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PRESENTACIO

a carrec de I’ Académica Numeraria
Excel-lentissima Sra. Dra. M. Lluisa Garcia Lépez






Excel‘lentissim Senyor President

de la Reial Academia de Farmacia de Catalunya,
Excel'lentissims i Il-lustres Senyores i Senyors Academics,
Senyores i Senyors,

Vull agrair la deferéncia que ha tingut la Junta de la Reial Académia
de Farmacia de Catalunya, en designar-me per a fer la presentacid
de la Dra. Montserrat Pujol Cubells, Académica Corresponent electa,
en aquest acte solemne i protocol-lari d’ingrés en aquesta docta cor-
poracid, que em dona I’oportunitat de posar en relleu la seva brillant
trajectoria professional.

La Dra. Pujol va néixer a Corbera d’Ebre a Tarragona 1’any 1956, en
el si d’una familia profundament arrelada a la comarca de la Terra
Alta, essent la petita de dos germans. La seva infantesa i els primers
anys de formacié van transcorrer al poble, on va cursar I’ensenyament
primari a I’escola publica Jaume Ferran. Posteriorment, va continuar
els estudis a I'Institut Julio Antonio de Mora d’Ebre, on va realitzar
el batxillerat i el Curs d’Orientacié Universitaria per traslladar-se a
Barcelona per cursar els estudis universitaris. Es va llicenciar en Far-
macia per la Universitat de Barcelona el 1982, on va obtenir, un any
després, el grau de llicenciatura en la modalitat de tesina. El 1986 va
obtenir el Certificat d’Aptitud Pedagogica per I’ICE de la Universitat
Politecnica de Catalunya i, el 1990, el titol de doctora en Farmacia.
Posteriorment, el 2003, va obtenir el titol de farmaceutica especia-
lista en Analisi de Medicaments i Drogues pel Ministeri d’Educacio,
Cultura i Esport. El seu interes per ampliar I’horitzé del coneixement
la va portar a cursar la Llicenciatura en Humanitats i el titol d’Es-
pecialista en Estudis de Pensament a la Universitat Oberta de Cata-
lunya (UOC). Aquests estudis, finalitzats el 2011, 1i han permes de-
senvolupar habilitats critiques, analitiques i comunicatives des d’una
perspectiva interdisciplinaria, les quals ha aplicat amb exit en la seva



trajectoria academica, tant en la docencia i la recerca com en la gestié
institucional.

Va iniciar la seva trajectoria cientifica a la Seccié Departamental de
Fisicoquimica del Departament de Farmacia, Tecnologia Farmaceuti-
ca i Fisicoquimica de la Facultat de Farmacia i Cieéncies de 1’ Alimen-
tacio de la Universitat de Barcelona 1’any 1983, amb la realitzaci6 de
la tesina de llicenciatura en 1’ambit de I’estabilitat de medicaments.
Posteriorment, va continuar aquesta linia de recerca amb la seva tesi
doctoral sobre I’estabilitat i I’estudi cinetic dels processos de degrada-
ci6 de I’azlocilina sodica, la qual va mereixer la qualificacié d’excel-
lent cum laude. Durant el temps que vam coincidir al departament,
vaig poder constatar les seves qualitats innates per a la investigacio:
la perseveranca, la creativitat i el rigor intel-lectual. El seu interes
per ampliar coneixements la va portar a realitzar, el 1990 i un cop
finalitzada la tesi, una estada postdoctoral d’un any al Departament
de Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB), on va
aprofondir en el camp dels processos fotoquimics aplicats a I’estabi-
litat de medicaments.

Posteriorment, la Dra. Pujol sense deixar el seu interes per 1’estabili-
tat de medicaments i va orientar la seva recerca sobre ’interacci6 de
farmacs amb models de membrana, camp al que s ha dedicat al llarg
de tres decades. En aquest temps, ha estat membre del grup de recerca
Virus Enterics i principalment del grup de Peptids i Proteines: Es-
tudis Fisicoquimics al llarg de mes de vint anys essent coordinadora
entre el 2018 i el 2021, any en que es va incorporar al grup de recer-
ca consolidat Sistemes Nanostructurats d’Alliberament Controlat de
Farmacs, on duu a terme estudis d’interaccié de nanoparticules amb
models de membrana. Al llarg de la seva carrera, ha dirigit nombrosos
treballs d’investigacio repartits entre tesines de llicenciatura, tesis de
master, treballs de recerca i dues tesis doctorals —les quals han me-
rescut la maxima qualificaci6 d’excellent cum laude—, 1 actualment
col-labora en la co-direccid de dues més. Aixi mateix, ha participat en
trenta projectes de recerca de 1’administracio publica (dos dels quals
com a IP) i en dos projectes no competitius (un com a IP). Els resul-
tats d’aquestes investigacions es recullen en nombrosos articles en
revistes cientifiques de factor d’impacte elevat (la majoria dintre del
primer quartil) i cinc capitols de llibre. Ha participat com a ponent o



presentant comunicacions en més de cent congressos cientifics. En
I’ambit organitzatiu, va exercir de secretaria d’organitzacié del Pri-
mer Congrés Internacional d’Educacio Superior en Ciencies Farma-
ceutiques (2004) i del XV International Symposium on Luminescence
Spectrometry (2012).

Finalment, cal destacar que la tasca d’investigacié ha estat sempre
compaginada amb I’activitat docent que va comencar a exercir I’any
1998, primer com associada substituta, seguidament com a Ajudant
d’Universitat (1988-1994) i des del 1994 com a Professora titular. La
docencia impartida, en el Departament de Farmacia, Tecnologia Far-
maceutica y Fisicoquimica s’ha centrat en les diferents assignatures
de llicenciatura i grau de I’area de Quimica Fisica aplicades a Farma-
cia i en diferents programes de doctorat i master en que ha participat
des de I’any 1988 contribuint en tasques de coordinacid i el disseny
del pla docent de les diferents assignatures. L’interes per la millora i
la innovaci6 docent I’ha portat a participar en dos Grups d’innovacié
docent, essent actualment membre del Grup d’Innovacié Docent en
Analisi Instrumental Farmaceutic, GIDAIFAR i en més de deu pro-
jectes d’innovacid docent, sis dels quals com a IP. Ha col-laborat en
publicacions docents i congressos docents i aixi com en el projecte
Aula de Formacio del Professorat de la Facultat de Farmacia del que
va estar coordinadora (2006-2018) i va ser mereixedor de la Distincio
Jaume Vicens Vives - 2011 a la Qualitat Universitaria. Es editora de
la revista d’educaci6 superior en Farmacia: Edusfarm des de la seva
creacio I’any 2004. Cal esmentar també la seva participacid en els
tribunals de proves d’accés a la universitat (PAU) per la UB exercint
com a presidenta des de el 1997 fins al dia d’avui.

A més de la trajectoria de doceéncia i recerca, el compromis de la Dra.
Pujol amb la Universitat la va portar a desenvolupar una intensa tas-
ca de gestio, fonamental per al correcte funcionament i desenvolupa-
ment de la instituci6 académica que li ha comportat el reconeixement
de tres trams de gesti6 per la UB. Com a cap d’estudis de |’ense-
nyament de Farmacia, carrec que va exercir durant set anys (1997-
2004), cal destacar el suport per al desenvolupament de la formacié i
consolidacié del Pla d’accié tutorial de I’ensenyament de Farmacia,
del qual encara participa com a tutora en 1’actualitat; el treball en el
model de reconeixement de centres receptors de ’assignatura Practi-



ques Tutelades del mateix ensenyament, i la contribucié al disseny i
la implementacio de dos plans d’estudis. L’any 2000 va ser nomenada
Membre del Comite intern d’avaluacio de la llicenciatura de Far-
macia. Des del 2008 fins al 2012 va ser directora del departament de
Fisicoquimica destacant I’impuls a I’adaptacié de la docencia del de-
partament a [’Espai Europeu d’Educacio Superior coordinant el pro-
jecte Adaptacio metodologica de les assignatures de Fisicoquimica a
I’EEES. Paral-lelament, en el periode 2006-2018 va ser Coordinado-
ra de Formacio del professorat de la Facultat de Farmacia.

La seva trajectoria personal i professional no es pot entendre sense
fer esment de ’entorn familiar que la va sostenir i impulsar des dels
primers anys. Els seus pares, fills de la postguerra a la Terra Alta, van
créixer en un context especialment dur. Amb treball constant, sacrifici
i una confianga profunda en el valor de 1’educacid, van aconseguir
que els seus fills estudiessin, prosperessin i poguessin obrir-se cami.
Aquesta herencia familiar va ser sens dubte un dels fonaments es-
sencials de la seva vida. En la seva trajectoria s’hi reconeix la forca
discreta perd decisiva d’una familia que, des de la senzillesa i I’esfor¢
quotidia, i una profunda cultura del treball, va saber transformar les
dificultats en futur prosper.

En aquesta breu presentacié de la trajectoria professional de la Dra.
Pujol, ha quedat pales que té merits més que suficients per ser admesa
com a acadeémica corresponent d’aquesta Reial Académia de Farma-
cia de Catalunya i tinc la seguretat que sabra correspondre a 1’honor
que li atorga I’ Acadeémia, enriquint-la amb la seva experiencia cienti-
fica i professional i amb el seu saber-fer. Es per aixd que, una vegada
hagi llegit el discurs reglamentari, demano al Excm. Sr. President que
tingui a bé d’imposar a la Dra. Montserrat Pujol la medalla i I’estola
aixi com, de lliurar-li el titol acreditatiu d’académica corresponent
d’aquesta corporacid.

Moltes gracies



MEMBRANES LIPiDIQUES MODEL
INTERFICIES BIOFISIQUES PER COMPRENDRE
LA VIDA I ’ACCIO FARMACOLOGICA






Excel'lentissim Senyor President

de la Reial Academia de Farmacia de Catalunya,
Excel-lentissims i Il-lustres Senyores i Senyors Academics,
Distingides autoritats académiques i professionals,
Estimats familiars, amics i companys,

Senyores i Senyors,

Preambul

Abans d’endinsar-me en el contingut d’aquest discurs d’ingrés, vol-
dria expressar el meu agraiment més sincer a la Reial Academia de
Farmacia de Catalunya per haver acceptat la meva candidatura com
a academica corresponent, i molt particularment als il-lustres acade-
mics que la van recolzar i van tenir la generositat de proposar-la: la
Dra. M. Luisa Garcia Lépez, el Dr. Oriol Valls Planells i la Dra. Ele-
na Sdnchez Lopez. La seva confianca m’honora profundament i és,
per a mi, motiu de gratitud i també de responsabilitat. Es, alhora, un
veritable orgull poder formar part d’aquesta prestigiosa institucio, i
confio saber correspondre dignament a les responsabilitats que aquest
nomenament comporta.

Aquest moment em porta també a recordar totes aquelles persones
que, d’una manera o altra, han deixat empremta en la meva trajectoria
personal, académica i professional: mestres i col-legues, companys i
companyes de feina, autoritats acadeémiques i institucionals, amics,
i tantes altres persones amb qui he compartit etapes, aprenentatges,
responsabilitats i afectes. S6n moltes, i no m’atreviria a fer-ne una
relacié de noms, tant pel risc d’un oblit involuntari com perque seria
una enumeracié massa llarga.

Permeteu-me, tanmateix, un reconeixement especial als companys i
companyes de la Secci6 de Fisicoquimica de la Facultat de Farmacia
de la Universitat de Barcelona, amb qui he compartit tants anys de
treball, de docéncia, de recerca i de responsabilitats institucionals. En
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la vida universitaria, feta d’exigéncia, compromis i dedicacid sostin-
guda, he trobat al seu costat no sols col-laboraci6 i professionalitat,
sind també companyonia i suport.

