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SOLUBILIZACION DE LIPOSOMAS POR OCTIL GLUCOSIDO

A. delaMaza y J.L. Parra, Departamenio de Tensioactivos C.LD.- C.S5.L.C

SUMMARY

Tlie transitional stages induced by the iiieractioii of e surfactant Octyl Giucoside on
phosphatidyicholine liposomes were studied by means of lght scattering and
permeability changes. A linear correlation was observed between tlie effective
surfactantilipid motar ratio (Re) and the OG concentration in the initial and find
interaction stages despie showing aimost aconsiant value during bilayer saturation. Tlie
bilayer/agueous phase partition coefficient (K) decreased in the subsolubilizing
iiiieractioili steps and increased during solubilization. Thus. whereas a preferential
disribution of surfactant monomers in the agueous phase with respect to tlie lpid
bilayers took place in the initial interaction steps a targer association of QG molecules
with these lipids 1 bilayers occiired during solubilization. Tlie initial steps of bilayer
saturation (50-70 % permeabiliiy) were attained for alower free surfactant (5.} than that
for irs critical micellar concewmration (cme). When 8, reached tlie OG emc
solubilization siwarted to occur (Re,,)

RESUMEN

Se han investigado los estadios implicados en la interaccion del tensioactivo octil
glucosido sobre liposomas constituidos por fosfatidilcoting. Se han estudiado los
cambios en la permeabilidad de las bicapas y la variacién de luz dispersada por €
sistena tensioactivo/lipido duranie dicho proceso. Se observa una correlacion lineal entre
lasrelaciones molares de tensioactivo/ipido (Re) y laconcentracioii total de ensicactivo
en los intérvales inicial y final del procese. Sin embargo, la Re permanecid constante
durante las saturacion de las bicapas. Los cosficientes de distribucion del tensioactivo
entre bicapasiinedio acuoso (K) disminuyeron a Io largo de las interacciones
subsolubilizantes y aumentaron durante la solubilizacidn. As, mientras en las primeras
erapas del proceso se observa una mayor preseiicia del tensioactivo en @ medio acuoso,
en la solubilizacion se aprecia una rnayor asociacion de las moleculas de wnsioactivo
con los Hpidos de las bicapas que conduce a la formacidn de sistemas micelares mixtos.
Los estadios iniciales de saturacidn de |as bicapas se alcanzaron para concentraciones
de rensicactivo libre inferiores a las de su cmc. Siii embargo, cuando la concentracion
de tensioactivo libre aicanzé la cinc se inicié d proceso de selublizacion.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los iensioactivos son agentes indispensables en los proceses de solubilizacion y de
reconstitucién de membranas {1-3]. AS, se han pubiicado un buen nimero de wabajos
sobre los principios que gobiernan la interaccidn de tensioactivos con modelos
simplificados de membranas tales como los liposomas [4-7]. Esta interaccidn coiiduce
a la riiptura de estructuras lamelares y a la formacidn de micelas mixtas lipido-
telisioaciivo. Una iinportaiite coiitribucion a talesestudios hasido hecha por Lichtenberg
[8] quién postulé que la relacion molar efectiva tensioactivo/tinido (R€) capaz de
producir saturacién Y solubilizacion de estas estructuras dependia de la concentracién
micelar critica de tensioactivo as como de los coeficientes de distribucion de
tensioactivo entre las bicapas y € medio acuoso (K3}, ademas de la propia naturaleza de
los tensioactivos.

Los mecanismos de solubilizacién vy reconstitucioti de bicapas lipidicas por tensioactivos
han sido objeto de numerosas especulaciones en que los fragmentos de bicapa aparecen
como estructuras intermedias cruciales tanto en la formacidén como en 10s procesos de
solubilizacion [$-11]. Sin embargo, los mecanismos de estas transiciones todavia no se
conocen claramente debido a que no se han realizado una detaliada descripcion de los
mismos. Uno de los tensioactivos mas comunmente usados en estos procesos €S d
tensioactivo noionic octil glucdsido {OG}, que presenta una relativamente alta cmc,
caracteristica muy adecuada para la reconstitucién de bicapas. presentando asimismo un
bajo poder desnaturalizante de proteinas y [12-17].

