enriquecida en SM saturadas, principalmente 16:0 SM.

3. Esfingomielinas con VLCPUFA en sistemas modelo de monocapa

Los experimentos realizados en monocapas de Langmuir permitieron determinar
distintos parametros fisicoquimicos usualmente empleados para estudiar el
comportamiento de las moléculas organizadas en la interfase agua-aire. Esto permitié
obtener una valiosa informacion acerca de las interacciones que ocurren entre las
moléculas durante su empaquetamiento lateral, asi como de los cambios
termodindmicos implicados en ellas. Como en el caso de las bicapas, abordamos el
estudio desde una perspectiva comparativa, tomando como referencia a las SM
comunes y mayoritarias en las membranas celulares de muchas células, cuyas
propiedades ya han sido ampliamente caracterizadas.

Al estudiar su estado de fase, teniendo en cuenta las isotermas obtenidas a 22
°C, concluimos que cada una de las seis especies moleculares con VLCPUFA
mostraron un comportamiento similar al de la oleoil SM (18:1 SM), ya que como ésta
no presentaron quiebres que indicaran una transicion de fase y mostraron valores de

Cs™ bajos. Esto evidencié que estas moléculas de SM con VLCPUFA estudiadas se
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encuentran en un régimen liquido expandido, disponiendo de una alta libertad
conformacional.

Una caracteristica notable de estas SM fue que sus valores de MMA fueron
llamativamente grandes con respecto a los de las SM saturadas, lo cual indica que un
mismo numero de moléculas ocupa un area mucho mayor en la membrana. Ademas,
comparando los valores de MMA entre las seis especies con VLCPUFA estudiadas, se
hizo evidente que las h-V SM mostraron menores areas moleculares que las
equivalentes n-V SM. Cuando se obtuvieron las isotermas a 7 °C, s6lo n-32:5 SM y h-
32:5 SM mostraron transiciones de fase LE — LC de primer orden, siendo mas
pronunciada en la Ultima que en la primera.

Otro aspecto que se confirmdé con las SM espermaticas de rata en monocapa fue
gue las interacciones intermoleculares dadas por la presencia del grupo hidroxilo en la
posicion 2 de la cadena acilica en las h-V SM favorece las interacciones moleculares,
permitiendo un grado de empaquetamiento relativamente mayor que el de las n-V SM
durante el proceso de compresion, llevandolas a ocupar un area relativamente menor
en el plano. Ello fue consistente con el mayor grado de orden de las cadenas acilicas
observado para las h-V SM que para las n-V SM cuando estaban organizadas en
estructuras de bicapa, evidenciado por mayores valores de GP.

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en bicapa y monocapa fueron
consistentes ya que en ambos sistemas es posible encontrar especies moleculares de
SM con VLCPUFA que puedan sufrir cambios de fase al bajar la temperatura, en el
rango entre 37 °C y 5 °C, como fue el caso de las especies mencionadas. Puede
predecirse por lo tanto que esto también podria ocurrir en el caso de SM con
VLCPUFA de mayor numero de atomos de carbono. Los espermatozoides de grandes
mamiferos como el toro y el carnero, por ejemplo, contienen SM con 32 y 34 atomos
de carbono con 5 y 6 dobles ligadura (Furland et al., 2007a). Como el 32:5 en estas
SM pertenece a la serie n-3, el segmento saturado de su porcién acilica es méas largo

en un carbono (C16) que el del 32:5 n-6 aqui estudiado, mientras que para el 34:5 n-3
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este segmento tiene 18 carbonos de longitud. Estas SM podrian verse afectadas con
cambios de fase durante el enfriamiento que usualmente se emplea para conservar las
gametas.

El hecho de que las especies de SM con VLCPUFA son componentes exclusivos
de células germinales y espermatozoides maduros de mamiferos, localizandose en la
cabeza de estos Ultimos, sumado a las caracteristicas distintivas que estas SM
proporcionan a las membranas, sugiere que su presencia podria tener implicancias en
la fertilidad del espermatozoide. Aparentemente, cuando los espermatozoides se
encuentran en su entorno natural a temperatura fisioldgica, estas particulares SMs
estan naturalmente destinadas a no sufrir transiciones de fase y a no segregar
lateralmente con el colesterol dentro de dominios ordenados. Sin embargo, dichos
cambios de fase y/o interacciones podrian ocurrir cuando las gametas son sometidas a
bajas temperaturas, como es lo habitual para su conservacién, o durante los
procedimientos usuales en el laboratorio de investigacion.

