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RESUM

La importancia de I'anomenat potencial dipolar de membrana per als sistemes biologics és
encara poc coneguda. Aquest potencial és generat per dipols moleculars presents a les mo-
lecules que constitueixen les membranes, com sén els associats als grups carbonil de I"enllag
ester dels fosfolipids i a I'enllag amida de les proteines, o el dipol que es forma entre el grup
fosfatiel grup colina de la fosfatidilcolina, aixi com els dipols de molecules d"aigua orienta-
des ala interfase lipid-aigua de les bicapes. En la present revisio es fa repas dels avengos que
s’han produit en Itltima decada pel que fa, principalment, a la mesura del potencial dipolar
de membrana mitjancant tecniques de fluorescencia, les quals, a través d’un metode de do-
ble longitud d’ona, han contribuit a I'estudi de la importancia d’aquest potencial electrosta-
tic en sistemes biologics. Es presenten exemples d’aquesta influéncia en la interaccié de
peéptids senyal amb membranes model, de peptids de fusié del virus d'immunodeficiencia
adquirida amb membranes model i cellulars, i de compostos organics com l'inhibidor de
la proteasa del virus d"immunodeficiéncia humana amb membranes model i cellularsienla
penetraci6 de compostos a través de la pell.
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SUMMARY

The relevance of the so-called membrane dipole potential in biological systems is not yet
well established. This electrostatic potential is generated by the molecular dipoles present
on the lipid and protein molecules, as for example the carbonyl groups of ester and amide
bonds, the dipole between the phosphate and choline groups of phosphatidylcholine and
the electric dipole associated to water molecules oriented at the lipid-water interface. In the
present paper we review the contribution that the development of fluorescence techniques
based on the application of a dual-wavelength method have made to the study of the role of
the dipole potential in biological systems in the past ten years. Examples are presented
of the influence of this potential on the interaction of signal peptides with model membra-
nes, the interaction of HIV fusion peptides with model and cellular membranes, the interac-
tion of the HIV protease inhibitor, saquinavir, with model an cellular membranes and the

transdermal delivery of drugs.

INTRODUCCIO

L’any 1972 Singer i Nicolson proposaren
el model anomenat de mosaic fluid sobre I'es-
tructura de les membranes biologiques (per
a una revisio, veg. Singer, 1992), que consis-
teix en una bicapa lipidica fluida a la qual
s’associen proteines periferiques i integrals.
Al llarg dels anys el model ha anat gua-
nyant en complexitat, tant estructural com
dinamica; a la riquesa en composici6 lipidi-
ca s’ha d’afegir la presencia a la superficie
de la bicapa de les estructures hidrofiliques
de les proteines integrals i les proteines pe-
riferiques, que en ambdoés casos estan fre-
qlientment glicosilades o associades a poli-
mers altament sulfatats, coneguts com a
glicans. També és ben coneguda la possibili-
tat de translaci6 lateral tant de lipids com
de proteines en el si de la bicapa, aixi com la
possibilitat de moviment dels lipids des
d'una capa a l'altra (flip-flop). Finalment,
avui dia és ampliament acceptada 'existen-
cia de microdominis estructurals rics en co-
lesterol i esfingolipids en el si de la mem-
brana, coneguts com a rafts o caveolae, la
importancia dels quals en tota mena de pro-
cessos associats a membranes guanya un
significat creixent. El model de Singer i Ni-

colson representa la base conceptual que
permet la interpretacié del paper que les
membranes, amb tota la complexitat descri-
ta anteriorment, juguen en multitud de pro-
cessos cellulars i fisiologics, com ara la
transduccié de senyals, el reconeixement
cellular, el metabolisme energetic i diversos
processos patologics. Les membranes fan
possible la compartimentacié d’aquests
processos i el seu caracter vectorial, i juguen
aixi un paper fonamental en el manteni-
ment dels sistemes apartats de l'equilibri
termodinamic, caracteristica fonamental
dels éssers vius.