En anteriores investigaciones hemos estudiado algunos pardmetros implicados en las
interacciones de tensioactivos con liposomas a niveles subsolubilizantes y solubilizantes
[18-20]. En d preseiite trabajo se estudia detaliadamente e proceso global implicado
en lainteraccién del tensioactivo octil glucdsido con liposomas unilamelares constituidos

por fosfatidileolina, tanto a nivel subsolubilizante como a nivel solubilizante.
PARTE EXPERIMENTAL

Materiales



La fesfatidiicolina (PC) se purificd a partir de lecitina de huevo (Merck) segin d
método descrito por Singleton (21) comprobandose SU pureza por cromatografia en capa
fina (TLC). H tensioactivo octi! glucdsido, fue suministrado por Rofum and Haas. H
tampon PIPES {Piperazina-1,4 bis(Z-etanosulfonico acido)] fue suministrado por Merci
S.A. B wmpdn utilizado se prepard a partir de 10 mM PIPES y fue ajustado apH 7.20
con NaQH. Dicho tampon conenfa asimismo 100mM Na,50,. Las membranas de
policarbonare fueron swministradas por Nucleopore. El agente fluorescente 5-
(6yCarboxifiucresceina (CF) fue suministrado por Eastman Kodak y posteriormente fue

purificado por cromatografia ei columna (22)

Preparacién de Uposomas

Liposoinas unitamelares de tamaiio definido (200nm) se prepararon por extrusion de
vesicuias unilamelares obrenidas por d método de fase reversa (15). La extrusidn se
reaiizd a través de membranas de policarbonato de tamafio de poro decrecienie
coinprendido entre 800-200 nm, hasta aicanzar un tamaiio homogeneo de distribucidn
de vesicula (24). A Fin de estudiar los cambios de permeabilidad de los liposomas los
liposomas conteniendo en su iaterior CF se aislaron del agente fluorescente no
encapsulado por separacién en columna utilizando resina Sephadex G-50 medium
(Pharmacia}. El rango de concentraciones de fosfolipido en los liposomas estudiados
estuvo comprendido entre 1.0 y 10.0 mM.

Concentracién lipidica y distribucién de tamafios de vesicula de |0s liposomas

La concentracidén fosfolipidica de los liposomas se determindé por medio de
cromatografiaen capa fina acopiada a un sistema automético de deteccidn de ionizacion
de {lama {FID) (latroscan MK-5, latron Lab. Inec. Tokyo, Japan) [25]. La distribucién
de tamanos delas vesiculas y los indices de polidispersidad (P.1.) de dichas poblaciones
después de su preparacién y durante su interaccidén con e tensioactivo OG se
determinaron Uutilizando un espectrofotémetro de correlacion  foidnica Maivern

(Autosizer 4700c PS/MV). Las determinaciones se hicieroii en todos ios casos por
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medidas dd namero de particulas a25°C con un dngule de tectura de 90°. Después de
fa preparacion de los liposomas @ wmafio medio de particula varid inuy poco {(PC
concentracién coiiipreiidida enwe 1.0-10.0 mM) presentando en todos los cases valores
cercanos a 200 nm (P!, menor que 0.1), lo cual indic6 que la disiribucién de wmafio

de vesicula obtenido fue muy homogeneo.
Parametros de solubilizacidn

Al definir los parametros implicados en la solubilizacion de liposomas es esencial
coiisiderar que las mezclas de lipidos y tensioactivos no presenta un comportamiento
idea) debido a las interacciones especificas de ainlos componentes, tal como se lia
deniostrado para diversos cornpuestos anfifflicos [26,27]. A fin de evaluar las
aleraciones causadas por d tensioactivo OG sobre bicapas lipidicas. se define la
relacién molar efectiva OGIPL. Re en un agregado (liposoma o micela) como {8):

[lensivactivo total] - [wensicactivo rnonomerico]
Re = - n

[fosfoiipido towzl] - [fosfolipido monomérico]

B segundo término del denominador es despreciable debido a la baja sclubilidad del
fosfolipido en agua. Asimismo, esta generalmente admitido que la iiicorporacion de los
tengioactivos alos liposomas, produciende la saturacion y la posterior solubilizacion de
estas estrucruras estd gobernado por un equilibrio en la distribucién de las moléculas
del teiisioactivos entre las bicapas lipidicas y ¢! inedio acuoso.