El entorno lipidico altamente desordenado generado por las especies de SM con
VLCPUFA podria ser requerido para que proteinas especificas del espermatozoide se
encuentren en un estado funcional éptimo a temperatura fisiolégica. De esta manera,
una inoportuna segregacion lateral de fases que lleve a la separacién de estas SMs
del microambiente de las proteinas de membrana, podria inducir la colision de éstas, o
su inclusién forzada en dominios lipidicos mas ordenados, perdiendo de esta manera
su organizacion natural en la membrana. Esto podria causar la disfuncién de dichas
proteinas, la cual podria ir desde una activacion indeseada hasta una inactivacion

irreversible.

4. Ceramidas con VLCPUFA en sistemas modelo de monocapa

De la misma forma en que estudiamos las especies moleculares de SM, con las
seis especies moleculares de Cer con VLCPUFA se formaron monocapas de Langmuir

para obtener las isotermas de compresion a 22 °C. Este estudio nos permitio
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determinar que estas ceramidas se diferenciaron diametralmente, no solo de otras Cer
ampliamente distribuidas en la naturaleza (16:0 Cer, 18:1 Cer y 24:1 Cer), sino
también de las correspondientes especies de SM con la misma cadena acilica, en
cuanto a sus propiedades reoldgicas y de superficie.

En contraste con las SM, todas las especies de Cer con VLCPUFA mostraron
una transicion de fase en el rango de presién de entre 5 y 20 mN/m, siguiendo un
patron caracteristico en los valores de T, determinado por el largo de cadena y grado
de insaturacion de sus acidos grasos. Dichas transiciones se manifestaron como un
quiebre en las isotermas y por cambios en el proceso de nucleacion y crecimiento de
dominios LC, que fueron claramente observados mediante BAM.

Con esta técnica se pudo observar que las Cer con VLCPUFA se organizan en
dominios con bordes irregulares y forma de flor, los cuales permanecen separados
entre si hasta que la mayor parte del film se encuentra en la fase LC (Fig. 22). Este
mismo comportamiento fue observado previamente para otras especies de Cer (Dupuy
et al., 2011), y es caracteristico de la formacion de una fase LC con un mayor
potencial de superficie que el de la fase LE (ver tabla 3 para su comparacion). Esto
induce una repulsién molecular intra-dominio que lleva a la formacion de dominios con
formas no circulares (McConnell, 1991). A su vez este alto potencial genera un alto
grado de repulsion inter-dominio que impide la coalescencia entre los dominios de Cer,
lo que explica que éstos tiendan a disponerse en forma de una red organizada (Hartel
et al., 2005).

Distintos trabajos que estudiaron la relacion entre la estructura molecular de los
lipidos y sus estados de fase, mostraron que el acortamiento de la cadena acilica
(Dupuy et al., 2011), o la introduccion de un doble enlace en posicion 9 del acido
graso, como es el caso de la 18:1 Cer, lleva a la formacion de monocapas expandidas
gque se transforman en fases condensadas a altos valores de T, (Lofgren & Pascher,
1977). Estos valores para 18:1 Cer son considerablemente més altos que cualquiera

de los valores de m; de las Cer con VLCPUFA examinadas en este estudio. Sin
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embargo, cuando la doble ligadura en lugar de en la posicion 9 se encuentra en la
posicion 15 del acido graso, como es el caso de la 24:1 Cer, las moléculas pueden
empaquetarse formando una fase LC a temperatura ambiente (Holopainen et al., 2001,
Lofgren & Pascher, 1977) y exhibir una transicion LC — S muy similar a la que
muestra la 16:0 Cer.

Al igual que las correspondientes SM con VLCPUFA (Fig.11), en las especies de
30:5 Cer, 284 Cer y 32:5 Cer (Fig.19) hay 12, 13 y 14 atomos de carbono,
respectivamente, entre el carbono involucrado en la uniébn amida y la primera doble
ligadura de la serie de 4 o 5 dobles enlaces en conformaciéon cis que presenta la
cadena del acido graso. Este segmento tiene por lo tanto una longitud intermedia entre
los 9 carbonos del 18:1 y los 15 del 24:1. Coincidentemente, en monocapas, las
especies moleculares de Cer con VLCPUFA se comportaron de una manera
intermedia entre las especies con 18:1y las especies con 16:0 o 24:1, mostrando tanto
una fase LE como LC a temperatura ambiente (Fig. 21). La existencia de la fase LC
puede ser atribuida a sus porciones saturadas, las cuales facilitan interacciones de
Van der Waals entre las cadenas acilicas, mientras que la fase LE puede ser atribuida
a la presencia de sus numerosas dobles ligaduras, que promueven un comportamiento
mucho mas expandido, originado por el desordenamiento de sus cadenas acilicas y la
consecuente reduccion de su grado de empagquetamiento.