La caracteritzacié molecular de I'estruc-
tura de les membranes biologiques resulta,
per tant, essencial per a definir la naturalesa
de les interaccions entre els diferents com-
ponents de les biomembranes, i els parame-
tres fisicoquimics que en governen la inter-
acci6 amb molecules. Juntament amb
I'efecte hidrofobic (White i Wimley, 1998),
les interaccions electrostatiques es troben a
la base dels processos pels quals les molecu-
les s'uneixen a membranes biologiques o
s’hi insereixen, ja sigui a través de receptors
especifics o directament a la bicapa lipidica.
Aixi, és logic pensar que els camps eléctrics
derivats dels potencials electrostatics asso-
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ciats a biomembranes afectaran aquest tipus
d’interaccions, les quals representen una
contribuci6 rellevant a I'energia lliure total
d’unié i/ o insercio.

Normalment trobem associats a bio-
membranes tres tipus diferents de poten-
cials electrostatics: el potencial transmem-
brana, el potencial de superficie i el
potencial dipolar. El potencial transmembra-
na, conegut normalment com a potencial de
membrana, és el que ha estat més ben caracte-
ritzat dels tres, i resulta del gradient de ca-
rregues electriques a través de la membrana
(Mitchell 1968; Nicholls i Ferguson, 1992). El
paper d’aquest potencial en processos com
la conduccié de I'impuls nerviés o la sintesi
d’ATP és ben conegut. El potencial de su-
perficie és generat per les carregues electri-
ques a la superficie de la membrana. La teo-
ria fisica que descriu la manifestacié
d’aquest potencial segons el model de
Gouy-Chapman-Stern ha estat revisada per
MacLaughlin (1989) i Cevc (1990). El poten-
cial de superficie pot afectar el curs de reac-
cions que tenen lloc a la superficie de la
membrana i un nombre divers de processos,
com els que impliquen l'associaci6 de pep-
tids carregats positivament amb membra-
nes. Els péptids antimicrobians (Zhang et
al., 2001) i hemolitics (Hristova et al., 2001),
peptids senyal (Golding et al., 1996), la tiro-
sina cinasa c¢-SRc (Murray et al., 1998) i el
substrat miristoilat ric en alanina de la pro-
teina cinasa C (MARCKS) (Wanget al., 2001)
en sé6n exemples eloqiients.

Finalment, el potencial dipolar de mem-
brana, generat per dipols moleculars pre-
sents a les molecules que constitueixen les
membranes, és el menys caracteritzat dels
tres i el seu paper en processos biologics
s’esta tot just comencant a dilucidar. A la
seva descripci6 i a la presentacié d’exem-
ples en els quals adquireix significat biolo-
gic es dedica la resta d’aquesta revisio.

EL POTENCIAL DIPOLAR DE
MEMBRANA

El potencial dipolar de membrana té el
seu origen en polaritzacions associades a les
molécules de fosfolipids i proteines. Els di-
pols que trobem a les molecules lipidiques
son els associats al grups carbonil de I’enllag
éster i als enllacos fosfor-oxigen dels fosfats
ifosfor-nitrogen dels grups fosfaticolina. A
les proteines, I’acoblament del moment di-
polar del carbonil de I'enlla¢ peptidic déna
lloc a moments resultants d'important mag-
nitud, com els associats a les heélixs a. D’altra
banda, els moments dipolars de les molecu-
les d’aigua orientades a la interfase lipid-ai-
gua semblen també contribuir al potencial
dipolar, encara que la importancia d’aques-
ta contribuci6 es motiu de certa controversia
(Brokmann, 1994; Clarke, 2001). La resultant
vectorial del moments dipolars d’una mei-
tat de la bicapa és positiva cap a I'interior de
la membrana. El potencial dipolar pot arri-
bar a ser de centenars de milivolts, una mag-
nitud important comparada amb la del po-
tencial de superficie, normalment d’unes
desenes de milivolts. La magnitud del po-
tencial dipolar de membrana augmenta
molt rapidament quan passem de la superfi-
cie de la membrana a la interfase (figura 1),
on es déna un gradent de polaritat (transicié
des de la fase aquosa a la fase hidrofobica de
les cadenes alifatiques de 'interior de la bi-
capa), i té un efecte sobre els cossos polarit-
zats, com ara els grups polars de peptids i
proteines, en un espai de tan sols al voltant
d’un nanometre.