A partir del andlisis dd modelo de biparticidn para sistemas de sales biliares/lecitina
propuesto por Schurtenberger {28], Lichtenberg [8] y Almog [13} demostraron gque para
mezclas delipidos (concentration PL (mM)) y tensioactivo (concentration St (mM)}, en
inedio acuoso diluido, la distrizucidn de tensioactivo entre las bicapas lipidicas y d
medio acuoso presenta un coeficiente de particion K, dado (in mM™) por

K = oo @)

donde S, €S la concentracion de tensioactivo en las bicapas (mM) y Sy es



concentracién en @ medic acuoso (mM). ParaPL. > > §,, ladefinicion de K, tal como
es dada por Schurtenberger, resulia:

donde Re es la relacidn efectiva tensioactive/fosfolipide ya indicada: (Re = S;/PL).

Bao cualguier otra condicién debe emplearse la equacién 2 para definir K, resultando

e — @)

Estaaproximacion es consisteiite con los datos experimentales ofrecidos por Lichtenberg
[8]y Almog [13] para diferentes mezclas tensioactivo/fosfolipido para unaancho rango
de valores de Re. Dado que d rango de concentraciones de fosfolipido usadas en
nuestra iiivestigacion es similar a ias usadas por Almog, € parametro K ha sido
determinado usando esta ecuacidn.

La determinacion de estos pardmetros Se ilevé a cabo en base a la dependencia lineal
exisiente entre las concentraciones de tensioactivo necesarias para alcanzar dichos
pardmetros Y la correspondiente concentracién de fosfolipido en los liposomas que
puede ser descrita por la ecuacion:

S; =Sy + Re.[A] &)

donde la Re y la coiicentracion acuosa de tensioactivo (Sy} corresponden para cada
recta respectivamente con la pendiente y la ordenada en @ origen.

Las tensiones superficiales de las soluciones tamponadas coiiteniendo coiicentraciones
de crecientes ddl tensioactivo OG1 fueron determinadas por medio del método del anille
1291 utilizando un tensiémetro automético Kriss. La cinc de tensioactivo OG fue
deterininada a partir del cambio en la pendiente de los valores de tension superficial al

representarlos frente a la correspondiente concentracion de tensioactivo.
Alteraciones en |a permeabilidad y solubilizacién de liposomas

Las alteraciones en la permeabilidad de los liposomas causadas por € tensioactivo OG



se determinaron midiendo € incremento de la intensidad de fiuvorescencia de dichas
suspensiones debidas a la CF difundida desde d interior de las vesiculas a la fase
acuosa exzerior [22]. Las medidas de fluorescencia se redizaron utilizando un
espectrofluorimetro Shimadzu RF-540. La excitacion del sistermnz se ajusté a una
longitud de onda de 495 nm, obteniéndose la maxima emisidn de fluorescencia de la CF
a la longitud de onda de 515,4 nm. Las medidas de intensidad de fluorescencia se
redizaron a 25°C. Los porcentgjes de CF difundida se calcularon por medio de la

siguente ecuacion:

% difusion CF = --oemem- . 100 (&)

donde I, es la intensidad inicial de fluorescencia de la suspensiones de liposomas
cargadas con CF en ausencia dei tensioctivo, 1, es la intensidad de fluoresceiicia medida
transcurridos 40 minutos después de la adicién dd tensioaciivo a las suspensiones de
liposomas. Este intérvalo de tiempo fue escogido como €1 minimo periodo de tiempo
necesario para alcanzar d equilibrio en la difusién de la CF en d intérvalo de
concentraciones lipidicas investigadas (1.0 -10.0 mM). .. corresponde a la intensidad
de fluorescencia que permanece después de la total destruccion de los liposomas [22].