Como se menciond anteriormente, el médulo de compresibilidad Cs™ es uno de
los parametros mas empleados para caracterizar una fase lipidica en monocapa, pues
brinda informacion acerca de la elasticidad del film. Llamativamente, para las seis
especies moleculares de Cer con VLCPUFA analizadas los valores de Cs™ obtenidos
posteriormente a la transicion de fase, esto es, en el estado LC, fueron menores que
los obtenidos para 16:0 Cer y para 24:1 Cer en su fase LC (Holopainen et al., 2001,
Lofgren & Pascher, 1977), e incluso menores que los de glicerofosfolipidos en fase LC,

para los cuales el valor de Cs? es > 200 mN/m (Smaby et al., 1996; Smaby et al.,
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1997). Esto indica que las propiedades de la fase LC de las Cer con VLCPUFA no se
corresponden con las caracteristicas elasticas tipicas de una fase LC tradicional.

Un estudio minucioso de las propiedades reolégicas de estas ceramidas a partir
del calculo de parametros de difusion permiti6 complementar el analisis de las
propiedades de compresibilidad de los films. Asi, pudo confirmarse que, a 30 mN/m,
las monocapas puras de h-28:4 SM se encuentran en un estado LE, mientras las de h-
28:4 Cer pura se encuentran en una llamativa fase LC. Esta fase es al mismo tiempo
facilmente compresible pero con una alta restriccion de la difusion, ya que mostré
valores de difusién inclusive mas bajos que la 16:0 Cer en el estado solido (Fanani &
Maggio, 2010). Es importante destacar que es la primera vez que se adjudica este
comportamiento a un lipido, sin embargo un comportamiento semejante ha sido
descrito para polimeros en monocapa en un régimen semidiluido y buenas condiciones
de solvente (Martin, 2010). Dichos films de polimeros muestran tanto un bajo valor del
médulo de compresibilidad como bajas propiedades de difusion, atribuido a que las
estructuras de larga cadena forman una intrincada red y presentan un enrollamiento de
esas largas cadenas.

En concordancia con las correspondientes SM, las especies de Cer con
VLCPUFA mostraron un mayor valor de MMA respecto a las Cer ordinarias, tanto en
su estado LE como LC (Fig. 21), siendo estos valores mayores a medida que aumento
la longitud del acido graso (28 < 30 < 32). Otra concordancia fue que en las Cer
también se evidencié que el empaquetamiento molecular y el grado de ordenamiento
de las cadenas fue menor para las n-V Cer que para las h-V Cer, lo que se reflejo en el
hecho de que éstas Ultimas ocuparon una menor area y presentaron transiciones de
fase LE — LC mas pronunciadas y cooperativas (Fig. 21).

Asi, en las h-V Cer se confirmé la capacidad de los grupos hidroxilo en posicion
2 de la cadena del acido graso de promover una mayor interaccion intermolecular,
promovida por uniones tipo puente hidrégeno entre ellos, de manera adn mas
pronunciada que en el caso de las SM h-V. Esto puede deberse a que, al carecer del
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grupo fosforilcolina y exponer tan sélo un pequefio grupo hidroxilo como cabeza polar,
disminuye el impedimento estérico y permite un mayor acercamiento entre las

moléculas a la altura de la seccién hidrofébica de la membrana, facilitando a una

mayor interaccién entre ellas.

Al igual que sus contrapartes SM, se evidencié que las Cer con VLCPUFA se
encuentran con sus Aacidos grasos en una conformacién curvada, siendo esta
caracteristica aun mas marcada en las n-V Cer que en las h-V Cer. Esto se condice
con el hecho de que los valores de Th obtenidos para las seis especies de Cer con
VLCPUFA fueron alin menores que los obtenidos para las Cer de cadena mas corta
utilizados como referencia. Ademas, también en concordancia con lo observado
previamente en el caso de las SM, las especies n-V Cer formaron membranas de
menor valor de Th, esto es, menor espesor, que las correspondientes h-V Cer. En la
Figura 28 se resumen esquematicamente algunas de las propiedades distintivas de

estas SMy Cer.