MESURA DEL POTENCIAL DIPOLAR
DE MEMBRANA

En el cas de monocapes lipidiques a la in-
terfase aigua-aire o aigua-oli, és possible de-
terminar potenciometricament la magnitud
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Figura 1. Valor del potencial eléctric associat a una bica-
pa lipidica, en abséncia de potencial transmembrana (-.-.-).
Contribuci6 del potencial dipolar de membrana (----). S’in-
dica la posicio putativa de la sonda di-8-ANEPPS i la seva
estructura.

del potencial dipolar (Brockmann, 1994). En
el cas de bicapes lipidiques, en canvi, aquest
tipus de mesura no és possible a causa de
consideracions teoriques, i del gruix reduit
de la bicapa (Brockmann, 1994). En bicapes
lipidiques, el potencial dipolar s’ha estimat
normalment a partir de la cinética del trans-
port d’anions i cations hidrofobics a través
de la membrana (Franklini Cafiso, 1993). Va
ser precisament el fet que el transport d’a-
nions hidrofobics és unes 10° vegades més
rapid que el de cations (en membranes mo-
del neutres i absencia de potencial trans-
membrana) el que va portar a la formulacié
del concepte de potencial dipolar.

D’altra banda, Seelig et al. (1987) establi-
ren un meétode qualitatiu basat en la mesura

de la separaci6 quadrupolar de les mole-
cules de fosfolipid marcades amb deuteri,
com a conseqiiéncia de la pertorbaci6 del
moment dipolar del cap polar a causa de va-
riacions en el potencial dipolar (un cop cor-
regida la contribucié del potencial de su-
perficie).

Durant els tltims vint anys, el desenvo-
lupament de sondes, la fluoresceéncia de les
quals varia en funci6 del camp eléectric se-
gons un mecanisme electrocromic, o de des-
plagament de la carrega molecular (Loew et
al., 1979), ha permes disposar d"una eina ad-
dicional per a seguir de manera principal-
ment qualitativa els canvis en el potencial
dipolar i el potencial transmembrana (les
mesures de variacié del potencial dipolar,
per tant, s"han de portar a terme en abseéncia
de variacions del potencial transmembra-
na). La fluorescencia d’aquestes sondes no
és sensible a canvis en el potencial de super-
ficie (Gross et al., 1994; Cladera i O’Shea,
1998). Exemples d’indicadors fluorescents
d’aquest tipus son la betaina 1-(3-sulfonato-
propil)-4-[B[2-(di-n-octil-amino)-6-naftil]vi-
nil] piridina, coneguda com a di-8-ANEPPS
(figura 1) i la forma di-n-butil-amino, o di-4-
ANEPPS, aixi com la N-4(sulfobutil)-4-(4-
(p-(dipentilamino)fenil) butadienil)-piridi-
na, coneguda com a RH421 (Clarke i Cane,
1997).