Con respecto a lasolubilizacion de los liposomas, haside previamente demostrado que
la determinacién de los valores estiticos de light-scattering de las suspensiones
liposoma/iensioactivo constituye una muy adecuada técnica para @ estudio cuantitativo
de la solubilizacién de bicapas lipidicas por tensioactivos [7]. En consecuencia, las
perturbaciones soiubilizantes producidas por € tensioactivo OG en las suspensiones de
liposomas se estudiaron usando dicha técnica. B proceso compleio de solubilizacidn
puede basicamente caracterizarse por tres pardmetros denominados; Re,, Rg, Yy Re,,
segln la nomenclatura adoptada por Lichtenberg {30]. Estos parametros corresponden
a las relaciones Re a las que los valores de light-scattering empiezan a decrecer,
alcanzan € 50% de su valor inicial Y firalmente presentan un valer minimo y constante.
Estos pardmetros correspondieron a las relaciones molares OG/fosfolipide a las que el

tensioactivo : (a) saturd los liposomes, (b) promovié € 50% de solubilizacion de las



bicapas y {c) produjo la completa solubilizacién de estas estructuras.

Las suspensicnes de liposomas se ajustaron a una adecuada concentracion lipidica
(desde 2.0 a 20.0 mM). A estas soluciones se afiadieron idénticos voldmenes de
soluciones adecuadas del tensioctivo y las mezclas resultantes de dejaron en reposo
durante un periodo de 24 horas hasta alcanzar su equilibrio. Este perjodo de tiempo fue
escogido conio d tiempo minimo necesario para alcanzar un completo equilibrio
tensicactivo/ liposome para € rango de concentraciones lipidicas estudiadas 6]

Las medidas de lighi-scattering se realizaron utilizando un espectrofluorimetro a 25°C
ajustando sus dos moiiocromadores a 300nm. Los ensayos se realizarcn por triplicado

y los resultados indicados son d valor medio de los hallados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para concentraciones subsolubilizantes de tensioactivo, se realizé una investigacion
sistematica de loscambios en la permeabilidad de los liposomas estudiando 10s cambios
en la difusioii de la CF encapsulada en dichas estructuras. La Figura 1 muestra la
influencia de la conceniracidn de tensioactivo en los cambios de permeabilidad de las
suspensiones de liposomes. Las conceniraciones de tensioactivo que dieron lugar a los
diferentes porcentgjes de difusién de CF se representaron graficainente frente a la
concentracion de fosfolipido. A partir de dicha representacidén se establecid una
aceptable relacién lineal entre ambos pardmetros en todos los casos. Las rectas
obtenidas corresponden a la ecuacién 5 a partir de la cua se determinaron los
parémetros Re y K. Estos resultados incluyendo la concentration de iensioactivo libre
Sy Y los coeficientes de regresién de cada una de las rectas obtenidas se incluyen en la
Tablal.

Al auinentar el % de CF difundido se observé una tendencia opuesta en la evolucion
de los pardmetros Rey K. Asimismo el valor de Sy, aumentd d aumentar ¢! % de
difusién de la CF. Teniendo en cuenta que @ valor experimental de lacinc dd OG fue
de 18.0 mM, los valores de Sy, fueron en todos los casos inferiores a los de su ¢me,
confirmando que las alteraciones en la permeabilidad fueron determinadas por laaccion
de los mondmeros dd tensioactivo.
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[PL}= 6.0 mM
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Figura 1 Difusién de la CF contenida en € interior de liposomas inducida por la
presencia del tensioactivo OG.

Deacuerdo con e procediiniento descrito por Urbaneja, las interacciones solubilizantes
OG/iposomas fueron estudiadas por medio de los cambios de luz dispersada por estos
sisternas 24 horas después de la adicion del tensioactivo [6]. La Figura 2 muestra las
curvas de solubilizacidn de los liposomas (conc. lipidica 1.0 mM - 10.0 mM)
resultantes de la adicién de cantidades crecientes de OG. A bajas concentraciones de
OG se observa un aumento en la luz dispersada debido a la incorporacién de moléculas
de OG a las bhicapas, hasta aicanzar U saturacién. Cantidades crecientes de OG
conducen a la disminucion de iz intensidad de luz dispersada hasta un valor constante
(solubilizacidn). Las concentraciones de OG para los diferentes % de tuz dispersada se
obtuvieron por métodos grificos. Representando la concentracidn de OG con respecto
a la concentracion lipidica se obtuvieron rectas en las que, en todos los casos, se
establecié una aceptable correlacion linesl. A partir de estas rectas {scuacidén 5) se

determinaron los correspondientes valores de Re y K que se indican en la Tabla L.