No puc deixar d’esmentar tampoc els amics, que ocupen un lloc molt
especial en aquest agraiment. Han estat fonamentals en la meva vida,
pel suport que m’han donat en I’ambit personal i per la fidelitat d’uns
vincles que, en alguns casos, s’estenen des de la infantesa a Corbera
d’Ebre, el meu poble; des dels anys d’universitat que ja en fa gairebé
cinquanta, o bé sén més recents, perd no menys importants. Voldria
que tots ells se sentissin avui presents en aquestes paraules, dites amb
gratitud profunda i amb una gran estimacio.

I, d’una manera molt especial, voldria adrecar aquest agraiment a
la meva familia. El meu pensament va avui, de manera singular, als
meus pares, pels valors que m’han transmes, pel seu suport constant
i per haver estat el meu punt de referéncia més ferm; al meu germa,
per haver estat sempre present, amb suport incondicional, i per haver
fet possible el vincle profund que ens uneix; i al meu company de
vida, pel seu acompanyament, per la seva estimacié i per la serenor, la
paciencia i la generositat amb que ha compartit el cami que m’ha dut
fins aqui. I, en aquest record, hi vull incloure també, als meus nebots
Joan i Francesc per ser-hi sempre i ben sincerament, a la resta de la
meva familia, que ha format part, cadascu a la seva manera, del teixit
d’afectes i de complicitats que sosté una vida.

A tots ells, i a totes les persones que m’han ajudat a créixer al llarg
dels anys, els dec molt més del que les paraules poden expressar. Ar-
ribo avui a aquest moment amb la conscieéncia plena que cap reco-
neixement no €s mai només individual, perque en allo que som hi
habiten també els exemples rebuts, els estimuls trobats en el cami,
les complicitats viscudes i els afectes que ens sostenen. Aixi, en tota
trajectoria hi ressonen, d’'una manera o altra, moltes preséncies esti-
mades. A totes elles, el meu agraiment més profund.

La trajectoria que m’ha portat avui aqui es va iniciar en ’ambit de
la Farmacia, amb els estudis de llicenciatura i doctorat a la Universi-
tat de Barcelona, i es va anar enriquint amb altres camins formatius
que han ampliat la meva mirada, com I’especialitzaci6 en Estudis de
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Pensament i la llicenciatura en Humanitats. Aquesta doble fidelitat, a
I’exigencia rigorosa de la ciencia i al desig de comprendre més ampli-
ament la condicié humana, m’ha dut a veure en la membrana no sols
un objecte d’estudi privilegiat, siné també un espai de significacio,
una estructura que separa i relaciona, que protegeix i comunica, que
delimita i fa possible I'intercanvi.

La meva activitat docent, desenvolupada durant deécades a la Uni-
versitat de Barcelona, principalment en 1’ambit de la fisicoquimica
aplicada a la Farmacia, m’ha permes transmetre a moltes generaci-
ons d’estudiants una conviccié profunda, que alguns dels fenomens
més decisius de la vida tenen lloc, precisament, a les interficies. En
les assignatures impartides principalment de Fisicoquimica també Bi-
omembranes, 1 Estabilitat de Medicaments, he intentat mostrar que
la Farmacia no pot limitar-se a descriure substancies o formulaci-
ons, sind que ha d’entendre també els processos, les interaccions i
els equilibris que en determinen el comportament. La docéncia, en
aquest sentit, ha estat per a mi una manera d’ordenar el pensament,
d’aprofundir en les preguntes essencials i de compartir una determi-
nada passio pel coneixement.

Pero ha estat sobretot la recerca la que m’ha anat portant, amb una co-
heréncia que avui puc reconeixer amb més nitidesa, cap al nucli ma-
teix del tema que he escollit. Des dels primers estudis sobre estabilitat
i degradacié de medicaments, passant pels treballs sobre citostatics,
peptids, liposomes i monocapes, fins als estudis sobre biointerficies,
dominis lipidics i interaccié de nanoparticules amb membranes mo-
del, el fil conductor ha estat sempre el mateix: comprendre com les
propietats fisicoquimiques de les molecules i de les estructures supra-
moleculars condicionen la seva activitat biologica i farmacologica.
Les membranes s’han anat revelant, aixi, com un escenari central on
es decideixen processos de reconeixement, fusid, permeacio, estabili-
tat, toxicitat i eficacia.

També la meva dedicacié a la gestié universitaria i a la innovaci6
docent ha contribuit a consolidar aquesta mirada. Les responsabilitats
assumides al llarg dels anys, en la Direccié d’Estudis de I’ensenya-
ment de Farmacia, en la Direccié del Departament, en la coordina-
cié de projectes docents i en iniciatives de formacié del professorat,
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m’han fet encara més conscient que el coneixement només adquireix
tot el seu sentit quan €s compartit, estructurat i posat al servei d’una
comunitat.

Al llarg dels anys, he anat comprenent que hi ha alguns temes que
no s’escullen només per interes cientific, sind perque, d’una manera
gairebé silenciosa pero persistent, ens acompanyen, ens interpel-len i
acaben esdevenint una part essencial de la nostra manera de mirar i
d’entendre la realitat. Per a mi, aquest és el cas de les membranes lipi-
diques. He volgut dedicar aquest discurs a les membranes lipidiques
model: interficies biofisiques per a comprendre [’accio farmacolo-
gica i la vida perque en aquest tema hi convergeixen, d’'una mane-
ra especialment clara, la meva formacid, la meva activitat docent, la
meva recerca i també una determinada concepcié de la Farmacia com
a ciencia de frontera, situada sempre entre la materia i la funcio, entre
la molécula 1 ’efecte, entre ’estructura i la vida.

He triat, doncs, aquest tema perque resumeix fidelment una part molt
significativa de la meva vida académica. Les membranes lipidiques
representen, per a mi, una realitat cientifica d’una gran bellesa i d’una
enorme fecunditat explicativa: s6n estructures materials i, alhora, es-
pais de relacid; so6n limit i obertura; sén condicié de la vida i lloc
privilegiat de I’accié farmacologica. En elles hi he trobat una manera
d’unir els meus interessos per la fisicoquimica, per la biofisica, per la
formulaci6 farmaceutica i per la comprensid de la vida com a feno-
men organitzat, dinamic i profundament relacional. Per aix0o aquest
discurs no respon només a una tria tematica, sin6 a una conviccid
intel-lectual madurada al llarg dels anys: comprendre les membra-
nes és, en una certa manera, comprendre millor la vida i com-
prendre millor també com els farmacs poden intervenir-hi.
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1.INTRODUCCIO

La comprensié profunda dels mecanismes moleculars que regeixen les
interaccions entre els farmacs i les membranes biologiques constitu-
eix, sens dubte, un dels pilars fonamentals sobre els quals descansa la
ciencia farmaceutica contemporania. En efecte, cap molecula terapeu-
tica pot desplegar plenament la seva acci6 sense, d’una manera o d’una
altra, establir contacte amb les estructures lipidiques que delimiten,
protegeixen i organitzen les cel-lules. Aquest principi, aparentment in-
tuitiu, adquireix una magnitud i una complexitat extraordinaries quan
és examinat en tota la seva dimensio biofisica, estructural 1 funcional.

La membrana biologica, en la seva doble condicié de frontera i pla-
taforma d’activitat, pot esdevenir, per a nombrosos farmacs, la seva
diana principal. Per a d’altres molecules, representa la porta d’accés
cap a ’espai intracel-lular, on es despleguen les rutes metaboliques i
les maquinaries moleculars que cal modular amb precisi6 terapeutica.
En tots dos casos, la bicapa lipidica i les proteines que n’articulen
I’arquitectura assumeixen un paper decisiu, garantint no només la co-
heréncia estructural, sind també la regulaci6 fina i necessaria per al
manteniment de la vida cel-lular. La capacitat dels farmacs per alterar
subtilment o de vegades de manera notable, la curvatura, la fluidesa
o I’organitzacié d’aquest entramat lipidic, evidencia fins a quin punt
la membrana pot convertir-se en un auténtic modulador terapeutic,
capa¢ d’influir en processos tan essencials com la senyalitzaci6 cel-
lular, I’expressié geénica o la resposta adaptativa de la cel-lula.

Ara bé, les interaccions entre farmacs i membranes no es limiten a
la simple penetracié o unié molecular. La seva influéncia s’estén a
propietats com la viscositat local, la mobilitat dels lipids, la carrega
superficial o I’ordre estructural de la bicapa, i totes aquestes variables
poden modificar, de manera profunda, la permeabilitat de la mem-
brana i ’activitat de les seves proteines. Les repercussions d’aquests
canvis afecten directament la fisiologia cel-lular i, per tant, el conjunt
de processos que sostenen la seva funcié. L’estudi acurat d’aquestes
interaccions esdevé, per aix0, molt més que un exercici teoric: és una
eina indispensable per al disseny racional de nous medicaments, per
a la comprensid de la seva farmacocinetica i, finalment, per a 1’antici-
pacid i prevenci6 dels seus efectes adversos.
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No obstant aix0, les membranes biologiques, extraordinariament ri-
ques en diversitat composicional i dinamiques en la seva organitzacio,
presenten una complexitat que sovint dificulta 1’analisi experimental
directa. Davant d’aquest repte, la comunitat cientifica ha impulsat el
desenvolupament de models lipidics simplificats que reprodueixen,
amb fidelitat selectiva, les propietats fonamentals de les membranes
cel-lulars.

La literatura cientifica recent mostra amb claredat com aquests mo-
dels in vitro permeten examinar aspectes essencials de la interaccid
farmac-membrana com la lipofilicitat, la permeabilitat, la toxicitat,
els mecanismes de transport i 1’activitat farmacologica. Mitjancant
tecniques biofisiques cada vegada més precises i sofisticades, les
membranes model s’han convertit en una finestra privilegiada que ens
permet desxifrar la relacié intima entre estructura molecular i respos-
ta biologica, i que obre noves vies per entendre fenomens que, fins fa
unes decades, eren dificilment accessibles.

Es per aix0 que, en el marc d’aquest discurs, voldria, en primer lloc,
recuperar i reivindicar la importancia de la membrana biologica com
a entitat central en la fisiologia cel-lular. En faré un breu recordatori
de la seva composicid, organitzacié i funcid, tot destacant el paper
que els lipids, massa sovint considerats secundaris davant de les pro-
teines, exerceixen en la regulacio estructural i funcional de la cel-lula.
A continuacid, aprofundiré en els processos biofisics que tenen lloc
en aquesta interfase dinamica i que condicionen la interaccié amb els
farmacs.

Seguidament, em centraré en els principals models de membrana dis-
ponibles i en la necessitat de seleccionar amb rigor les metodologies
que millor s’adeqiiin a les propietats que es desitgi analitzar. Només
a partir d’aquesta tria fonamentada podem avancar amb solidesa en
la comprensi6é d’un camp que, n’estic convencuda, continuara essent
decisiu en el futur del desenvolupament farmaceutic i de la terapeu-
tica de precisio.

Es en aquest dialeg constant entre la complexitat biologica i I’ele-

gancia de la simplificaciéo experimental on la farmacia cientifica
troba una de les seves vocacions més nobles: la de transformar
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el coneixement en salut. Transformar-lo en benestar, en qualitat de
vida, en esperanca fonamentada en 1’evidéncia.