Tal com demostraren Montana et al.
(1989), la intensitat de la fluorescencia d’a-
questes sondes, tot i respondre a canvis en el
camp electric, es pot veure afectada per con-
tribucions artifactuals, com ara les que s’ori-
ginen a conseqtiéncia de la interaccié direc-
ta entre els compostos objecte d’estudi i les
sondes. El desplacament del maxim de l'es-
pectre d’excitaci6 (al voltant de 468 nm) és,
en canvi, tal com demostren els autors, sen-
sible inicament a variacions del camp elec-
tric. Per a seguir el desplacament del ma-
xim, i tal com s’illustra a la figura 1, s’ha de
calcular l'espectre de diferencia després
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de normalitzar la intensitat dels espectres
d’excitaci6 (abans i després de la pertorbacié
que causa la variacié del camp electric). En
el cas de compostos que causen un augment
del potencial dipolar de membrana (com el
6-cetocolestanol) I'espectre de diferéncia re-
flecteix un desplacament cap al blau, amb
un maxim al voltant de 450 nm i un minim al
voltant de 520 nm. Compostos com la flore-
tina, que causen una disminuci6 del poten-
cial dipolar, originen un desplacament cap
al vermell, amb un minim a 450 i un maxim
a 520 nm. L’existéncia d’aquests maxims i
minims en l'espectre de diferéncia, ha per-
mes, també, el disseny d’un meétode de do-
ble longitud d’ona d’excitaci, consistent a
illuminar la mostra a 4501 520 nm, tot mesu-
rant la relaci6 d’intensitats de la llum emesa
a 580 nm (maxim d’emissi6). Aixo permet el
seguiment de la variaci6 de la relacié
R(450/520), la qual reflecteix el desplaca-
ment del maxim d’excitaci6 i, per tant, les
variacions del potencial en funcié del temps
(figural).

Lesseccions segtients es dediquenaillus-
trar 'aplicaci6é d’aquests metodes a 'estudi
de la influencia del potencial dipolar de
membranaenlainteraccié de moléculesamb
membranes.

INFLUENCIA DEL POTENCIAL
DIPOLAR EN LA INTERACCIO DE
MACROMOLECULES AMB
MEMBRANES

En comparacié al potencial transmem-
brana o al potencial de superficie, la impor-
tancia del potencial dipolar per als sistemes
biologics fa molt poc que s’ha comengat a
posar de manifest. L’existencia d"una barre-
ra, 'origen de la qual s’associa als dipols
moleculars presents a la membrana i que
afectava la translocacioé d’ions hidrofobics,
era coneguda des de 1969 (Liberman i To-

play, 1969), perd només al llarg dels daltims
sis o set anys han aparegut treballs que illus-
tren la influencia d’aquests dipols en la
interaccié entre macromolécules i membra-
nes. Experiments portats a terme al nostre
laboratori amb la sonda di-8-ANEPPS (Cla-
dera i O’Shea, 1998) i resultats publicats per
Voglino et al. (1998), estableixen clarament
la influéncia dels dipols moleculars en la ca-
pacitat d’uni6 de peptids senyal. Utilitzant
monocapes i bicapes lipidiques, Shapova-
lovetal. (1999) i Antonenko et al. (1999) estu-
diaren la relaci6 entre la capacitat de la gra-
micidina per a formar canals ionics i la
magnitud del potencial dipolar, i establiren
una correlacié entre la dissociacié dels di-
mers de gramicidina i la disminucié del po-
tencial. Maggio (1999) demostra que l'acti-
vitat de la fosfolipasa A, sobre monocapes
lipidiques és modulada a través de les pro-
pietats dipolars especifiques de glicoesfin-
golipids i que les reaccions redox a la inter-
fase membrana-aigua es veuen també
afectades pel potencial dipolar (Alakoskela
et al., 2001). La seva influéncia s’ha estudiat
també en la interaccié dels peptids de fusi6
amb membranes model (Cladera et al.,
1999), la interacci6 d’inhibidors de la prote-
asa de VIH amb microdominis de membra-
nes cellulars (Asawarkan et al., 2001) i la di-
fusié de substancies a través de la pell
(Valenta et al, 2001). Alguns d’aquests
exemples, estudiats en el nostre laboratori,
s’amplien en els apartats segiients.

INFLUENCIA DEL POTENCIAL
DIPOLAR EN LA INTERACCIO DEL
PEPTID DE FUSIO DEL VIRUS
D’IMMUNODEFICIENCIA DE SIMI
(SIV) AMB MEMBRANES MODEL