CF release % Sw Re r? K.

[mM] mole/mole [mhi]
10 : 1.8 G.20 0.988 04.092
20 3.4 0.40 0.991 0.084
30 53 0.60 0.892 0.670
40 7.2 0.80 0,995 0.061
50 9.1 1.00 0.995 (.054
60 10.0 1,035 0.992 0.051
76 11.0 110 0.993 0.047
80 12.0 I 14 0.994 0.044
ot 12.95 E16 0.99} 0.041
10G 13.9 1.18 0.989 0.038

Light-Scattering % _ . ]
106 17.80 1.30 0.592 0.031
S0 17.85 1.50 0.990 0.033
80 17.90 175 0.991 0.035
70 17.95 1.95 0.991 0.036
60 17.97 ~ 2,20 0.992 0,038
50 18.00 2.40 0,693 0.039
40 18.06 2.67 0.994 0.040
30 18.12 2.90 £.993 0.041
20 18.18 315 0.991 0.041
0 18.23 3.35 $.9%0 0.042
0 18.30 3.60 G.990 0.042
Tabla L. Pardmetros Re, Ky Sy obtenidos en ia interaccion OG/PC liposomas.

Se incluyen los coeficientes de regresion de las rectas obtenidas.

En condiciones subsolubitizantes se aprecia un aumeiito del valor de Re a medida que
el decrece el % de tuz dispersada, siendo |os valores obtenidos de Re,,, y Re,, similares
a los previainente descritos {13,15]. Una tendencia simitar se observa para los valores
de K que presentan un méximo en losestadios finales dei proceso. La concentracion de

Sw fue en todos los casos similar a la cmc del OG. La Figura 3 muestra la variacién



de Re (Fig 3-A) y K {Fig 3-B) respecto [OG] durante la interaccidn OG/liposomas
(conc lipidica constante 5.0 mM). Se indica la O] para interacciones subsolubilizantes
y solutilizantes

-
oS
o
< v {PLi= 1.0 mM
] o {PL]= 3.0 mpM
] v [PL]= 5.0 mM
2 sl & [PL}= 6.6 mM
g & IPL= $.6 mM
- @ [PLj= 10.0 mM
o
~ 40
=)
-

20

8 16 24 32 & 48 506 64
Tensioactivo [mM]
Figura 2, Variacidn en d % de luz dispersada por los sistemas

tensicactivo/liposoma respecto a la concentracion de OG.

En las etapas iniciales de ia interaccién (10-50% permeabilidad) se establece una
correlacién lineal entre Re y [OG]. Concentraciones crecientes de OG dan lugar a un
menor incremento de Re, que alcanza un valor casi constante para d 100% de
permeabilidad. La exirapolacidén de esta curva (linea discontinua) conduce a valor
inicial de Re para lasolubilizacion de lasbicapas (Re,,,). Laadicién de mas tensioactivo
dan lugar asimismo a un crecimiento lineal de Re (shora mas marcado) hasta la
completa solubilizacidon de las vesfculas. El valor de K (Fig 3-B), disminuyd en las
interacciones subsolubilizantes especialmenie para valores de perineabilidad entre 20-
60%. La extrapolacion de dicha linea {linea discontinua) conduce directamente al valor
inicial de K para la solubilizacién de las bicapas (100% luz dispersada, Re,,).
Cantidades adicionaies de tesioactivo dan lugar a un ligero aumento de K.
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Figura 3. Variacidn de Re (A) y de K (B) respecto a la[OG] durante la interaccién

de OG/PC liposomas para una conc. lipidica constante (5.0 mM).