D ~40x 10 pm?/s D ~1370x 10 pm?/s
> «> —>

16:0 SM
16:0 Cer
=) Cs'alta ) cCs'baja &=
(~800mN/m) (~100 mN/m)
D ~11x10*um?/s D ~ 1240 x 10* pm?/s

h-28:4 SM
h-28:4 Cer

)
(~70 mN/m) (~80 mN/m)

Figura 28. Representacion esquematica de films enriquecidos en SM y Cer con
coexistencia de fases. El objeto cilindrico representa el volumen ocupado por 16:0 SM
(azul), 16:0 Cer (naranja), h-28:4 SM (violeta) y h-28:4 Cer (magenta). Las lineas
rectas dentro del cilindro naranja representa a las dos cadenas hidrocarbonadas de
16:0 Cer, en una conformacion extendida en fase sélida, mientras las lineas curvas
dentro del cilindro magenta representan las cadenas enrolladas de h-28:4 Cer en una
fase liquido condensada laxa. Las fases enriquecidas en SM estan representadas en
un estado liquido expandido. Las flechas sobre cada fase representa la movilidad
lateral de los componentes de la fase de acuerdo con los experimentos de seguimiento
de particula Unica y las flechas de color debajo de cada fase representan las
propiedades de compresibilidad del film. Los valores de D y Cs ™ fueron extrapolados
de la Tabla 6.
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El mismatch hidrofobico (asimetria existente entre la cadena de esfingosina y el
de la cadena acilica) es otra caracteristica que distingue a las SM y Cer en estudio de
las mas comunes. Por ejemplo esta diferencia llega a ser de 14 carbonos entre la
esfingosina (C18) y el VLCPUFA 32:5. En trabajos previos se comparé el
comportamiento de ceramidas con acidos grasos saturados de distinto largo de la
cadena acilica (C10, C12, C14 y C16) en monocapas de Langmuir (Dupuy et al., 2011,
Smaby et al., 1996; Smaby et al., 1997), observandose que el espesor del fim vy el
momento dipolar de superficie del estado condensado se incrementaban con el largo
de la cadena. Varias de las caracteristicas que fueron observadas en la superficie
(electroestatica, topografia y espesor de los films) en estas ceramidas fueron
atribuidas al mismatch hidrofobico. Dichos resultados apoyaron la idea de que en el
estado LC, el segmento de la esfingosina que excede el largo de la cadena acilica del
acido graso se encuentra flexionado sobre este Ultimo, aliviando asi el mismatch
hidrofébico y manteniendo en lo posible las interacciones hidrofébicas (Dupuy et al.,
2011). En el caso de nuestras SM y Cer con 28-32 atomos de carbono se observa un
mismatch en el sentido opuesto, es decir que el largo de la cadena acilica excede en
muchos atomos de carbono al largo de la esfingosina. En este caso el segmento
excedente del acido graso es el que se encontraria curvado sobre la relativamente
mas corta cadena de la esfingosina, tal como sugieren los valores del espesor semi-
empirico de los films de estas especies de SMy Cer.

Si bien no es factible en la préactica realizar estudios en bicapa con Cer puras
como los hechos previamente con SM puras, analizando su comportamiento en
monocapas de Langmuir es posible inferir ciertos aspectos de su comportamiento si
estuviesen organizadas en fase bulk. Asi, mediante una estrategia metodolégica
previamente empleada para glicoesfingolipidos (Maggio, 1994), calculamos la Tt de las
especies de Cer con VLCPUFA, estimando que estas Cer mostrarian transicion de
fase a temperaturas entre 36 °C y 53 °C cuando se encuentran formando estructuras

en fase bulk (Tabla 5). Esto permite pensar que a temperatura fisiologica las Cer con
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VLCPUFA se encontrarian en un estado de fase mas condensado que las respectivas
SM con VLCPUFA, ademas de poseer propiedades reoldgicas completamente
diferentes.