El peptid de fusié del virus d’immuno-
deficiéncia de simi (SIV) compren 12 resi-
dus del segment N-terminal de la proteina
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Ficura 2. a) Espectre de diferencia obtingunt restant 1’es-
pectre d’excitacio de vesicules lipidiques marcades amb la
sonda di-8-ANEPPS de I’espectre d’excitacio de les matei-
xes vesicules després d’afegir el peptid de fusio del virus
d’immunodeficiéncia de simi (VIS, 10 pM). Abans d’efec-
tuar la resta es normalitzaren les intensitats dels espectres
d’excitacio perque I’espectre de diferéncia reflectis tan sols
desplacaments de longitud d’ona. L’insert mostra una repre-
sentacio esquematica de la insercio obliqua de I’estructura
helicoidal que el peptid adopta en interaccionar amb la
membrana, aixi com del moment dipolar associat a I’hélix
(vector orientat cap a la superficie de la membrana) i el mo-
ment dipolar de la membrana (vector orientat cap al centre
de labicapa). b) Mesura de doble longitud d’ona de la varia-
ci6 temporal del potencial dipolar de vesicules lipidiques
marcades amb di-8-ANEPPS, amb 1’addici6 de les concen-
tracions indicades de VIS. La mostra es va excitar a 450
1 520 nm. La fluorescencia es va mesurar a 580 nm i es va
determinar la relacio R(450/520), els canvis en la qual
corresponen a canvis en la magnitud del potencial dipolar
de membrana. Composicié de les vesicules lipidiques:
50 mol% fosfatidilcolina : 50 mol% fosfatidiletanolamina.
¢) Mesura de la fusio de vesicules lipidiques marcades amb
les sondes NBD-fosfatidiletanolamina i rodamina-fosfati-
diletanolamina induida pel peptid de fusi6 del VIS. Es me-
sura la disminucio en transferéncia d’energia (FRET) entre
les dues sondes a 530 nm. Traga 1: Vesicules de fosfatidilco-
lina/fosfatidiletanolamina (50:50); traga 2: Vesicules suple-
mentades amb 30 mol% de 6-cetocolestanol, que incremen-
ta el potencial dipolar; traga 3: Vesicules suplementades
amb 15 mol% de floretina, la qual disminueix el potencial
dipolar. Un major increment de la fluorescéncia a 530 nm
reflecteix una disminucio més elevada de la transferéncia
d’energia, a causa de la dissoluci6 de les sondes en el si de
les membranes que es fonen. Una variacio més gran de la in-
tensitat de fluorescéncia indica, per tant, més fusio.

gp32, involucrada en el procés de fusié en-
tre la membrana virica i la membrana cellu-
lar i és, per tant, un element essencial per a
I'entrada del virus a la cellula (Kowalski et
al., 1987). La seqiiéncia del peptid de fusio es
compon de residus hidrofobics, i en dimetil-
sulfoxid el peptid forma agregats molecu-
lars organitzats en forma d’estructures beta.
En aigua, forma grans agregats coloidals. La
presencia de membranes, en canvi, causa la



INFLUENCIA DEL POTENCIAL DIPOLAR EN LA INTERACCIO DE MACROMOLECULES AMB BIOMEMBRANES 29

desagregaciéo del peptid (Cladera et al.,
1999) i aquest s’insereix obliquament en la
bicapa lipidica i forma una helix o (Martin et
al., 1994; Brasseur et al., 1997), la qual es creu
que causa la desestabilitzacié de la membra-
naiel desencadenament del procés de fusio.
Tal com es mostra a la figura 1, la interaccié
del peptid de fusié amb membranes model
(liposomes) causa una disminucié de la
magnitud del potencial dipolar. Aquesta
s’ha mesurat en forma de minim a 450 nm i
maxim a 520 nm a l'espectre de diferéncia
de la sonda di-8-ANEPPS (Cladera et al.,
1999), tot coincidint amb 'espectre de dife-
réncia originat per molécules que dismi-
nueixen el potencial dipolar, com la floreti-
na (Franklin i Cafiso, 1993). Aquest efecte
del peptid de fusi6 és corroborat per la dis-
minucié de la relaci6 de fluorescéncia
R(450/520) quan interacciona amb les mem-
branes (figura 1b). L’efecte del peptid sobre
el potencial revela que les helixs o s’inserei-
xen a la bicapa oposant el moment dipolar
de I'helix al de la bicapa, és a dir, amb l'ex-
trem N-terminal prop de la superficie i
I'extrem C-terminal apuntant cap al centre
de la bicapa. La importancia de la modifica-
ci6 del potencial dipolar per part del peptid
de fusié queda palesa en estudiar I'extensié
del procés de fusié en funcié de la magnitud
d’aquest potencial (figura 1c). La variaci6 de
la magnitud inicial del potencial en membra-
nes model s’aconsegui tractant les mem-
branes amb 6-cetocolestanol i floretina, els
quals I'augmenten i disminueixen, respecti-
vament. Els resultat de la mesura de la fusio
de les bicapes mitjancant transferéncia d’e-
nergia (FRET) posa de manifest que la dis-
minuci6 del potencial redueix I'extensié del
procés de fusid, mentre que el seu augment
I'incrementa. Aquest efecte pot estar rela-
cionat amb la influencia del potencial dipo-
lar en I'orientaci6 de les helixs o, i per tant,
dels seus moments dipolars en el si de la bi-
capa, encara que caldran nous estudis per a