De estos resultados puede deducirse quea lo largo de todo d proceso (bicapa 0 micelas

mixzas) la imeraccidén molecular OG/PC depende de las diferentes organizaciones



estructurales de ambos componentes. Asf, d bajo inicial zumento de Re (50-100 %
permeabilidad) puede correlacionarse con la saturacién de las bicapas por OG. Sin
embargo, la evolucién opuesta de Rey X indica que en este etapa ladistribucion de las
moléculas de OG esti gobernada por una preferencial distribucién de mondmeros del
tensioactivo en la fase acuosa con respecto a las bicapas lipidicas. Asi, en las etapas
previas a la solubilizacién aparecen simultaneamente dos procesos. Por un lade, la
saturacién de las bicapas por el tensioactivo y por e otro lado d incremento
preferencial de ia concentracion de tensioactivo libre S,,. E intérvaio [S0%
permesbilidad - 100% luz dispersada] corresponde a las etapas de saturacion de las
bicapas por € tensioactivo. Mayores [OG] que las correpondientes d 100% de luz
dispersada dieron lugar a un*incremento de ambos parameters. Asi, la mayor parte de
las moléculas de tensioactivo se ingorperaron a las bicapas para formar micelas mixtas
hasta la completa solubilizacién de las mismas, Sy permaneciendo constante con Wn
valor similar al de su cmc.

La Figura 4 muestra la variacién de S; y Sy, con respecto a la conceniracién de
tensioactivo para una concentracién de fosfoliipido 5.0 mM. Puede observarse que,
en las etapas subsolubilizantes, |0S parametros Sp Y Sw aumentaron linealmente hasta
50% de permeabilidad, siendo la pendiente de S,, mas pronunciada. Cantidades
adiciondes de OG dieron lugar a aumentos de Sy, Y de S, hasta alcanza € 100% de
permeabilidad. La extrapolacion de estas curvas (lineas discontinuas) condujo en ambos
casos @ sus valores correspondientes d inicio de la solubilizacién (100% luz
dispersada). En este punto, lacencentracién de S, fuesimilar alacmc de tensioactivo.
La adicién de nuevas cantidades de OG dieron lugar a un brusco incremento lineal del
valor de S; y a un valor casi constante de S, hasta la solubilizacién de las bicapas. Bl
comportamiento de zstos dos parémetros a o largo del proceso confirma a nivel
subsolubilizante |la incorporacion preferenciad de monémeros de tensioactivod medio
acuoso asi como la mayor asociacion de las moléculas de OG con la PC de las bicapas
durante la solubilizacién. Cornparando las Figuras 3-A y 4 se observa que la etapa
inicial de la saturzcidn de las bicapas (50-70% de permeabilidad) se alcanzéd
aproximademente para una concentracion de tensioactivo libre de 9.1-11.0 mM
(aproximadamente @ 50-60% de la cmc del tensioactivo).
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Figure 4. Variacién de Sy Y Sy, respecto ala coiiceitration de OG a to largo de la
interaction de OG/PC liposomas, (coiicentration lipidica 5,0 mM).

B parametro Re,, (indicado en estas Figuras) corresponde a la relacién moiar exacta
tensioactivo/fosfolipido necesaria para la iniciacién de la solubilizacién de las bicapas
via micelas mixtas. La [OG] correspondiente a cada Re, para cada coiiceiitracioii
lipidica puede ser considerada com lacinc del iiuevosistema OG/fosfolipido formado.

CONCLUSIONES

La interaccion molecular OG/PC depende de los distintos estadios de agregacion de
ambos cornpoiientes durante el proceso de interacciéno (bicapas lipidicas o micelas
mixtas). Teniendo @i cuenta la variacidn no lineal de los pardmetros Rey K parameter
respecto a la coiiceiitracioii de tensioaciivo presente, podeinos deducir se produce una

significativa variacién en la concentration de tensioactivo libre a fo largo del proceso.



Asi, mientras en las etapas subsolubilizantes Se produce una preferencial distribucién
de las molécules de tensioactivo en la fase acuosa con regpecto a las bicapas lipidicas
{(simultaneamente a la saturation de las bicapas), durante la sotubilizacidn se produce
una mayor asociacidn del tensioactivo con los iipidos de las bicapas. La etapa inicizl
de la saturacidn de las bicapas se alcanzd cuando d sisterna alcanzd d 50-70% de
permesbilidad y para menores conceniraciones de tensioactivo libre que las de su cmc.
Crecientes concentraciones de tensioactivo conduces simultamneamente a una
progresiva saturacion de las bicapas y  uii incremento de la concentracidn de
tensioactivo libre basta alcanzarun valor de Sy, simitar a de lacmc dd tensioactivo. En

este momento se inicia d proceso de solubitizacién
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