Sumado a las propiedades termotropicas y de superficie, un parametro de gran
importancia de los lipidos son sus propiedades geométricas. Como fue propuesto
previamente (Israelachvili et al., 1980; Maggio, 1985) la geometria molecular
determina la adopciébn de estructuras supramoleculares favorables, por ser
energéticamente estables. Debido a su pequefia cabeza polar en relacion a sus dos
segmentos hidrofébicos, todas las especies moleculares de Cer se encuentran en el
grupo de moléculas con forma de “cono invertido”. Como regla general, en un medio
acuoso y en situaciones en que se acumulan en una membrana debido a su
produccion aumentada a partir de esfingolipidos (Maggio et al., 1988), esta
caracteristica geométrica favorece la formacioén de estructuras con curvatura negativa
en dichas membranas (Maggio et al., 1978; Maggio, 1994). La larga y abultada cadena
acilica de las Cer con VLCPUFA podria potenciar aun mas este efecto,
particularmente en el estado expandido, por lo que la presencia de estas moléculas
podria jugar un rol importante en favorecer eventos de fusién que ocurren en la cabeza
del espermatozoides durante la reaccién acrosomal, un proceso que requiere que en

la membrana se formen intermediarios lipidicos con curvatura negativa.

Aspectos termodinamicos

Los cambios que ocurren durante el proceso de compresion de las especies
moleculares en estudio, llevado a cabo a 22 °C y 7 °C, mostraron que las SM con
VLCPUFA presentaron valores de AG; mayores que las SM de cadena mas corta
usadas como referencia. Esto significa que el ordenamiento durante el proceso de
compresion de la larga y abultada cadena acilica de las primeras requiere una mayor
energia que el de las segundas. El mismo analisis revel6 que estas SM mostraron una

llamativa diferencia con el comportamiento de las correspondientes ceramidas.
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Considerando que, por un lado, durante la compresidon ocurre una pérdida de
entropia que resulta del ordenamiento molecular, y que por otro la disminucion de la
temperatura favorece la formacién de un estado mas condensado, que lleva a una
menor variacion entrépica, parecia légico esperar que el valor de la variacion de la
energia libre de compresion (AG,) fuera menor cuando menor fuera la temperatura a la
cual se realizaba la compresién. Sin embargo, este fue el caso sélo para las especies
moleculares de Cer con VLCPUFA, que mostraron una disminucién del AG. cercana al
34 % cuando la monocapa fue enfriada de 22 °C a 7 °C, mientras que los valores de
AG, obtenidos para las SM con VLCPUFA permanecieron constantes pese al
enfriamiento. Esta diferencia puede atribuirse a la cabeza polar, que en el caso de
estas SM es el grupo fosforilcolina, grande, altamente polar e hidrofilico, y en el caso
de las Cer es s6lo un pequefio grupo hidroxilo.

En trabajos previos los esfingolipidos simples Cer y galactosil-Cer mostraron
valores negativos del cambio de la entropia durante la compresion (AS.), mientras que
los gangliésidos, mas complejos por contener cabezas polares grandes y altamente
hidratadas, mostraron valores positivos de AS. (Fidelio et al., 1986; Maggio, 1994).
Estos contrastes fueron atribuidos a que durante la compresion, en los esfingolipidos
con mayor cabeza polar el incremento de la libertad causado por la pérdida de
moléculas de agua desde la esfera de hidratacion del grupo polar es un importante
contribuyente al aumento de la entropia, el cual se opone a la entropia negativa que
deriva del ordenamiento de las cadenas acilicas que también ocurre al comprimir.
Nuestros resultados también pueden ser explicados mediante la relacién entre estos
dos factores opuestos. Asi, los menores valores de AS. obtenidos para las SM
comparado con las respectivas Cer reflejarian la resultante entre la disminucion del
orden causada por la salida de las moléculas de agua asociadas a la porcion
fosforilcolina y el aumento del ordenamiento de las cadenas acilicas durante el

proceso de compresion.
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5. Propiedades de films conteniendo mezclas de esfingomielinay ceramida

Teniendo en mente que un resultado de la reaccién acrosomal es que se
produce la reaccion irreversible SM — Cer, como consecuencia de lo cual la cabeza
espermatica se vuelve rica en Cer, y conociendo que tales SM y Cer en los
espermatozoides contienen VLCPUFA, nos preguntamos qué pasaria biofisicamente
durante esta conversion. El siguiente paso fue, por un lado, estimar el comportamiento
de las mezclas SM/Cer con VLCPUFA en distintas condiciones de equilibrio, y por
otro, evaluar los efectos de la conversion SM — Cer mediada por una
esfingomielinasa, esto es, una condicion fuera del equilibrio, sobre las propiedades de
los films.