Finalment, permeteu-me avancar que el concepte de membrana no
s’esgota en la seva definici6 bioquimica o en la seva funcié cel-lular.
La membrana pot i potser ha de ser també entesa des d’una perspec-
tiva humanistica, com a metafora de limits que protegeixen perd que
també comuniquen; de fronteres que delimiten pero que, alhora, fan
possible I’intercanvi; d’espais on el contacte transforma. Es per aixo
que per acabar el discurs m’agradara compartir una reflexié sobre
la membrana metaforica, una idea que, en el seu simbolisme, ens
interpel-la com a cientifics perd també com a persones.
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2. FONAMENTS FISICOQUIMICS DE L’ORGANIT-
ZACIO DE LES MEMBRANES

2.1. Composicid, estructura i funciéo de les membranes
cel-lulars

Les membranes biologiques constitueixen estructures essencials i
omnipresents en tots els éssers vius, ja que delimiten tant les cel-lules
com els organuls intracel-lulars , mitocondries, cloroplasts, nucli,
lisosomes o aparell de Golgi, i fan possible 1’organitzacié compar-
timentada propia de la vida cel-lular [1]. Aquesta compartimentacio
permet la creacié de microambients quimics diferenciats indispen-
sables per al desenvolupament coordinat dels processos metabolics,
establint aixi el principi funcional que sosté 1’arquitectura cel-lular
[2-3]. La membrana plasmatica separa el medi intracel-lular del medi
extracel-lular i manté gradients especifics d’ions, proteines i altres so-
luts, mentre que les membranes dels organuls asseguren condicions
fisicoquimiques distintes entre el citosol i els seus compartiments in-
terns, garantint el funcionament especialitzat de cada estructura.

Lluny de ser estructures homogenies, les membranes presenten una
organitzacio lateral heterogenia amb microdominis especialitzats. En-
tre aquests destaquen els lipid rafts, dominis enriquits en colesterol i
esfingolipids que presenten una organitzacié més compacta i menys
fluida que la resta de la bicapa lipidica [4-5]. Aquests dominis actuen
com a plataformes funcionals implicades en processos essencials com
la transduccid de senyals, el transit vesicular i I’adhesi6 cel-lular [6].

La funcié de compartimentacié i regulacié selectiva és conseqiiencia
directa de la naturalesa dels lipids de membrana, que constitueixen un
dels seus components principals. Aquests lipids son molecules amfi-
filiques, caracteritzades per la presencia d’una regié polar hidrofilica
1 una regi6 apolar hidrofobica.

El terme lipid engloba un conjunt heterogeni de substancies definides
per la seva solubilitat en dissolvents organics no polars i formades
principalment per carboni, hidrogen i oxigen, tot i que poden contenir
fosfor, nitrogen o sofre. Entre els lipids biologicament més rellevants
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destaquen els greixos, els fosfolipids i els esteroides.

Els greixos o triacilglicerids resulten de I’esterificacié del glicerol
amb acids grassos (Figura 2-1), els quals poden ser saturats o insa-
turats (Figura 2-2). La presencia d’insaturacions, especialment en
configuracid cis, introdueix flexions en la cadena hidrocarbonada que
modulen les propietats fisiques dels lipids. La combinacié de dife-
rents acids grassos genera una gran diversitat estructural i funcional.
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Figura 2-1. L’esterificacié d’una molecula de glicerol amb tres d’acids grassos formen

una molecula de trigicerid.

HERHYH HH HEHEH A A H
SATURAT ¢ 1 & & & & & & & & 1 1
Acidastearic & GG 66 GG EG GGGt
HHHHHHHHHHHH
Enlla doble cis ., v\ \”\br\b,OH
INSATURAT a ¥ e-CT W
i C— LR v
Acid linoleic LR AR
G2 e
n R

H H —Enllag doble trans
TRANS L

BB R
B B
acl rans-moemH HHHHH HHHH

Figura 2-2. Exemples d’acids grassos saturats i insaturats.

Els fosfolipids constitueixen els principals elements estructurals de
les membranes. Deriven del glicerol esterificat amb dos acids grassos
en les posicions sn-1 1 sn-2 i amb un grup fosfat en la posicié sn-3,
que constitueix 1’acid fosfatidic, el qual pot unir-se a diferents radi-

cals polars (Figura 2-3).
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Aquesta estructura confereix a la moleécula un caracter amfipatic que
en medi aquds afavoreix 1’autoorganitzacié espontania en bicapes,
amb les cues hidrofobiques orientades cap a I’interior i els caps polars
en contacte amb 1’aigua.

ESTRUCTURA QUIMICA REPRESENTACIO ESQUEMATICA
I? = =
HO-P—OH |l Polar | Polar
I (cap) (cap hidrofilic)
o .|
sn-1 sn2 | =
c—<cC-C T
| [
0=00
| | L No polar
| No polar
((I:H"’)' (ICHZ)"‘ (cues) (cues hidrofobiques)
CH; CH,3 .|
R: grup polar variable (p. ex. colina, etanolamina, serina, etc.)
Sn-1i Sn-2: posicions d'esterificacié amb acids grassos

Sn-3: posicid d'esterificacié amb fosfat 5

Figura 2-3. Estructura quimica i representacié esquematica d’un fosfolipid tipus glicero-
fosfolipid, amb un cap polar hidrofilic unit a un esquelet de glicerol (posicié sn-3) i dues
cadenes hidrofobiques d’acids grassos esterificades (posicions sn-1 i sn-2). L’esquema
il-lustra el caracter amfipatic de la molecula i la seva base estructural per a la formacié
de bicapes lipidiques. Elaboracié propia, generada per 1A, a partir de recursos docents
en Fisicoquimica.

Segons el substituent del grup fosfat es generen diferents fosfolipids,
com la fosfatidilserina, la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilcolina o
la fosfatidilinositol, aquesta tltima implicada en processos de senya-
litzaci6 cel-lular.

H

Figura 2-4. Molecula de colesterol

Els esteroides constitueixen un altre component essencial de les
membranes. El colesterol (Figura 2-4), amb un esquelet tetraciclic

23



caracteristic, pot representar fins al 30% dels lipids de la membrana
plasmatica. El seu grup hidroxil s’orienta cap a la interficie aquosa,
mentre que I’estructura hidrofobica s’insereix en la bicapa, modulant
la fluidesa, I’estabilitat i la permeabilitat de la membrana.

Altres lipids presents en menor proporcio, perod funcionalment relle-
vants, inclouen els glicolipids i els esfingolipids (Figura 2-5). Aquests
darrers deriven de 1’esfingosina i, mitjancant I’amidacié amb un acid
gras, formen ceramides, que constitueixen la base estructural dels es-
fingofosfolipids i dels esfingoglicolipids. Els glicolipids, que incorpo-
ren residus glucidics, presenten una elevada polaritat i participen en
processos de reconeixement cel-lular.
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— —C—C—C—C— I |
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i i H °
CH3-(CHy)12-C—C-C——C-CH,0H | H H II Ha Hy 5
H OH "IIH —CH3—(CH2)1Z—CH—CI—(|Z—C —O—(Fl;——O—C—C—N(CHa)s
= OH NH
O—? |
. c=—0
Ceramida (|CH2) 8 Esfingomielina |
CH;

Figura 2-5. Formaci6 de la ceramida i I’esfingomielina a partir de 1’esfingosina

En medi aqués, els lipids de membrana s’organitzen principalment en
bicapes (Figura 2-6), amb les regions hidrofobiques orientades cap al
centre i les regions polars en contacte amb el medi aquds.

. \\-. ...-*’;

BICAPA MICEL-LA LIPOSOMA
Figura 2-6. Estructura esquematica de 1’autoenssemblatge de fosfolipids en micel-les,
liposomes i bicapes planes. El cap polar i les cues no polars determinen I’organitzacid
amfifilica i la forma d’aquestes estructures. Created in BioRender. (2026) https://Bio-
Render.com/zj1nckk.
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Aquesta estructura pot tancar-se sobre si mateixa formant vesicules,
configuraci6 caracteristica de les membranes biologiques. La continu-
itat de la bicapa impedeix el pas lliure de macromolecules i bloqueja
practicament la difusié d’ions inorganics i de soluts polars, mentre que
molecules hidrofobiques poden difondre-hi amb relativa facilitat.

Tanmateix, la compartimentacié no implica aillament funcional. La su-
pervivencia cel-lular exigeix intercanvis continus de materia, energia i
informaci6 a través de la membrana, processos que son possibles gra-
cies a les proteines de membrana, el segon gran component estructural.
Aquestes proteines presenten una gran diversitat estructural i funcional
i poden classificar-se en integrals, periferiques o ancorades a lipids.

1. Proteina 2. Proteina 3. Proteina transmembrana 4. Proteina transmembrana 5. Proteina
pi bitopi multipas (a-hélix) en barril B ancorada a lipids

Medi extracel-lular
(exterior)

Citosol
(interior cel-lular)

N c
Associada a una sola Travessa la membrana Travessa la membrana
No travessa la membrana.
«cara de la membrana ey me_v_nhrana miltiples vegades mitjancant formant un barril tancat Esta unid lentment
una vegada mitjangant e ” FEE sta unida covalentment a
(extracel-lular). e helix a. Els extrems N i C de lamines B. lipids de la bicapa
No travessa la bicapa. poden quedar al citosol 0 a Freqient en membr?nes (acilaci6 o enllag GPI).
I'exterior. externes de bacteris,

mitocondris i cloroplasts.

Figura 2-7. Tipus de proteines de membrana segons la seva topologia: monotopiques
(cara extracel-lular), bitdpiques, multipas (a-helix), barril B i ancorades a lipids. Elabo-
racié propia generada per IA, a partir de la classificacié classica descrita en Alberts B,
Johnson A, Lewis J, Morgan D, Raff M, Roberts K, et al. Molecular Biology of the Cell.
6a ed. New York: Garland Science; 2015 [29]

Les proteines integrals s’insereixen de manera permanent en la bicapa
i poden ser monotopiques, bitopiques o politdpiques segons la seva
topologia. Les proteines periferiques s’associen de forma reversible
a la superficie de la membrana mitjangant interaccions electrostati-
ques o ponts d’hidrogen, mentre que les proteines ancorades a lipids
s’uneixen covalentment a molecules lipidiques, fet que els confereix
estabilitat i flexibilitat funcional. Aquestes proteines sén essencials
per al transport de soluts, la transducci6 de senyals, la comunicacié
intercel-lular i I’organitzacié de microdominis lipidics (Figura 2-7).
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Els carbohidrats de membrana es localitzen principalment a la cara
externa de la membrana plasmatica, units a lipids (glicolipids) o a
proteines (glicoproteines i proteoglicans). Desenvolupen funcions es-
sencials en el reconeixement cel-lular, la proteccié de la superficie
cel-lular i la resposta immunitaria, actuant com a marcadors especifics
que permeten la identificacié i comunicaci6 entre cel-lules.

Els lipid rafts (Figura 2-8) constitueixen microdominis dinamics rics
en colesterol i esfingolipids [7] que presenten un estat fisic liquid-
ordenat (Lo), combinant mobilitat lateral amb elevada compactacid
molecular [5]. Poden agrupar-se formant plataformes funcionals im-
plicades en la transduccié de senyals, I’adhesié i la motilitat cel-lular,
aixi com en processos d’endocitosi i exocitosi [6, 8]. El seu enriqui-
ment lipidic i la incorporacid selectiva de proteines modulen interac-
cions moleculars determinants per a la funcionalitat de la membrana.

Glicocalix
Glicoproteina 2 (cadenes de carbohidrats)

(receptor)

Colesterol r: Glicoesfingolipid
Proteina transmembrana

(implicada en senyalitzacié o trafic)

%A

)
Fosfolipid Colesterol Glicoesfingolipid Proteina A icoproteir
(bicapa lipidica) (modula la fluidesa 4 (enriquit als rafts; (localitzada preferentment (receptor de membrana
i estabilitza els rafts) | interacciona amb colesterol) en els rafts) implicat en senyalitzaci6)

Figura 2-8. Organitzaci6 lateral de la membrana plasmatica amb microdominis (rafts li-
pidics) enriquits en colesterol i glicoesfingolipids, que afavoreixen 1’agrupament selectiu
de proteines transmembrana implicades en senyalitzacid, trafic vesicular i reconeixement
cel-lular. Elaboraci6 propia, generada per IA, a partir de Simons K, Ikonen E. Functional
rafts in cell membranes. Nature. 1997; 387:569-72 [4]; Lingwood D, Simons K. Lipid
rafts as a membrane-organizing principle. Science. 2010;327(5961):46-50 [5].