dilucidar aquest extrem. Aquests estudis
adquireixen especial rellevancia si conside-
rem el fet que la membrana virica conté un
alt percentatge de colesterol (Aloia et al.,
1993), el moment dipolar del qual pot con-
tribuir de manera important al potencial di-
polar, i potresultar, per tant, un element sig-
nificatiu per al mecanisme d’entrada del
virus a la céellula.

INFLUENCIA DELS DIPOLS
MOLECULARS EN LA INSERCIO D'UN
PEPTID SENYAL EN MEMBRANES
MODEL

La uni6 del peptid senyal (p25) de la sub-
unitat IV de la citocrom oxidasa a la superfi-
cie de membranes model (liposomes), és se-
guida de la inserci6é de part de I'estructura
del peptid a I'interior de la bicapa i la forma-
ci6 d’una helix amfipatica (Golding ef al.,
1996), amb els residus polars i els carregats
positivament agrupats a una cara de I'helix i
els hidrofobics a I'altra. Estudis amb mem-
branes model marcades amb la sonda di-8-
ANEPPS (Cladera i O'Shea, 1998) han de-
mostrat que la interacci6 del peptid p25 amb
les bicapes causa una disminucié de la mag-
nitud del potencial dipolar (figura 3). L’a-
justament matematic de les traces a un do-
ble procés exponencial, revela que la
constant cinética aparent, de l'ordre de
0,29 s, coincideix amb la constant cinética
del procés d’inserci6 del peptid a la bicapa,
calculada per altres mitjans (Golding et al.,
1996). D’altra banda, estudis d’espectrosco-
pia infraroja de transformada de Fourier in-
dicaren que I'augment del potencial dipolar
de la membrana amb la utilitzacié de 6-ceto-
colestanol origina un augment del percenta-
ge d’helixs a.. Aquesta es una indicacié clara
de la importancia del potencial dipolar per a
la conformacié de peptids associats a bio-
membranes.
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Figura 3. Variaci6 temporal de la relacio de fluorescéncia

R(450/520) i, per tant, del potencial dipolar, causada per
I’addici6 del peptid senyal p25 a una suspensio de vesicules
lipidiques de fosfatidilcolina (PC), mesurada amb una téc-
nica de cinética rapida (stopped flow). La proporcio de flo-
retina (PC-PH) i 6-cetocolestanol (PC-KC) és 15 mol%.
Concentraci6 de lipid: 200 pM; concentraci6 de peptid: 15
uM. Temperatura ambient. PH: 7,4. Les traces s’ajustaren
matematicament a dobles processos exponencials, dels
quals es deduiren les constants cinétiques aparents.