El estudio en monocapas de sistemas compuestos por distintas proporciones de
h-28:4 SM y h-28:4 Cer permiti6 ahondar en el conocimiento de su miscibilidad.
Nuestras experiencias se inspiraron en un trabajo previo en el que se realiz6 un
estudio minucioso de la solubilidad de las especies moleculares de Cer con distinto
largo de su cadena acilica realizado en sistemas modelo de bicapa formados con 16:0
SM (Westerlund et al., 2010). En él se demuestra que la 16:0 Cer presenta una baja
solubilidad en los dominios ricos en 16:0 SM, mientras que la mas larga e insaturada
24:1 Cer muestra una mayor solubilidad en la correspondiente SM. En nuestro caso, la
h-28:4 Cer presentd una solubilidad ain mayor que la de ésta ultima en films formados
por h-28:4 SM (Xcer ~ 0.25). Asi, hasta una Xcer ~ 0.25, el film se encontr6 homogéneo,
mostrando una Unica fase, y s6lo al incrementar la proporcion de h-28:4 Cer por
encima de este valor comenzé a aparecer una fase enriquecida en Cer. Sin embargo,
debido a la relativamente alta solubilidad entre ellas, una parte de la h-28:4 SM quedé
incluida en los dominios condensados de h-28:4 Cer. Esta conclusion fue apoyada por
la mayor cobertura de la superficie de las monocapas por la fase LC de la que se
podria esperarse segun la regla de la palanca (Fig. 26 B) y por la disminucién del area

molecular promedio de las mismas monocapas en el mismo rango de composiciones
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(Fig. 25-1V). Esto es, al aumentar la proporcién de Cer, el comportamiento de estas
mezclas se aleja del ideal.

Esta conclusién encontré apoyo en una observaciébn similar reportada
previamente para la mezcla 16:0 SM/16:0 Cer en monocapa, realizada con el mismo
enfoque (Busto et al., 2009). A bajas presiones (< 15 mN/m), la 16:0 SM pura se
encuentra en estado LE y la 16:0 Cer en fase LC. A estas presiones, la solubilidad de
16:0 Cer en la fase LE es muy baja (XFcer ~ 0.05), y la composicion de la fase LC
muestra un alto contenido de SM (XLCCer ~ 0.4) (Busto et al., 2009). Esto fue
interpretado por los autores como un punto composicional favorecido por ser
termodindmicamente estable, conclusion que fue confirmada posteriormente en
sistemas de bicapa (Leung et al., 2012).

Cuando comparamos la actividad de la SMasa en monocapas formadas por h-
28:4 SM y 16:0 SM, determinamos que la enzima presentd actividad significativa con
las primeras a presiones altas, a las cuales la actividad enzimatica sobre la segundas
es nula (por ejemplo, a presiones superficiales ™ > 20 mN/m). Atribuimos esta
diferencia a que las monocapas de h-28:4 SM mostraron un estado de fase LE en un
rango mas amplio de valores de 1 que las de 16:0 SM. La reaccion SM — Cer sélo
puede tener lugar cuando la enzima presente en la subfase agua-aire tiene la
posibilidad de ubicar correctamente en su sitio activo la cabeza polar de su sustrato
SM, por lo cual encontrard restringido su acceso al mismo si el sustrato SM se
encuentra en el estado condensado. Esta interpretacion es consistente con trabajos
previos en bicapa (Ruiz-Arguello et al., 2002; Ruiz-Arguello et al., 2002) y en
monocapa (Fanani et al., 2010) en los que se concluy6 que la SMasa tiene una gran
sensibilidad por el estado de fase de su sustrato, y en los que se interpreté que dicho
estado tiene un importante efecto regulador sobre la actividad enzimética.

Con respecto a la actividad enziméatica medida, ésta fue similar aunque
levemente menor en la monocapa de h-28:4 SM que en la de 16:0 SM. Esto podria
deberse a que la enzima tuviese mayor afinidad o “preferencia” por 16:0 SM que por h-
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28:4 SM. Sin embargo, observamos que la SMasa de Bacillus cereus exhibié una
actividad similar con dos sustratos diferentes, 16:0 SM y 18:1 SM, cuando se
encuentran en el mismo estado de fase (datos no mostrados). Un factor de mayor
importancia para explicar esta diferencia es que el namero de moléculas/cm?, es
ostensiblemente menor para h-28:4 SM que para 16:0 SM (Fig. 16). Asi, comparando
dos presiones en las que ambos sustratos se encuentran en el mismo estado de fase,
el film formado por 16:0 SM tiene una densidad de superficie de 1.52 x 10"
moléculas/cm?, mientras que el formado por h-28:4 SM contiene 1.075 x 10
moléculas/cm? (~ un 30 % menos). Esta idea se encuentra soportada por un trabajo
previo en el que se determind que la enzima empleada para realizar este estudio
responde en una forma Michaeliana a la densidad de superficie del sustrato (Fanani &
Maggio, 2000).