El model del mosaic fluid (Figura 2-9) proposat per Singer i Nicolson
[2] descriu la membrana com una estructura dinamica formada per
una bicapa lipidica en la qual les proteines s’insereixen amb mobi-
litat lateral. Posteriorment, la identificacié dels lipid rafts ha refinat
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aquest model, posant de manifest la complexitat lateral i funcional de
la membrana. A més, les membranes presenten asimetria composicio-
nal entre les seves cares interna i externa, caracteristica essencial per
al seu funcionament.

Exoplasma Proteina ancorada
als lipids

Proteina periférica

de membrana
Medi extracel-lular

(exoplasma) r 3 ’ ,’ ’- -,
DL IS
i , ,?,Q,q- 99: ;,:4’

Capa externa
hidrofilica

BRI =

hidrofobic
(fratiolipidic)

Proteina integral
de membrana

Citosol Proteina integral Proteina ancorada

(interior cel-lular)  de membrana als lipids
Proteina integral

de membrana

Fosfolipid Colesterol Glicoproteina Proteina ancorada Proteina periférica
(bicapa lipidica) (regula la fluidesa i 8 (receptor o proteina als lipids a de membrana
bilitza la b daal's (unida coval a la superficie
a lipids) sense travessar-la)
Proteina integral Proteina integral Proteina integral Proteina integral
de membrana de membrana de membrana de membrana
. (travessa la bicapa lipidica) 1 (travessa la bicapa lipidica) (travessa la bicapa lipidica} @ (ancorada a la cara citosolica)

Figura 2-9. Components de la membrana plasmatica: bicapa lipidica formada per fosfoli-
pids (caps hidrofilics i nucli hidrofobic), colesterol i diferents tipus de proteines (integrals,
perifériques i ancorades a lipids), aixi com glicoproteines orientades cap a 1’exoplasma.
L’esquema il-lustra I’organitzacid estructural i I’asimetria de la membrana. Elaboraci6 pro-
pia, generada per IA, a partir d’Alberts B, Bray D, Hopkin K, Johnson AD, Lewis J, Raff
M, et al. Essential Cell Biology. 4a ed. New York: Garland Science; 2015 [1].

En les cel-lules i organuls diferenciem la part interna i la part externa
de les membranes que no son iguals, la membrana és asimetrica. Aixi
doncs trobarem composicié diferent en el exterior i I’interior de la
bicapa. A la Figura 2-10 s’observa les diferents fases de la membrana
cel-lular, es diferencien les fases internes amb la superficie orientada
cap a I’interior del compartiment i les externes orientada a 1’exterior.

En conjunt, les membranes no només defineixen compartiments es-
tructurals, sind que determinen la naturalesa de la comunicaci en-
tre ’interior i I’exterior cel-lular. Aquesta comunicacié pot adoptar
la forma de transport selectiu d’ions i molecules o bé de transmissio
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d’informacié mitjancant canvis conformacionals en els components
membranosos. Aixi, la membrana emergeix com una estructura dina-
mica i funcional que integra compartimentacié, comunicacié i adap-
tacid, fonaments indispensables per a la vida cel-lular.

Mitocondria
R ' Vesicula ; B Membrana externa
A "1 aﬁ .l p —— Membrana interna
p Matriu

Espai intermembrana
mitocondrial

3

s (0 Reticle endoplasmatic e Cara citosélica

—— Cara exoplasmatica

Citosol

™ Cara exoplasmatica
Exterior

L Membrana nuelear externa
Espai intermembrana nuclear

Figura 2-10 esquema de les fases de la membrana cel-lular

1. Fases internes — superficie orientada a I’interior del compartiment

2. Fases externes — amb la superficie cap a I’exterior Citosol (intern) Nucli, mitocondries
i clorosplasts estan envoltats per dues membranes separades per un espai intermembra-
nari. Adaptat per IA a partir de recursos educatius de biologia cel-lular.

2.1.1. Lipids de membrana

La bicapa és la forma d’organitzacié preferent dels lipids e la mem-
brana, amb les parts polars orientades cap als compartiments aquo-
sos 1 les regions hidrofobiques disposades a I’interior. Aquest model
estructural es correspon perfectament amb el model del mosaic fluid
descrit per Singer i Nicholson [2] i mencionat anteriorment.

Cal destacar que un model cientific no pretén reproduir completa-
ment la complexitat d’'una membrana biologica, sind representar-ne

propietats fonamentals i permetre 1’estudi del comportament davant
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(A)

de pertorbacions [9]. En aquest sentit, el model del mosaic fluid expli-
ca adequadament la permeabilitat selectiva de la membrana i la seva
funcié de compartimentaci6 cel-lular [2]. Tanmateix, diversos proces-
sos biologics, com I’endocitosi, I’exocitosi o la fusié de membranes,
no poden justificar-se exclusivament amb una organitzacié en bicapa
lipidica. La transicié de dues bicapas (abans de la fusid) a una sola
(després de la fusid) implica I’existéncia transitoria de configuraci-
ons que es desvia de bicapa lipidica [10]. Aquest fenomen evidencia
el polimorfisme lipidic, és a dir, la capacitat dels lipids per adoptar
multiples organitzacions segons les condicions fisiques i quimiques
del medi [11].

2.1.1.1. Organitzacio estructural dels lipids en medi aquos

Quan els lipids es resuspenen en aigua a concentracions elevades
(aproximadament 1:1 lipid/aigua), poden autoorganitzar-se esponta-
niament en diferents fases segons la seva naturalesa quimica, la tem-
peratura, el pH o la concentraci6 [12]. Per caracteritzar aquestes or-
ganitzacions, s’empren tecniques com la difraccié de raigs X, 'RMN
de *'P o la microscopia de criofractura [10].

Sedon & Templer van concloure que les principals organitzacions ob-
servades son Fase lamel-lar (L ): dues monocapes paral-leles i equi-
distants. Fase hexagonal (H)): cilindres amb caps polars orientats cap
a I’exterior i Fase hexagonal inversa (H,): cilindres invertits amb les
regions polars a I’interior [11, 13].

)

(B)

OH SR
IR
PRI
BRI ILIE RN
NN

Figura 2-11. Fases lipidiques en sistemes lipid—aigua (polimorfisme lipidic). (A) Fase
lamel-lar (L), amb organitzacio en bicapa; (B) fase hexagonal de tipus I (H,), amb agre-
gats tubulars i els caps polars orientats cap a I’exterior; i (C) fase hexagonal inversa (H,),
amb canals aquosos interns i els caps polars orientats cap a I’interior. Esquema basat en

[11-13].
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La figura 2-11 mostra un esquema de les diferents fases organit-
zatives dels lipids: (A) Fase lamel-lar (La). Constituida per dues
monocapes lipidiques paral-leles i equidistants. Les regions polars
dels lipids s’orienten cap al medi aquds, mentre que les cadenes
hidrofobiques queden disposades a I’interior de la bicapa. Es tracta
de I’organitzaci6 basica i més estable dels fosfolipids en condicions
fisiologiques; [2, 12] (B) Fase hexagonal de tipus I (H). En aquesta
organitzacio, els lipids formen estructures cilindriques llargues, ori-
entades perpendicularment al pla de la figura. Els caps polars s ubi-
quen a I’exterior del cilindre, en contacte amb 1’aigua, mentre que
les cadenes hidrofobiques es troben a I’interior. Aquestes estructures
son comparables a micel-les tubulars i apareixen en lipids amb caps
polars relativament grans [10, 12]; (C) Fase hexagonal de tipus II
(H,). En aquest cas, els lipids també formen cilindres orientats per-
pendicularment al pla de la figura, pero amb una disposicid inversa:
els caps polars s’orienten cap a I’interior del cilindre, envoltant un
canal aqués, mentre que les regions hidrofobiques es disposen cap
a I’exterior. Aquesta configuracid, coneguda com a micel-la inversa,
és caracteristica de lipids amb forma conica i es veu afavorida per
condicions com la deshidrataci6, I’augment de temperatura o la pre-
séncia d’insaturacions [10-11]

2.1.1.2. Segregacio lipidica: diagrama de fases

L’organitzacié d’un lipid en una barreja lipid/aigua depen principal-
ment de la temperatura i de la fraccié de lipid present. La represen-
tacio d’aquestes condicions i de les fases resultants constitueix el di-
agrama de fases [3]. A la figura 2-12 es pot veure un exemple d’una
part d’un diagrama de fases d’una barreja fosfolipid/aigua [14]. En
general, les fases hexagonals inverses (H,) son afavorides per con-
centracions elevades de lipids, temperatures altes, deshidratacio i pre-
séncia d’insaturacions a les cadenes aciliques [10].

En condicions fisiologiques (37 °C) i elevada concentracié d’aigua,
la majoria de fosfolipids adopten preferentment organitzacions lamel-
lars (L ), tot i que lipids com la fosfatidiletanolamina o els galactoli-
pids poden estabilitzar fases H, [15-16].
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Figura 2-12. Diagrama de fase general
d’un sistema fosfolipid/aigua. Els domi-
La nis d’existencia de fases es determinen en
funcié de la temperatura i la concentracid
de lipid. Les fases Laf i L corresponen
a les organitzacions lamel-lars en les que
les cadenes hidrocarbonades dels lipids
* | Lap tenen una estructura ordenada. Adaptat
de Shechter, E. Biochemie et Biophysique
Lp des membranes, 2na Ed. Masson, Paris
1993 (Figure 4-6) [14]
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Ala taula 2.1 es veu ’organitzaci6 preferent d’alguns lipids molt co-
muns i també I’efecte que produeix sobre 1’organitzacié processos
com la deshidratacid, I’augment de temperatura o colesterol.

Taula 2.1. Organitzaci6 de diferents lipids

LIPIDS FASES
Fosfatidilcolina L
Esfingomielina L
Fosfatidiletanolamina HII
Fosfatidilserina L
Fosfatidilglicerol L
Cardiolipina L
Monogalactosildiglicerid H,
Lisofosfatidilcolina H
Insaturacié L—H,
Deshidratacié L—H,
Augment de T L—H,
+ colesterol L—H,

2.1.1.3. Forma estructural i relacio amb la fase lipidica
El concepte de forma molecular constitueix una eina fonamental per

comprendre les diverses organitzacions supramoleculars dels lipids.
La figura 2-14 representa diferents formes moleculars dels lipids,
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aquestes estructures depenen dels volums relatius, i, per tant, dels im-
pediments esterics, de les regions polar i hidrofobica de les molecules
lipidiques [17].

Observant la figura 2-13, la geometria efectiva d’un lipid ve deter-
minada per la relacié entre 1’area del cap polar i la relacié volum/
longitud de les cadenes hidrofobiques i condiciona la curvatura que
tendeix a imposar a la monocapa. Aixi, quan ambdues parts presenten
volums similars, el lipid adopta una geometria cilindrica i s’organitza
en fase lamel-lar (L ). Si el volum de la regi6 polar €s superior al de la
regi6 apolar, la molécula adquireix forma de con invers i es forma la
fase micel-lar o hexagonal inversa (H,) [10]. En canvi, si la part hidro-
fobica és predominant, el lipid adquireix una forma conica i tendeix a
organitzar-se en fase H [11].