EFECTE DEL POTENCIAL DIPOLAR
DEMEMBRANA EN LA INTERACCIO
DELAPROTEASA DEL VIRUS
D’'IMMUNODEFICENCIA ADQUIRIDA
ILAMEMBRANA DE CELLULES CACO-2

Els dos apartats anteriors posen de mani-
fest la importancia del potencial dipolar per
alainteraccié de macromoleculesamb mem-
branes model. Per a determinar, pero, de ma-
nera més directa i significativa, la influéncia
d’aquest potencial en processos biologics,
son necessaris estudis amb membranes
cellulars. En un treball publicat recentment
(Asawakarnet al.,2001) hem encetat aquesta
tascaamb’estudi delainteraccié del'inhibi-
dor dela proteasa del VIH, conegutcom a sa-

quinavir, amb cellules d’epiteli intestinal
(cellules Caco-2). En l'estudi es demostra
que el marcatge de les membranes cellulars
amb la sonda di-8-ANEPPS és factible i es
pot utilitzar la disminucié del potencial di-
polar causada per lainteracci6 del'inhibidor
amb les mateixes per a caracteritzar el procés
d’unié. Estudis anteriors demostren que els
inhibidors de la proteasa de VIH sén subs-
trats delala glicoproteina P, una proteina de
membrana implicada en la multiresisténcia
a medicaments mitjancant el bombeig d’a-
quests cap a I'exterior de la cellula. Experi-
ments d'unié competitiva efectuats per Asa-
warkan et al., (2001) amb colquicina, un altre
substratconegut dela glicoproteina P, corro-
boren aquest extrem. Es sabut que la glico-
proteina P es troba, en les membranes cellu-
lars, associada a microdominis lipidics rics
en colesterol i esfingolipids coneguts com a
rafts, la importancia dels quals en tota mena
de processos biologics esta adquirint una
rellevancia creixent (Simons i Ikonen, 1997).
El tractament de les céllules Caco-2 amb
B-ciclodextrina, un segrestador de coleste-
rol, disminueix el potencial dipolar de mem-
brana, tal comes mostraalafigura4enforma
de disminuci6 de la relaci6 de fluorescencia
R(450/520). L’estudi de la interaccié de sa-
quinavir en funcié de la seva concentraci6
posa de manifest que I'eliminaci6 del coles-
terol de la membrana redueix la capacitat
d’uni6é del’inhibidor, aix0 és, el nombre total
de molecules que s'uneixen a la membrana
—nivell de variaci6 maxima de la relaci6
R(450/520).

Es sabut que I’eliminacié de colesterol de
la membrana provoca la destruccié dels mi-
crodominis lipidics. Els resultats, per tant,
representen la primera prova de la possible
relaci6 entre el potencial dipolar de mem-
brana i els processos biologics associats a
rafts, en aquest cas, la capacitat d'unié d'un
lligam a un receptor ubicat en aquests mi-
crodominis.
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FiGura4. Variacio delarelacio de fluorescencia R(450/520)
en funcié de la concentracié de saquinavir, afegit a una
suspensio de célules Caco-2 marcades amb la sonda di-8-
ANEPPS (els triangles situats cap avall) i a una suspensio
equivalent de céllules pretractades amb [-ciclodextrina (els
triangles situats cap amunt) per eliminar el colesterol de la
membrana. L’insert representa les dues corbes després de
normalitzar el valor inicial de la relacio R(450/520) a zero,
per a facilitar la comparaci6 de 1’amplitud de la variacio a
concentracions saturants de saquinavir (diferéncia en la ca-
pacitat d’uni6 a la membrana). Concentracio de cellules: 40
x 10%/ml. Concentracié de di-8-ANEPPS: 1 uM. Temperatu-
ra:37°C;pH:7,4.