La forma que adoptan los dominios de Cer generados por la SMasa tiene
relacion con las diferencias de potencial de superficie existentes entre el sustrato y el
producto generado, lo que determina el tipo de interaccién que prevalece, esto es, 0
bien la repulsion intradominio, o bien la tension de linea (Fanani et al., 2010). Asi,
entre las monocapas puras de 16:0 SM y de 16:0 Cer, la diferencia de potencial de
superficie es > 200 mV, mientras que entre monocapas puras de h-28:4 SM y de h-
28:4 Cer dicha diferencia de potencial fue bastante menor (~ 90mV) (Tabla 6). Ello
explica que en el caso del primer par se favorezca la formacién de dominios con forma
estrellada, porque prevalece la repulsion inter-dominio, mientras que en el segundo
par dicha fuerza es menor, prevaleciendo la tensién de linea, lo que resulta en la
formacion de dominios redondeados con una menor relacién entre su borde y su area.

La diferencia en el grado de repulsion entre los dominios cuando hay fases
coexistentes de SM y Cer también es importante en determinar el patron de
organizacion estructural inter-dominio. La interfase 16:0 SM/16:0 Cer generada
enzimaticamente muestra un amplio rango composicional en el que los dominios se
ordenan en una red o grilla hexagonal, debido a que la repulsién inter-dominio
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predomina sobre la energia térmica (Hartel et al., 2005). En el caso de la interfase h-
28:4 SM/h-28:4 Cer, la menor repulsion inter-dominio, potenciada por el hecho de que
el sistema se encuentra fuera del equilibrio durante la accion de la SMasa, favoreceria
la fusion de los dominios redondeados enriquecidos en h-28:4 Cer, lo que explicaria la
formacion de las estructuras vermiformes observadas (Fig. 27).

Considerando los datos en conjunto, concluimos que aungue los films de h-28:4
SM/h-28:4 Cer mostraron varias similitudes con el par 16:0 SM/16:0 Cer, en el caso
del primer par, la accién de la SMasa con formacion de dominios enriquecidos en Cer
pudo ocurrir a una presién mayor, cercana a la presion promedio a la que se encuentra
una membrana biolégica. Ademas, el film de h-28:4 SM incorporé una mayor cantidad
de h-28:4 Cer dentro de la fase LE que el correspondiente par 16:0 SM/16:0 Cer y
promovié una textura de la superficie distintiva como consecuencia de la menor

repulsién dipolar inter-dominio.
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CONCLUSIONES

El primer logro importante en el desarrollo de esta tesis fue el aislamiento de las
fracciones de SM y de Cer enriquecidas en VLCPUFA, no hidroxilados y 2-
hidroxilados, esfingolipidos tipicos de las células germinales y espermatozoides de
rata, y de las especies moleculares mayoritarias contenidas en ellas. Utilizando
sistemas modelo de monocapa y bicapa de distinta complejidad fue posible obtener
datos que en algunos casos se confirmaron entre si y en otros se complementaron,
permitiendo afirmar que la mayoria de las propiedades de estas SM y Cer difieren
considerablemente de las correspondientes a las especies con acidos grasos
saturados y monoinsaturados conocidas, ubicuas en casi todos los tejidos de
mamifero.

En sistemas de bicapa se pudo determinar aspectos del comportamiento
termotropico de las SM con VLCPUFA, indagar sobre sus transiciones de fase,
determinar los efectos de su presencia sobre las transiciones de fase de un
glicerofosfolipido de propiedades biofisicas conocidas y evaluar su capacidad de
interactuar con el colesterol.

En sistemas de monocapa, tanto para SM como para Cer con VLCPUFA, se
pudo determinar sus transiciones de fase en funcién de la compresion, asi como
parametros hasta ahora desconocidos de su organizacién lateral, lo que incluye area
molecular, estructura que adoptan sus cadenas en el espacio y su capacidad de
difusién lateral en el plano de los films. También se pudo observar directamente,
mediante la microscopia de angulo de Brewster, los dominios de Cer en monocapas
mixtas de SM-Cer y en monocapas puras de SM por efecto de la conversion
enzimatica de SM en Cer.