L’organitzacid lipidica depeén no només de la naturalesa del lipid, sin6
també de les condicions fisicoquimiques del medi [3]. Factors com la
temperatura, I’hidratacid, la insaturacié de les cadenes aciliques o la
preseéncia de colesterol poden induir transicions de fase entre estruc-
tures lamel-lars i no lamel-lars [10].

o Forma conica e Forma cilindrica 0 Forma conica inversa
Cap polar gran Proporci6 equilibrada Cap polar petit

Cues hidrofobigues petites entre cap i cues Cues hidrofabiques grans

\ Indueix curvatura negativa ‘ Afavoreix membranes planes Indueix curvatura positiva ‘
Afin'Ell estructures amb curvatura negativa Afavoreix bicapes planes Afavoreix estructures amb curvatura positiva
(ex. fase hexagonal inversa, H,) (ex. fase lamel-lar, Lg) (ex. micel-les inverses)
Lipid cdnic Lipid cilindric "
Cap polar ; Cues hidrofdbiques @ 5 S Lipid cdnic invers
LSS 4 (afinitat per curvatura (afinitat per membranes finitat t it

8 (hidrofilic) (cadenes d'acids grassos) Pegative) planas) (afinitat per curvatura positiva)

Figura 2-13. Relaci6 entre la geometria molecular dels lipids amfifilics i la curvatura
de la membrana. Els lipids conics (A), cilindrics (B) i conics inversos (C) determinen
la curvatura espontania i 1’organitzacio estructural de la membrana. Elaboracié propia,
generada per IA, a partir de Shechter, E. Biochemie et Biophysique des membranes, 2na
Ed. Masson, Paris 1993 (Figura 4-7) [14]
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En la figura 2-14 es mostren les formes d’organitzacio diferents tipus
de lipids amfifilics segons la seva estructura molecular i la relacié en-
tre el volum de les cadenes hidrofobiques i la superficie del cap polar,
que determina la seva geometria efectiva (cilindrica, conica o conica
inversa). La fosfatidilcolina (fase L) i del fosfatidilinositol (fase H,)
es correlaciona directament amb la seva forma molecular observable.
No obstant aix0, és menys evident per que la fosfatidiletanolamina,
tot i presentar cadenes hidrocarbonades de longitud similar, s’organit-
zi preferentment en fase H, [11].

Aquest comportament s’explica per la seva menor capacitat d hidra-
tacid: la fosfatidilcolina pot coordinar aproximadament vint moleécu-
les d’aigua, mentre que la fosfatidiletanolamina només n’interacciona
amb unes cinc [12].

o Forma conica o Forma cilindrica G Forma conica inversa
Cap polar gran Proporci6 equilibrada Cap polar petit
Cues hidrofobiques petites entre cap i cues Cues hidrofobiques grans
Lipid amb una sola cadena Fosfolipids amb cap Fosfolipids tipics Fosfolipids amb cap petit Lipids neutres
(lisofosfolipid) molt gran (dues cadenes) (p. ex. diacilglicérids)
P . A / \ p
/o ST \ / / N
/ \ 6 0\ 4 \ o 3 NHE
1 . | NH; NHy' | INH; o
s [ \\ (=) 5 (e 5 A0
-\' oy / \ D-I‘o— | \ osf_g 0:?,0 / \ “‘é-o' | °‘+-u' o=p-0 o-Ao
=5 \SFE0s) A ) 3°) b5 )

Figura 2-14. Representaci6 de diferents tipus de lipids amfifilics segons la seva estruc-
tura molecular i la relaci6 entre el volum de les cadenes hidrofobiques i la superficie del
cap polar, que determina la seva geometria efectiva (cilindrica, conica o conica inversa) i,
en conseqiiencia, la curvatura de membrana que afavoreixen. Elaboracid propia, genera-
da per A, a partir d’Israelachvili IN. Intermolecular and surface forces. 3rd ed. London:
Academic Press; 2011 [17]

Per aquest motiu, és imprescindible considerar totes les condicions
fisicoquimiques del sistema: temperatura, concentracié d’aigua, grau
d’insaturacio de les cadenes hidrocarbonades i preséncia de coles-
terol. Un augment de la temperatura incrementa la mobilitat de les
cadenes aciliques, mentre que la deshidratacié redueix el volum de
la regi6 polar, afavorint I’organitzacié en fase H . Igualment, la pre-
séncia d’insaturacions a les cadenes lipidiques o la incorporacié de
colesterol també promou aquest tipus de disposicio.
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Figura 2-15. Organitzacié lamel-lar per compensacié de forma (compensacié geometrica).
La barreja d’amfifils amb geometries diferents pot reduir I’estrés d’empaquetament. Lipids
amb tendencia a curvatura positiva (forma inversament conica) i lipids amb tendéncia a
curvatura negativa (forma conica) poden compensar-se dins la bicapa, afavorint una orga-
nitzacié lamel-lar (La) més estable. Adaptada de Shechter, E. Biochemie et Biophysique
des membranes, 2na Ed. Masson, Paris 1993 (Figura 4-8) [14], vegeu també [9-11].

En sistemes mixtos, formats per diversos lipids i aigua, es pot produ-
ir compensacio geometrica entre moleécules, determinant 1’estructura
final (Figura 2-15). Per exemple, la lisofosfatidilcolina (forma de con
invers) i la dipalmitoil-fosfatidiletanolamina (forma de con) poden
barrejar-se i donar lloc a una organitzacié en fase lamel-lar (Lat) [3].
Fenomens similars s’observen en barreges d’esfingomielina i coleste-
rol o de fosfolipids insaturats [18].

2.1.14. Organitzacio lipidica a la membrana

En una membrana bioldgica o en una suspensié de liposomes en ex-
cés d’aigua, els lipids, generalment, constitueixen I’espessor de la
membrana. Es pot trobar 1’ordre a gran escala (1, 2 o 3 dimensions)
observat per a les mescles lipid/aigua poc hidratades. Es pot establir
I’equivaléncia entre 1’organitzacié en un sistema lipid/aigua y 1’orga-
nitzacié al sinus de la membrana (Figura 2-16).
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Figura 2-16. Relacié entre la geometria molecular dels lipids amfifilics, la curvatura es-
pontania i les principals fases lipidiques resultants. Els lipids cilindrics afavoreixen fases
lamel-lars (L), els conics inversos promouen fases amb curvatura positiva (micel-lars i
hexagonals normals, H') i els conics afavoreixen fases amb curvatura negativa (hexago-
nal inversa, H"). Les fases cibiques presenten una curvatura mitjana propera a zero i una
elevada complexitat topologica. Elaboraci6 propia, generada per IA, a partir de Huang Y,
Gui S. RSC Adv. 2018; 8: 6978—6987 [12].

L’equivalent de 1’organitzacié lamel-lar de les barreges lipid/aigua és
clarament de bicapa lipidica. L’equivalent de I’organitzacio tipus H,
és el de la micel‘la classica, els detergents que solubilitzen les mem-
branes i els liposomes adopten aquest tipus (ex: lisoPE). L’equivalent
a I’organitzacié H;; és més complicat d’imaginar. Surt d’una micel-la
inversa en el sinus de 1’espessor de la membrana (dintre de la bicapa),
aixi tenim que els lipids que adopten H,, desestabilitzen la membrana.
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Figura 2-17. Organitzaci6 lipidica i formacié de microdominis (lipid rafts) en fase 1i-
quid-ordenada (Lo) (B). La geometria i I’empaquetament dels lipids (A) determinen I’he-
terogeneitat lateral de la membrana. La fraccié majoritaria de glicerofosfolipids (GPLs),
sovint amb cadenes aciliques insaturades, tendeix a formar un entorn més fluid i desorde-
nat (fase Lo/Ld). En canvi, la esfingomielina (SM) i els glicoesfingolipids (GSLs), enri-
quits en cadenes llargues i saturades, presenten una elevada capacitat d’empaquetament
i d’establir interaccions intermoleculars, i mostren una afinitat marcada pel colesterol. El
colesterol s’intercala entre cadenes saturades, incrementa 1’ordre sense eliminar la mobi-
litat lateral i afavoreix la segregacié de dominis liquid-ordenats (Lo) enriquits en coles-
terol i esfingolipids, que poden actuar com a plataformes funcionals per a processos de
transport i senyalitzacid cel-lular [4-5, 7,20]. Adaptada de Fantini J, Garmy N, Mahfoud
R, Yahi N. Expert Rev Mol Med. 2002; 4(27):1-22 (figura 3) [19]

La figura 2-17 mostra un esquema d’organitzacié a la membrana en
un model simplificat basat en la forma teorica dels lipids [19]. La
capacitat dels lipids de la membrana per formar 1’estructura basica
de bicapa és el resultat de diverses propietats, la més important de les
quals és el seu caracter amfipatic. En dissolvents aquosos, les mole-
cules amfipatiques, s’orienten naturalment per garantir que els grups
polars s’associen amb molecules d’aigua, mentre que les cadenes
hidrofobes interactuen uns amb altres de manera que les molecules
d’aigua queden exclosos de la fase hidrofoba. Si la molecula de lipid
és més o menys cilindrica en dimensid, la configuracié més estable
termodinamicament és la de bicapa.
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En (A) es distingeixen les estructures de la majoria de glicerofos-
folipids (GPLs), el colesterol, I’esfingomielina i gliceroesfingolipids
(GSLs) aixi com altres GLPs. En (B) es mostra la fase més habitual
de bicapa lipidica. En el cas de GPLs de forma més o menys cilin-
drica es forma una estructura liquid cristal-lina (Lc), pero, el coleste-
rol i esfingolipids, especialment glicoesfingolipids (GSLs), tenen una
forma piramidal o de con de manera el grup de cap polar ocupa una
area més gran que fa la regié hidrofoba, mentre que el contrari és cert
per al colesterol. Els esfingolipids es troben gairebé exclusivament
en la capa externa de la membrana plasmatica, on donat el notable
ajust entre la forma global del colesterol i esfingolipids, qualsevol
buit entre esfingolipids associats pot ser omplert pel colesterol com
un espaiador molecular. L’enriquiment de colesterol en els dominis
de fase en la membrana interna és compatible amb aquest model. Una
estreta interaccid entre el colesterol i esfingomielina s’ha demostrat
en diversos sistemes de membrana reconstituides. L’ organitzacié de
cua a cua de colesterol en els dominis lipid raft podria incrementar la
rigidesa la capa citoplasmatica interna de la membrana plasmatica,
que esta practicament desproveida d’esfingolipids, perd conté GPLs
seleccionats (per exemple, fosfatidiletanolamina i fosfatidilinositol
amb cadenes d’acil saturats) amb propietats fisicoquimiques properes
a les d’esfingomielina.

2.2. Propietats de la bicapa lipidica

En el marc d’aquesta aproximacié a la naturalesa biofisica de la mem-
brana cel‘lular, convé aprofundir en les propietats que deriven de la
seva composici6 lipidica. La disposicid, varietat i proporci6 dels li-
pids confereixen a les membranes un conjunt de caracteristiques es-
sencials per al correcte desenvolupament de les funcions que els s6n
propies. Entre aquestes, destaquen de manera particular la permeabi-
litat, la fluidesa, I’heterogeneitat lateral i 1’asimetria estructural [1].

2.2.1. Permeabilitat
La permeabilitat, entesa com la capacitat selectiva de la membrana
per permetre el pas de nutrients, aigua o molecules de rebuig, consti-

tueix un element primordial del seu paper com a interfase reguladora.

37



La membrana €s, al mateix temps, una barrera i una porta dinamica,
capag d’autoritzar o restringir el transit molecular segons les necessi-
tats fisiologiques de la cel-lula.

2.2.2. Fluidesa

Igualment rellevant és la fluidesa, propietat que deriva del moviment
lateral dels lipids dins del pla de la bicapa. Les membranes es com-
porten com un liquid viscés, 1 aquesta naturalesa quasi fluida permet
la reorganitzacié continua tant de lipids com de proteines [12]. Els
lipids poden desplacar-se rapidament en difusié lateral, mentre que
el moviment transversal, el conegut flip-flop, és extraordinariament
infreqiient per a la majoria de fosfolipids i glicolipids [3].