INFLUENCIA DEL POTENCIAL
DIPOLAR DE MEMBRANA EN LA
PENETRACIO DE SUBSTANCIES A
TRAVES DE LA PELL

Finalment, i per posar de relleu la impor-
tancia del potencial dipolar de membrana a
diferents nivells de complexitat biologica,
ens referirem a la influéncia de la seva mo-
dulacié en la penetracié de compostos a tra-
vés de la pell humana. L’epidermis, la capa
més externa de la pell, es compon de dife-
rents capes cellulars. A la més externa, I'es-
trat corni, trobem una gran quantitat de
bicapes lipidiques apilades, les quals repre-
senten una barrera formidable per a la pene-
tracié de substancies. Des del punt de vista
farmacologic, un ampli ventall de productes
quimics sutilitza per a modificar la penetra-

bilitat de substancies d’interés medic. Te-
nint en compte que molts d’aquests com-
postos tenen una carrega eléctrica neta, o
moments dipolars associats, és raonable
pensar que el potencial dipolar de les mem-
branes de 'estrat corni pugui influir en la
seva penetracié. En un estudi recent (Valen-
ta et al., 2001), es demostra que el pretracta-
ment d’epidermis humana amb liposomes
carregats de floretina, la qual disminueix el
potencial dipolar de membrana, intensifica
la capacitat de penetracié de I"anestetic lino-
caina. D’altra banda, mesures de microsco-
pia confocal han demostrat que el tracta-
ment de I'epidermis amb 6-cetocolestanol
intensifica la penetraci6 de I'antibiotic baci-
tracina (figura 5).

CONSIDERACIONS FINALS

De tot el que hem exposat fins ara, el po-
tencial dipolar de membrana emergeix com
un important parametre fisic en el si de la
complexitat de la interfase lipid-aigua a les
membranes biologiques. La interfase, la de-
terminaci6 de l'estructura i aspectes dina-
mics de la qual és de cabdal importancia per
a la descripcié acurada de les interaccions
entre molécules i membranes, constitueix al
voltant del 50 % del gruix total de la mem-
brana. Fins i tot en membranes model sim-
ples, la concentraci6 en aquest espai de
grups quimics tan diversos com els grups
fosfocolina, glicerol, carbonil i metile (veg.
White i Wimley, 1999), ens aboca a conside-
rar la idealitzaci6 de la membrana com una
capa hidrofobica que separa dues fases
aquoses com una aproximacié particular-
ment inadequada. De manera especial si
considerem l'efecte de factors com el poten-
cial dipolar en processos associats a mem-
branes, una influencia que dependra alta-
ment de la configuracié geometrica de tots
aquests components quimics. La complexi-
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FiGura 5. Imatge confocal (seccié ortogonal a la superficie
de la pell) de la penetracio de I’antibiotic bacitracina marcat
amb fluoresceina a través d’epidermis humana (a) i epider-
mis pretractada amb liposomes carregats amb 6-cetocolesta-
nol (30 mol%) (b). Imatges obtingudes 48 després de ’apli-
caci6 de la bacitracina sobre les mostres d’epidermis. Les
motres es pretractaren amb 6-cetocolestanol durant 12 hores.

tat fisicoquimica de la interfase es tradueix
en un canvi molt espectacular de polaritat al
llarg d’una distancia molt petita, que genera
aixi un gradient de polaritat que jugara un
paper important en la distribucié dels resi-
dus polars i apolars presents en les molecu-
les que interaccionen amb les membranes.
Des del punt de vista del modelatge mole-
cular, la disponibilitat d’eines que permetin
modelar finament la riquesa de la interfase
incorporant acuradament els dipols mole-
culars, facilitara una prediccié tedrica mini-
mament satisfactoria dels mecanismes d’in-
teraccié de molecules amb membranes.

Per altim, des del punt de vista de la de-
terminaci6 experimental de la importancia
del potencial dipolar de membrana, dos ti-
pus d’estudis resultaran, en la nostra opi-
ni6, de cabdal importancia en el futur pro-
per. D'una banda, la utilitzacié de péptids la
inserci6 dels quals en membranes model

—tot formant estructures helicoidals— si-
gui coneguda, en combinacié amb técniques
com el dicroisme d’infraroig, que permetin
estudiar la influéncia del potencial en I'o-
rientacio de les helixs o, un tipus estructural
dominant en proteines de membrana. En se-
gon lloc, estudis destinats a valorar la con-
tribuci6 del potencial dipolar de membrana,
ienaquest sentit, la seva modulacié a través
de la concentracié de colesterol, en els mi-
crodominis lipidics coneguts com a rafts.
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