La informacién recopilada a partir de ambos sistemas modelo empleados permite
concluir que las especies de SM con VLCPUFA a temperatura fisiologica, a diferencia

de las especies saturadas (p. €. 16:0 SM), se encuentran en un estado de fase liquido
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altamente desordenado. También concordaron en mostrar que soélo las especies
moleculares con cadena acilica mas larga, n-32.5 SM y h-32:5 SM, sufrieron
transiciones de fase como consecuencia de los cambios de temperatura y de presion
en los rangos estudiados. Asimismo, en ambos sistemas, tanto las SM como las Cer
que tienen un hidroxilo en posicion 2 de su acido graso presentan una mayor
interaccion entre ellas que las especies equivalentes que no poseen dicho grupo.
Cuando se encuentran en una bicapa formando sistemas mixtos con otros lipidos, las
SM con ambos tipos de VLCPUFA tienden a jugar el rol de lipidos “fluidificantes”,
disminuyendo la Tt de GPL saturados, como la DMPC, y a no formar dominios
ordenados ricos en colesterol, como lo hace la 16:0 SM.

Cuando estan en forma de monocapas puras, tanto las SM como las Cer con
VLCPUFA comparten algunas propiedades, entre las que se destaca el hecho de que
ocupan una gran area de superficie por molécula y forman films de espesor menor al
esperado. Estas propiedades permiten inferir que en las membranas ambas se
organizan con sus cadenas hidrofébicas parcialmente incurvadas sobre si mismas, lo
que concuerda con que su porcién distal es considerablemente mas larga que la
porcion esfingosina y que contiene una serie de varias dobles ligaduras.

Otras propiedades estudiadas mostraron diferencias entre las SM examinadas y
sus correspondientes Cer. Hallamos que ambas moléculas se encuentran en distinto
estado de fase a temperatura ambiente (LE para las SM y LC para las Cer). Ademas,
se observo que difieren significativamente en sus propiedades reoldgicas: las de Cer
resultaron ser atipicas ya que su fase LC es muy viscosa (como corresponde a una
fase LC) al mismo tiempo que tiene una baja compresibilidad (asemejandose en este
aspecto a una fase LE). Este comportamiento, similar al observado en los polimeros,
estaria dado por la disminuida libertad de movimiento que impondria, a estas especies
de Cer, el parcial enrollamiento de sus largas cadenas acilicas

Otro comportamiento inusual se observé cuando se estudio la coexistencia en

monocapas de SMy Cer con VLCPUFA. A medida que aumenta la proporcion de Cer,
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la mezcla ocupa un area menor que la esperada y, paralelamente, la fase LC presenta
una cobertura de la superficie del film mayor a la esperada. Este comportamiento,
distinto del ideal, permite inferir que la generacion de Cer con VLCPUFA a partir de las
respectivas SM modifica el estado de fase de estas ultimas. En el seno de los
dominios formados por estas Cer la solubilidad de la SM es relativamente mas alta, y
su difusién dentro de ellos esté relativamente mas restringida, que lo que ocurre en el
caso de los dominios de 16:0 Cer formados a partir de 16:0 SM.

La cabeza espermética contiene en su membrana plasméatica especies de SM
con VLCPUFA que, junto con otros lipidos insaturados, conforman un entorno lipidico
altamente desordenado. Al ser estas SM activamente hidrolizadas por una SMasa
durante la reaccion acrosomal, al terminar la misma la cabeza espermética llega a
estar relativamente enriquecida en Cer con VLCPUFA. El hecho de que esto resulta en
la nucleacion y crecimiento de dominios condensados ricos en Cer con propiedades
atipicas, podria estar relacionado con la funciéon de estas Cer en el espermatozoide,
esto es, formar dominios que doten a la membrana de propiedades biofisicas
especificas. Teniendo en cuenta que la SM se encuentra en la hemicapa externa de
esta membrana, y que en este caso la Cer favorece la formaciéon de estructuras
lipidicas con curvatura negativa, las Cer asi generadas podrian intervenir en los
eventos de fusion que se sabe tienen lugar in situ en la gameta, y que llevan a
incrementar la permeabilidad de su membrana plasmatica, permitiendo asi la salida
del contenido acrosomal. En vista de que estas Cer quedan asociadas a la gameta,
podrian también jugar un rol en la fertilizacién, al intervenir en la interaccién oocito-

espermatozoide.
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