Aquesta fluidesa depen de manera decisiva de diversos factors estruc-
turals, entre els quals destaquen la longitud i el grau d’insaturaci6 dels
acids grassos, que modulen I’empaquetament lipidic [12], aixi com el
paper dual del colesterol, que estabilitza la membrana a temperatu-
res elevades i en prevé la cristal-litzacid a temperatures baixes [21].
L’asimetria entre hemicapes contribueix igualment a la generacié de
regions amb diferent densitat i ordre, amb zones en fase liquid-orde-
nada coexistint amb zones en fase liquid-desordenada [5].

Les cel-lules disposen de mecanismes refinats per regular aquesta flu-
idesa, adaptant-la a les condicions ambientals. Aixi, bacteris i insectes
ajusten la insaturacio dels seus lipids [3], mentre que les mitocondri-
es confien en lipids especialitzats com la cardiolipina per mantenir
I’equilibri entre flexibilitat i impermeabilitat [22].

2.2.3. Heterogeneitat

Ara bé, malgrat aquesta mobilitat intrinseca, la membrana plasmatica
presenta una marcada heterogeneitat lateral, producte d’un conjunt de
restriccions fisiques i moleculars que generen microdominis d’entre
60 1 200 nm [20, 23]. A escala nanometrica, nombroses molécules es
mouen en compartiments transitoris abans de saltar a un altre domini,
reflectint la complexitat interna de la membrana [24].

Un cas paradigmatic d’aquests microdominis sén els lipid rafts, rics
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en esfingolipids i colesterol, caracteritzats per una densitat elevada i
una fluidesa reduida [4, 7]. Aquestes estructures, d’entre 10 i 200 nm,
actuen com a plataformes per a la senyalitzacio cel-lular, el reconeixe-
ment molecular i diferents processos d’entrada de patogens [5].

La hemicapa interna també presenta dominis electroestatics modulats
per lipids com el fosfatidilinositol, que regulen de manera precisa la
interaccié amb proteines citosoliques [25]. Tot i la visié tradicional
de la bicapa com un conjunt de capes independents, avui sabem que
existeix una clara interdependeéncia entre hemicapes, facilitada per
proteines transmembrana i per la interaccié de cadenes lipidiques [1].

Les proteines de membrana formen sovint nanoclusters i complexos
funcionals essencials per a la transmissi6 de senyals o 1’activacié en-
zimatica, com ocorre en el receptor de la insulina [26]. La seva mo-
bilitat es veu sovint restringida pel citoesquelet o la matriu extracel-
lular, estructures que creen barreres funcionals a la difusié [24, 27].
Aquest fenomen és especialment rellevant en cel-lules polaritzades,
com les epitelials, on les unions estretes segreguen amb precisio les
proteines entre les zones apical i basal [28].

2.2.4. Asimetria

Finalment, I’asimetria de la membrana constitueix un tret definitori:
les dues hemicapes presenten composicions diferenciades, responent
als medis quimicament distints amb que contacten i a la disposicié
especifica de les proteines integrals [1]. Tot i que és possible una di-
fusi6 transversal espontania, aquesta és extraordinariament lenta per
a lipids amb caps polars importants, i és facilitada sobretot per este-
rols i petites molecules altament hidrofobiques [3]. Per aquesta rad,
la cel-lula depen de proteines especialitzades que catalitzen aquest
intercanvi.

2.2.5. Carrega electrica
Les propietats electriques de la membrana cel-lular deriven d’un fet
fisic simple pero decisiu: el nucli hidrofobic de la bicapa lipidica és un
excel-lent dielectric, mentre que els medis aquosos intra- i extracel-lular

s6n conductors ionics. Aixo fa que la membrana es comporti com un
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condensador (separa carregues a banda i banda) en paral-lel amb vies
conductores (canals, transportadors i fuites iOniques), situant 1’electrici-
tat al centre del transport, la senyalitzaci6 i la homeostasi [29].

Ara bé, aquesta electricitat no és un valor unic, a la membrana hi
conviuen diferents potencials [30] que tenen causes i efectes dife-
rents. D’una banda, la carrega superficial (caps polars aniénics com
fosfatidilserina, fosfatidilinositol, sialats del glicocalix, etc.) genera
un potencial de superficie a la interficie membrana—solucid i organit-
za una doble capa electrica d’ions. Aquest camp electrostatic modula
I’adsorci6 de proteines i peptids cationics, la unié de lligands/farmacs
carregats i fins i tot I’activitat de membranes, globalment neutres,
perd amb microdominis carregats [31].

D’altra banda, el potencial de membrana (V) €s la diferencia de po-
tencial entre citosol i medi extern, determinada pels gradients ionics
i la permeabilitat selectiva (canals oberts o tancats). En termes fisio-
logics, aix0 es formalitza amb Nernst per a un ion i amb la formula-
ci6 de Goldman—Hodgkin—Katz quan hi contribueixen diversos ions,
connectant composicid ionica, permeabilitats relatives i potencial de
membrana [29]

Finalment, existeix el potencial dipolar (un salt de potencial dins la
regi6 interfacial de la bicapa) originat per 1’ orientacid preferent de di-
pols de lipids i aigua interfacial [32]. Tot i que no €s el mateix que V ,
pot alterar barreres energetiques i, per tant, la permeabilitat relativa a
especies carregades i la manera com certs peptids/proteines s’inserei-
xen o s’orienten a la membrana [32-33].

En formulacié farmaceutica, quan la membrana es presenta com a
particula o gota dispersa (liposomes, nanoemulsions, emulsions lipi-
diques parenterals), és especialment ttil el potencial zeta (T), aquest
és el potencial efectiu a la frontera de lliscament de la doble capa,
que es calcula a partir de la mobilitat electroforética i s’utilitza com
a indicador operacional de repulsié electrostatica i, per tant, de risc
d’agregacid/coalescencia. Els estandards ISO descriuen els metodes
optics per mesurar mobilitat electroforética i derivar T, i nombroses
guies usen (com a regla practica) que valors de IT| prou elevats s’as-
socien a millor estabilitat col-loidal (sense que aixo substitueixi altres
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determinants com viscositat, estabilitzacio estérica o densitats [34].
En emulsions lipidiques de nutrici6 parenteral, per exemple, la carre-
ga negativa superficial de les gotes contribueix a la repulsié mutua;
I’addici6 de cations i canvis de pH poden apantallar aquesta carrega,
reduir C i afavorir agregacio i separaci6 de fases, un mecanisme amb
implicacions directes de qualitat i seguretat [35].

2.2.6. Curvatura

La curvatura €s una propietat constitutiva de la membrana biologica
i, alhora, un mecanisme de control: la membrana no només adopta
formes corbades, siné que les genera i les explota per organitzar fun-
cions cel-lulars. Des d’una perspectiva biofisica, la deformaci6 d’una
bicapa comporta un cost energetic que es pot descriure amb I’elasti-
citat de membrana (p. ex., rigidesa de flexio i curvatura espontania),
tal com formalitza el marc de Helfrich. Aquesta lectura converteix la
curvatura en una variable mesurable i funcional, comparable a altres
propietats com la fluidesa, el gruix o la tensi6 lateral [36].

En biologia cel‘lular, la curvatura actua com a plataforma d’especifi-
citat espacial i temporal: concentra maquinaries moleculars, defineix
intermediaris topologics i regula el trafic de membranes [37]. En la
gemacid i formaci6 de vesicules (p. ex., endocitosi mediada per clatri-
na), la membrana transita per estats de curvatura creixent fins a la fis-
sig, procés que requereix la coordinaci6 de multiples moduls proteics
i I’acoblament entre recobriments, adaptadors i proteines de remode-
latge [38]. En paral-lel, nombroses proteines son capaces d’induir i/0
recon¢ixer la curvatura, els dominis BAR (dominis de dimeritzacid
de proteines altament conservats) funcionen com a bastides que esta-
bilitzen geometries tubulars o invaginacions, mentre que helixs am-
fipatiques (incloent motius tipus ALPS) poden inserir-se parcialment
a la monocapa i actuar com a falques que promouen deformacions
locals i, sovint, també sense curvatura [39].

Finalment, la curvatura esta intimament lligada a la composicié lipi-
dica. Lipids amb geometria molecular conica o amb tendencia a fases
no lamel-lars poden facilitar estats de curvatura elevada i intermedi-
aris critics en processos com la fusid, en que la bicapa ha de recérrer
camins topologics que impliquen distorsions intenses de les monoca-
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pes [40]. A més, la curvatura pot afavorir la classificacio: certs lipids i
proteines es redistribueixen preferentment cap a regions més o menys
corbades perque aixd minimitza 1’energia de flexié o optimitza I’em-
paquetament lipidic, connectant aixi la geometria de la membrana
amb I’heterogeneitat lateral i la funci6 [41].

Aixi, la membrana cel-lular es revela com una plataforma extraordinari-
ament rica en organitzacid, on la mobilitat, I’ordre, la heterogeneitat i la
regulacid convergeixen per crear un espai funcional altament especialit-
zat. Comprendre aquest escenari no és només un repte cientific, és
una condicio6 indispensable per interpretar les respostes cel-lulars i,
en el nostre camp, per entendre les interaccions profundes entre els

farmacs i la seva primera interfase: la membrana biologica.

2.3. Processos biofisics a la membrana

L’estructura lamel-lar de la membrana és la predominant deriva d’una
compensacio col-lectiva de formes, un balang d’estructures cilindri-
ques, coniques i inversament coniques, que afavoreix 1’estabilitat de
la bicapa [42]. Tanmateix, la naturalesa dinamica de la membrana fa
plausible I’existencia, en determinades condicions i de manera local
i transitoria, d’organitzacions alternatives, com per exemple estruc-
tures de tipus micel-la inversa o configuracions propies de fases no
lamel-lars [43].

1. Aproximacio 2. Formacio de la tija (stalk) 3. Obertura del porus de fusié
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Figura 2-18. Etapes del procés de fusié. La fusié comenga amb 1’aproximacié de dues
membranes, continua amb la formaci6 d’un intermediarien forma de tija i culmina amb
I’obertura del porus de fusié. Adaptat de Shechter, E. Biochemi et Biophysique des mem-
branes, 2na Ed. Masson, Paris 1993 (Figure 4-11) [14]
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Aquesta possibilitat s’explica, en primer lloc, per la difusié lateral dels
lipids, que permet la segregacié espontania d’especies amb geometries
moleculars similars. Una acumulaci6 local de lipids de forma conica
pot generar curvatures accentuades i, eventualment, afavorir la forma-
ci6 d’intermedis de micel'la inversa. Factors que redueixen la mida
efectiva de la regi6 polar com la preséncia del calci divalent (Ca?*), que
exerceix un paper rellevant en la coordinacié de lipids acids, tendeixen
igualment a promoure configuracions amb geometria de con [42].

A més, la presencia de proteines de membrana pot modificar de ma-
nera significativa I’organitzacio lipidica. La insercié de peptids relati-
vament curts en una bicapa pot induir desestabilitzacions locals que,
sota condicions apropiades, com es mostra a I’esquema de la figura
2-18, condueixen a la formacid transitoria d’estructures de micel-la
inversa [44]. Aquest fenomen no és merament tedric; apareix durant
processos biologics tan rellevants com la translocacio de proteines a
través de membranes o durant la fusié induida pels anomenats peptids
de fusid, presents en virus i altres sistemes cel-lulars [45].

2.3.1. Fusio de membranes

La fusié de membranes constitueix un procés fonamental en la fisio-
logia cel‘lular, imprescindible per al desenvolupament de funcions tan
diverses com I’endocitosi i I’exocitosi, el transport vesicular, la fertilit-
zacid, la miogenesi o la comunicacié intracel-lular. Igualment, aquest
fenomen €s determinant en el cicle d’infeccio dels virus amb embolcall,
els quals depenen de la coalescéncia entre la seva membrana lipidica
i la membrana plasmatica de la cel-lula hoste per iniciar I’entrada del
material genetic viral [46]. Aix{, la fusié no representa tinicament un es-
deveniment estructural, sind un mecanisme essencial de comunicacio,
intercanvi i reorganitzacié funcional en els sistemes biologics.

