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La superficie de una membrana lipidica puede considerarse como una solucién bidimensional compuesta por grupos B
. . . 7 . . 7 I
polares hidratados, denominada interfase. El estado de los lipidos en la membrana generan en esa region arreglos i
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moleculares especificos del agua en sitios de hidratacion como los grupos carbonilo (CO), que pueden servir de ’ :
reconocimiento de efectores biologicamente relevantes como el acido clorogénico (CGA). El CGA es un polifenol Grupo Carbonil .
antioxidante natural que posee beneficios relacionados a interacciones con membranas de globulos rojos. Sin £ ) |
. . ot |
embargo, los detalles sobre su accién en membranas de diferente composicion aun no estan definidos. Eter lido | & F |
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Por esta razon, se estudio la interaccion de CGA con membranas lipidicas modelos (monocapas y bicapas) compuestas ‘ orupoFostot |
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por éster lipidos (DMPC y DPPC) y éter lipidos (14:0 y 16:0 dieter PC). Se estudio el efecto de CGA sobre la cinética de B |
absorcion en monocapas a diferentes presiones superficiales. En particular, se siguio la cinética de la interaccion y se ,
relaciond con los cambios estructurales producidos en la interfase correlacionados con interacciones especificas de 0. 0 ot \F OH
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CGA con grupos funcionales de lipidos mediante el analisis de Reflectancia Total Atenuada (ATR)-FTIR. Asimismo, se e
, . ., . . . . OH
evaluo los cambios de presion superficial (A1) generados por el CGA a diferentes actividades de agua en la interfase.
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Se discute la actividad antirradicalaria (ARA) del CGA en vesiculas unilamelares, reflejada por la reduccion de OH
absorbancia del radical cation ABTS**, dependiendo del estado de hidratacion de la interfase lipidica. CGA
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CAMBIOS EN LA PRESION SUPERFICIAL DE LAS MONOCAPAS LIPIDICAS ESPECTROSCOPIA DE REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA (ATR)-FTIR
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< | < 2 0“ é """ e DPPC carbonilo correspondiente a CGA puro (linea
—— 14:0 dieter PC Cinética de primer orden: : """ o 1410 dioter PC , verde); mezcla mecanica de DMPC puro y CGA
* —— 16:0 dieter PC ke \.,;3:3" -0 16:0 dieter PC I — puro (linea azul); MLVs de DMPC:CGA 2:1 (linea
0.0 . : : All = —exp™ Allypgy + Allyyg, 0¢ . . ; 1800 70 1700 1650 1600 150 negra) y DMPC:CGA 1:2 (linea roja).
0 1000 2000 3000 0 200 400 600 300 Nimero de onda (cm™)
Tiempo (s) Isoterma de absorcion: [CGA] pM a,=1 Vs POz | va(*) N-(CHg)s™ | vs (+) N-(CHa)s™ R-O(-P-%R'* (P-O_’l")
Cambios en la presion superficial en funcion del Al CeAT Cambios en la presidn superficial en funcion (cm) (cm) (cm) il o
tiempo, después de la adicion de 140 uM de CGA a la 0=10 =% [+ [Ci’A]T de cantidades crecientes de CGA en la subfase PMPC 1086.6 970.1 925.3 1063.8 823.0
subfase de monocapas a Il,=20+ 0,5 mN/m a 20 °C. max d de monocapas a IT, = 20 = 0.5 mN/my 20 °C. DMPC:CGA 1082.6 970.0 925.7 1060.6 824.0
(1:2)
colucin de lo lew de Fick . 14:0 dieter PC | 1085.4 970.3 925.8 1058.7 819.9
o -3 olucion ae iaie e riCcK.
Hipido k x10 ks / 0= —1[ RTI 14:0 dieter | 1081.1 970.4 925.4 1055.0 | 817.1
(s7) (M~) M — 2RTC), p1/2 $1/2 - v w o PC:CGA (1:2)
DMPC 1.65+0.09 480 + 30 ml/2 ~ 6 g Efecto del CGA sobre grupos PO, simétricos, (+) N-(CH;); simétricos y asimétricos,
14:0 dieter PC~ 1.22 £ 0.04 610 + 60 Al = C # t" % . 9 R-O-P-O-R" y P-O de DMPCYy 14:0 dieter PCa a,,=1.
DPPC 1284006  840+90 E 4 Y A
. C = 2RTC,D"*x"/? = 6 o 10+ 10+
16:0 dieter PC~ 0.9+0.1 1133 + 70 = 0 8 A B
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Constante cinética especifica (k) y constante de n: Coeficiente de relajacion. : o ¥ . ::: i’:{'g’gieter e %] 08- ﬁ
disociacion (K,) para cada composicion lipidica. ) ‘o 16:0 dister PC ' '
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Lipido N n a,, 0.4 - 0.4 -
(mN/m) Efecto de la actividad de agua interfasial en ' '
_ 1.5- DMPC 20 0.71+0.01 la respuesta de monocapas lipidicas frente a 2 02
£ 30 0.58 + 0.04 la inyeccion de CGA en la subfase. La ' '
é 1.0- 14:0 20 0.68 + 0.03 concentracién final de CGA en la subfase fue e 1
E e : dieter PC 30 0.63 £0.03 de 400 uM en todos los casos. T = 20°C. Nimero de onda (cm-Y) Ntmero de onda (cm?)
< 05- P w*ﬂw**** Banda de vibracién -CH, correspondiente a (A) DMPC puro (linea negra), DMPC:CGA (2:1)
Cambios en la presién superficial en funcién del tiempo expresado como (linea azul) y DMPC:CGA (1:2) (linea roja). (B) 14:0 dieter PC (linea negra), 14:0 dieter
004 e e tiempol/2, después de la adicidén de 140 uM CGA a la subfase de monocapas PC:CGA 1:2 (linea roja). Humedad relativa equilibrada al 100% a 20 °C.
o 1 1 1 1 de DMPC (linea naranja) y 14:0 dieter PC (linea azul) a una presion inicial de _
0 10 20 30 40 [T, =20 mN /m (linea continua) y IT, = 30 mN /m (linea punteada). Actividad de agua 1 0-1 Efecto de CGA sobre los grupos -CH,
$1/2 (s) (8w) asimeétricos y simétricos de DMPC a bajo y
i:zlf)i g::zlj 2:21‘; g:i; alto % de humedad relativa (T = 20 °C).
DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIRADICALARIA (ARA) AvDMPC:CGA1:2 34 18 27 12 Av=VCH, (DMPC:CGA)-V CH, (DMPC)
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A (nm) Actividad antirradicalaria (ARA) de CGA 20 uM Membrana de DMPC Membrana de 14:0 dieter PC |
0 B A en diferentes medios. * denota una diferencia
HARA =100 % (1 B A_o) significativa de los datos de CGA en ausencia 14:0 dieter PC:CGA
de LUVs (columna gris) (P <0.05). =

JSION: La afinidad de GGA implica agua en la interfase de la membrana, principalmente alrededor de grupos carbonilo y cadenas acilicas. Esta
dad afecta a la actividaesantiradicalaria. Por lo tanto, la actividad de CGA come antirradicalario puede.ser modulada por la presencia de

pos CO en la_interfase de ptana. Estos datos pueden tenerkeleVancia er relacion a la accidon del CGA en membranas de cé sometidas a
ferentes estreses en los que lo: oya puedenvani@fpor condiciones externas (salinidad, temperatura entre otras). ——