Aquest procés pot ser induit artificialment, circumstancia que ha per-
mes el desenvolupament d’importants aplicacions biotecnologiques.
Entre aquestes destaquen la formacié de liposomes gegants mitjan-
cant la fusié de vesicules lipidiques de menor dimensid, la generaci6
de cel-lules hibrides a partir de la fusié controlada de protoplasts i
la introduccié de macromolecules, com ADN, ARN o proteines, al
citoplasma cel-lular mitjancant liposomes carregats, estrategia que
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constitueix la base de nombroses tecniques de transferéncia genica i
d’alliberament terapeutic [47].

Des d’un punt de vista mecanistic, la fusié implica la coalescencia de
dues membranes, que poden procedir de vesicules diferents o de regi-
ons diferenciades d’una mateixa membrana. En el primer cas, el resultat
és una estructura unica de major dimensid; en el segon, el procés acos-
tuma a anar seguit d’un fenomen de fissi6 que dona lloc a la formaci6
de noves vesicules [48]. A la figura 2-19 es mostra el mecanisme que
presenta una seqii¢ncia estructural caracteristica, un contacte inicial en-
tre membranes, una barreja parcial dels lipids externs que condueix a
I’estat d’hemifusi6 i, finalment, la formacié d’un porus de fusié que
permet la mescla completa dels continguts luminals [46, 49].

La probabilitat i I’eficiencia del procés depenen del balang de for-
ces intermoleculars que actuen quan dues membranes s’aproximen.
Les interaccions atractives son principalment de tipus Van der Waals,
mentre que les forces repulsives deriven de la repulsid electrostatica
entre les capes polars lipidiques i, especialment, de les forces d’hidra-
tacid, que constitueixen la principal barrera a distancies curtes [42].

bobbbbY
1. Vesicules separades 2. Hemifusié 3. Fusi6 completa
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1. Contacte vesicules 2. estrangulacié 3. Vesicules formades

Figura 2-19. Passos basics de la fusi6 (A) i fissi6 (B) de membranes. Adaptada de Yang Z,
Gou L,Chen S LN, Zhang S and Zhang L. 2017 Front. Mol. Neurosci. 10:168. Figure 1[49]
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L’energia del sistema (figura 2-20) presenta habitualment dos minims
locals: un minim secundari, situat entre 3 i 10 nm, que correspon a un
estat d’agregaci6 feble, i un minim primari, entre 1 i 2 nm, associat a
un contacte estret entre membranes. La transicid entre aquests estats
requereix superar una barrera energetica vinculada a la deshidratacié
de les capes polars, pas necessari per afavorir el contacte intim i la
desestabilitzaci6 local de I’organitzacié lamel-lar.

Aquesta desestabilitzaci6 pot conduir a la formaci6 d’estructures inter-
medies associades a la fase hexagonal inversa (HII), caracteristiques
dels intermedis de fusié [43]. Els agents fusogenics actuen reduint
aquesta barrera energetica i promovent la desestabilitzacié local de la
bicapa, facilitant aix{i la coalescencia efectiva entre membranes [50].

repulsio

il

Minim
secundari

distancia

Energia d’interaccid

Minim
primari

atraccio

Figura 2-20. Energia d’interaccié entre dues membranes en funcié de la distancia.
L’energia total amb dos minims és el resultat de 1’atraccié (Van der Waals) i de forces
repulsives (electrostatiques i sobretot hidratacid) Adaptat de Shechter, E. Biochemie et

Biophysique des membranes, 2na Ed. Masson, Paris 1993 (Figure 4-13) [14]

Diversos factors fisicoquimics poden estimular el procés de fusi6. L’i6
calci (Ca?") exerceix un paper destacat en sistemes liposomals formats
per fosfolipids acids, com la fosfatidilserina. Aquest catié promou la
deshidratacié de les capes polars i redueix la repulsi6 electrostatica,
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establint enllagos en trans entre fosfolipids de vesicules diferents i
substituint les molecules d’aigua en la regié d’interaccid. A la figura
2-21 s’observa el resultat de dos assaigs de transferéncia d’energia
per ressonancia (FRET) on I’i6 Ca?** provoca fusid, en canvi, el Mg2*
tendeix a produir agregacid reversible, ja que forma principalment
enllagos en cis dins d’una mateixa vesicula [51].
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Figura 2-21. Resultat dels dos assaigs realitzats per veure 1’efecte de 1’i6 Ca** comparat
amb el Mg**. Dreta: dos poblacions de liposomes marcats amb sondes diferents (NBD-
PE i Rh-PE) quan s’apropen hi ha transferéncia d’energia i es produeix una disminucid
de %F en la longitud d’ona d’emissi6 de la NBD. Esquerra: dos poblacions de liposomes,
una marcada amb les dues sondes, I’altra sense marcar, en produir-se fusid, augmenta
el %F en la longitud d’ona d’emissi6 de la NBD. Adaptat de Shechter, E. Biochemie et
Biophysique des membranes, 2na Ed. Masson, Paris 1993 (Figure 4-15) [14]

Per tal que es produeixi FRET cal un solapament entre 1’espectre
d’emissié de fluorescencia d’un donant i I’espectre d’absorcié d’un re-
ceptor (figura. 2-22). Si, durant I’aproximaci6 o la hemifusio, els fluo-
rofors queden a distancies nanometriques (aprox. 1-10 nm), I’energia
del donador excitat pot transferir-se no radiativament a I’acceptor. Aix0
es detecta com disminuci6 del senyal del donador i augment del senyal
de I’acceptor. L’eficiencia de la transferencia dependra de la superpo-
sicid, I’orientacio relativa de les dues sondes 1 la distancia R entre el
donant i el receptor. L’eficiéncia de la transferéncia varia com 1/R®, és
molt sensible als canvis amb la distancia. Es aquesta propietat que s’uti-
litza per supervisar la fusi6 de dues membranes i converteix el FRET
en una regla molecular molt ttil per seguir canvis estructurals durant la
fusié (aproximacid, hemifusid, reorganitzacié de lipids) [52].

Acceptant que els parells acceptor i donador sén compatibles, 1’ele-
ment més critic necessari perque es produeixi FRET és la proximitat
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de les sondes. A la practica, el donador i 1’acceptor utilitzats en el cas
de fusié de membranes son les derivades dels fosfolipids, es troben
marcats amb una sonda fluorescent, les més utilitzades son NBD-PE
i la Rh-PE, el fluorofor es troba unit a la part polar del lipid. Per a
NBD-PE, A_= 460 nm i A_= 535 nm i per a Rh-PE, A_=563nm i
A =585 nm. Es realitzent dos tipus d’assaigs, un en el que es mar-

em

quen dues poblacions de liposomes, una amb NBD i ’altra amb Rh.
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Figura 2-22. Esquerra: Principi de FRET (Cy3/Cy5) aplicat al seguiment de la fusi6 de mem-
branes. El donador Cy3 s’excita a la banda indicada (groc) i emet a longituds d’ona que se
solapen amb I’espectre d’excitacid/absorcié de I’acceptor CyS5 (zona verda). Quan donador i
acceptor es troben a distancies nanometriques, com pot succeir durant 1’aproximacié de mem-
branes i els estats previs a la fusié completa, es produeix transferencia d’energia i s’observa
disminuci6 de ’emissié del donador i augment de 1’emissi6 de 1’acceptor (vermell). Adaptat
d’Assay Guidance Manual [Internet]. Bethesda (MD): Eli Lilly & Company and the National
Center for Advancing Translational Sciences; 2004. (Figure 2) [53]

AT’inici es troben separades, si es produeix agregacio o fusié s’uniran
(Figura 2-23) i es produira transferéncia d’energia i augmentara la flu-
oresceéncia de I’acceptor. En el segon assaig es marca una poblacié de
liposomes amb les dues sondes i es barreja amb una poblacié de lipo-
somes blancs de manera que només es produira una disminucié de la
fluorescencia de 1’acceptor si es produeix fusio ja que, en aquest cas,
s’allunyen les sondes (Figura 2-24).I’electrofusi6 constitueix una al-
tra estrategia per induir la fusié de membranes. L’aplicacié d’un camp
electric d’intensitat suficient provoca una permeabilitzacié transitoria
de la membrana i facilita la coalesceéncia de vesicules o cel-lules [54].

Finalment, els peptids fusogenics constitueixen un mecanisme biolo-
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gic altament especialitzat per promoure la fusié de membranes. Deter-
minats virus amb envolta, com el virus de la grip o el virus de Sendai,
utilitzen proteines de fusié que, activades per canvis de pH o per in-
teraccions amb receptors cel-lulars, indueixen la fusié amb membra-
nes endosomals o plasmatiques i permeten la penetracié del material
genetic viral al citoplasma [55-56]. Aquest mecanisme exemplifica la
sofisticacio dels processos naturals de fusi6 i ha inspirat el desenvolu-
pament de peptids fusogeénics amb aplicacions terapeutiques.

&

Figura 2-23. Esquema de 1’assaig que es realitza per congixer si es produeix agregacio o
fusié de membranes. Es marquen dues poblacions de liposomes, una amb NBD (blanc)
i ’altra amb Rh (negre). A I'inici es troben separades, si es produeix agregaci6 o fusié
s’uniran i es produira transferencia d’energia (augmenta la fluorescéncia de 1’acceptor).
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Figura 2-24. Esquema de ’assaig que es realitza per congixer si es produeix fusié de
membranes. Es marca una poblacié de liposomes amb les dues sondes (NBD (blanc) i
Rh (negre)) i es barreja amb una poblacié de liposomes blancs de manera que només es
produira una disminucié de la fluorescencia de 1’acceptor si es produeix fusié per que se
separaran les sondes.
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En conjunt, la fusié de membranes representa un fenomen dinamic
que integra mecanismes fisicoquimics, estructurals i biologics, i que
resulta essencial tant per al funcionament cel-lular com per a nombro-
ses aplicacions biomediques i biotecnologiques. La seva compren-
si6 ha contribuit de manera decisiva al desenvolupament de sistemes
d’alliberament de farmacs, tecnologies de transferéncia geénica i estra-
tegies antivirals, confirmant la centralitat de la dinamica membranosa
en la biologia contemporania i en la innovacié farmaceutica.

2.3.2. Difusio transversal de lipids

La difusi6 transversal dels lipids constitueix un procés essencial en
la dinamica de les membranes biologiques i es troba estretament
vinculada a una de les seves propietats estructurals més rellevants:
I’asimetria. Aquesta asimetria implica que la composici6 lipidica de
cadascuna de les monocapes de la bicapa no és equivalent. La seva
existencia respon tant a I’exposici6 diferencial de cada cara a entorns
fisicoquimics distints —la monocapa externa en contacte amb el medi
extracel-lular i la interna amb el citosol— com a 1’organitzacié vec-
torial de les proteines de membrana, que s’insereixen segons la seva
funci6 i orientaci6 especifica [3]. Quan els lipids romanen confinats
dins d’una sola monocapa, aquesta distribuci6 desigual constitueix un
estat funcional estable.

Moviment lateral A
(frequent) Flip-flop (rar)

Figura 2-25. Moviments dels fosfolipids en una bicapa: difusi6 lateral i translocacié
transversal (flip-flop). Els fosfolipids poden difondre lateralment dins d’una mateixa he-
micapa amb gran facilitat, mentre que el flip-flop (pas a I’hemicapa oposada) és rar per-
que implica el transit del cap polar a través del nucli hidrofobic. Adaptada de Campbell
NA, Reece JB. Biology. 8th ed. San Francisco (CA): Pearson/Benjamin Cummings; 2008
(Fig. 7-5a) [56]
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No obstant aix0, els lipids poden desplacar-se d’una cara a I’altra de la
bicapa, fenomen conegut com a difusio transversal o flip-flop (Figura
2-25) [56]. Aquest procés descriu I’intercanvi de molecules lipidiques
entre monocapes: el moviment d’un lipid en una direccié comporta un
desplagcament compensatori en sentit oposat per mantenir 1’equilibri
geometric i de massa [57].

En membranes biologiques, la difusié transversal dels fosfolipids i
d’altres lipids amb caps polars voluminosos és extremadament lenta,
ja que aquests grups hidrofilics han de travessar el nucli hidrofobic
de la bicapa, que constitueix una barrera energetica elevada [58]. En
contrast, molecules petites i relativament apolars com els esterols, els
acids grassos o el glicerol, difonen amb més facilitat. Determinades
configuracions estructurals transitories, com la formacié de micel-les
inverses, poden facilitar aquest procés. En condicions fisiologiques,
el moviment transversal pot ser catalitzat o regulat per proteines espe-
cialitzades implicades en el transport lipidic [59].

Sd&g

kl I'(2
+ reactiu _) = _)
reaccio flip-flop

798

Figura 2-26. Marcatge d’una monocapa externa seguida d’un procés de difusio trans-
versal de lipids. Les boletes grises i negres representen els lipids no marcats i marcats
respectivament. Adaptat de Shechter, E.Biochemie et Biophysique des membranes, 2na
Ed. Masson, Paris 1993 (Figure 5-2) [14]

La determinaci6 experimental de 1’asimetria lipidica i de la cinetica
del moviment transversal s’ha abordat mitjancant diverses estrategies
metodologiques. L’ts de reactius quimics capagos de marcar selecti-
vament la monocapa externa permet seguir la redistribucié temporal
dels lipids i calcular constants de difusid transversal (figura 2-26).

Quan la velocitat de modificaci6 quimica dels lipids accessibles és su-
perior a la del moviment transversal, es poden inferir tant I’asimetria

estructural com la dinamica del procés (Figura 2-27) [60].
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Figura 2-27. Modificaci6 de lipids accessibles en funcié del temps. Esquerra: fraccié
de lipids no modificats seguint que k, €s igual o més gran que k,. Dreta: determina-
ci6 de la constant de difusi6 transversal per al cas en que k >>k,. Adaptat de Shechter,
E.Biochemie et Biophysique des membranes, 2na Ed. Masson, Paris 1993 (Figure 5-3)
[14]

Un altre enfocament es basa en 1’accid d’enzims hidrolitics, com les
fosfolipases, que actuen exclusivament sobre lipids accessibles a la
cara externa. Segons el punt d’escissid, aquestes enzims es classifiquen
enA ,A,,CoDigeneren productes especifics identificables analitica-
ment. ’esfingomielinasa, per exemple, €s una fosfolipasa C especifica
per a I’esfingomielina [61]. L’analisi dels productes d’hidrolisi i de la
seva cinetica permet determinar la distribuci6 dels lipids exposats i in-
ferir I’asimetria de la membrana [62]. De manera complementaria, I’ts
de fosfolipids marcats radioactivament i proteines d’intercanvi lipidic
permet monitorar la redistribucié entre monocapes.

En sistemes model, com els liposomes, especialment ttils per estudi-
ar el flip-flop, mitjangant la incorporacié de sondes paramagnetiques
detectables per ressonancia paramagnetica electronica (EPR), es pot
generar una asimetria inicial i seguir-ne 1’evolucié temporal. L’eli-
minaci6 selectiva de la sonda present a la monocapa externa permet
quantificar la disminucid del senyal associada al moviment transver-
sal [63] (figura 2-28).
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Figura 2-28. Determinaci6 experimental de la velocitat de difusi6 transversal. L’addicié
d’ascorbat destrueix immediatament els derivats nitroxids localitzats a la capa externa.
La disminucié posterior €s el resultat del flip-flop. Adaptat de Shechter, E.Biochemie et
Biophysique des membranes, 2na Ed. Masson, Paris 1993 (Figure 5-12) [14]

Altres sondes, com derivats amb grups sulfhidril reactius amb DTNB,
permeten determinar el temps mitja del procés a partir de canvis d’ab-
sorbancia. Aquests estudis han demostrat que el temps de semivida
del flip-flop en fosfolipids amb caps polars pot ser de dies, mentre que
en lipids apolars com els diacilglicerols es produeix en segons [64],
confirmant que el cap polar constitueix la principal barrera energgtica.

En liposomes, la difusié transversal dels fosfolipids és generalment
molt lenta, amb constants temporals que poden oscil-lar entre hores i
dies (Figura 2-29). Tanmateix, la velocitat pot augmentar en preséncia
de proteines transmembrana o per modificacions de les interaccions
lipid-lipid. L’addicié d’ions Ca2*, per exemple, pot afavorir la for-
macid d’estructures intermedies que redueixen la barrera energetica
i acceleren el procés [65]. En membranes cel-lulars com les dels eri-
trocits, una fracci6 significativa de la fosfatidilcolina és accessible a
la monocapa externa i intercanvia relativament rapidament, mentre
que la fracci6 interna roman estable durant periodes prolongats [66].
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Figura 2-29 Difusi6 transversal de fosfatidilcolina (PC) en liposomes, proteoliposomes i
efecte de I’i6 Ca?* en funcié del temps d’incubacid. Adaptat de Shechter, E.Biochemie et
Biophysique des membranes, 2na Ed. Masson, Paris 1993 (Figure 5-12) [14]

En membranes biogeniques, com les del reticle endoplasmatic, la
situacié és substancialment diferent. Els enzims biosintetics orien-
ten els seus centres catalitics cap al citosol, de manera que els lipids
s’incorporen inicialment a la monocapa citoplasmatica. Tot i aixo, la
distribucid final és simetrica entre monocapes, fet que implica 1’exis-
tencia d’un moviment transversal rapid cap a la cara luminal. Aquest
procés €s mediat per proteines especialitzades (flipases, flopases i es-
cramblases) que regulen activament la distribucio lipidica i mantenen
I’asimetria funcional segons les necessitats cel-lulars [3, 59].

L’analisi comparativa entre membranes model, membranes no bioge-
niques i membranes biosintetiques evidencia que la difusi6 transver-
sal dels lipids no és un procés passiu uniforme, siné un fenomen al-
tament regulat que depén de I’organitzaci6 estructural, la composicio
lipidica i la presencia de proteines facilitadores. La seva regulaci6 és
essencial per mantenir 1’asimetria funcional, assegurar la biosintesi 1
el transport lipidic i preservar la integritat estructural de la membra-
na. En conseqiiéncia, I’asimetria i la mobilitat lipidica emergeixen no
només com a propietats estructurals, sin6 com a determinants fona-
mentals de la funcionalitat bioldgica de les membranes.
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2.3.3. Difusio6 lateral dels lipids: formacié de dominis

La difusi6 lateral dels lipids correspon al moviment translacional de
les molecules lipidiques dins del pla de la mateixa monocapa de la
bicapa i constitueix una de les formes de mobilitat molecular més
rapides i determinants en la dinamica de les membranes biologiques
[67]. Aquest procés, governat pel moviment brownia i per les interac-
cions intermoleculars propies d’un medi bidimensional, es produeix
mitjancant I’intercanvi continu de posicions entre lipids veins sense
que aquests abandonin la seva monocapa. Els coeficients de difusié
lateral en membranes bioldogiques se situen habitualment entre 108
i 102 cm*s'! i depenen de factors com 1’estat fisic de la bicapa, la
composici6 lipidica, la temperatura i la presencia de proteines. Aixi,
la mobilitat és més elevada en la fase liquid-cristal-lina que en la fase
gel ordenada; la presencia de colesterol i esfingolipids pot augmentar
I’ordre i reduir la difusid; les proteines integrals poden actuar com a
obstacles difusionals, i el citoesquelet subjacent pot compartimenta-
litzar el moviment, generant patrons de difusi6 confinada o anomala.

La difusio lateral s’ha estudiat mitjangant diverses tecniques biofisi-
ques, com la recuperacié de fluorescéncia després de fotoblanqueig
(FRAP) [68-69] la transfereéncia d’energia per ressonancia de fluores-
cencia (FRET) [69] el seguiment de particules individuals i la micros-
copia de fluorescencia [70] o de forces atomiques [71], que permeten
visualitzar la reorganitzacié lateral i la formaci6 de dominis [72—73].

La figura 2-30 mostra els dominis lipidics formats en liposomes ge-
gants marcats amb sondes fluorescents [72].

Des del punt de vista funcional, la difusid lateral és essencial per a la
fluidesa membranaria i, per tant, per al funcionament correcte de re-
ceptors, canals i0nics i enzims associats a la membrana. Aquesta mo-
bilitat permet la formacié i reorganitzacié dinamica de microdominis
lipidics rics en colesterol i esfingolipids, que actuen com plataformes
de senyalitzacié i trafic vesicular. Igualment, facilita les interacci-
ons proteina—proteina necessaries per a la transduccié de senyals i
és un requisit fisic per als processos de curvatura, gemmacio i fu-
si6 de membranes implicats en 1’endocitosi, I’exocitosi i el transport
intracel-lular. La reorganitzacid lateral també permet I’adaptacié cel-

54



lular a canvis ambientals mitjancant la modulaci6 de la composicid
lipidica per mantenir la homeoviscositat.

Figura 2-30. Imatges representatives de vesicules lipidiques unilamel-lars gegants
(GUVs) amb coexistencia de dominis laterals de diferent organitzacié. Les diverses mor-
fologies observades reflecteixen la separacié de fases liquides ordenades (Lo) i desor-
denades (Ld) en membranes ternaries amb colesterol, visualitzades per microscopia de
fluorescencia. Adaptat de Veatch SL, Keller SL. Biophys. J.2003; 85(5): 3074-3083 [72].

Des d’una perspectiva biofisica i biomedica, la mobilitat lateral dels
lipids influeix directament en la interacci6 de peptids, proteines i far-
macs amb la membrana.

Molecules bioactives poden alterar la difusié lateral, induir segrega-
ci6 de fases o rigidificar la bicapa, modificant la permeabilitat i 1’es-
tabilitat estructural. A més, la reorganitzacié lateral pot afavorir la
formacié de defectes nanoscopics que incrementen la permeabilitat o
desencadenen processos de permeabilitzacid i lisi, mecanismes relle-
vants en 1’acci6 de peptids antimicrobians i en la inhibici6 de la fusié
viral. En membranes cel-lulars, aquest procés no €s homogeni sin
espacialment regulat, fet que contribueix a I’organitzacié funcional
de la superficie cel-lular.
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3. MODELS DE MEMBRANA LIPIDICA COM A EI-
NES DE CONEIXEMENT

3.1. Antecedents historics i necessitat de models

Hi ha nombroses referéncies en la literatura classica sobre la manera
com 1’oli forma una pel-licula fina sobre I’aigua. Les primeres observa-
cions registrades sobre 1’addici6 d’oli a I’aigua semblen remuntar-se al
segle XVIII aC, a Babilonia. Els fenomens observats quan s’abocava
oli dins d’un bol amb aigua eren considerats presagis del futur, i les
descripcions dels mateixos, aixi com dels esdeveniments que anun-
ciaven, es van gravar en tauletes d’argila amb escriptura cuneiforme
fets que van ser documentats per Giles i els seus coautors [74]. Uns
quants segles més tard, Benjamin Franklin va documentar la primera
investigacié experimental estudiant les propietats fisicoquimiques dels
sistemes lipidics a I’observar com I’abocament de 1’oli greixds al mar
calmava les ones del mar en dies de turmenta [75]. Tanford també es fa
reso de I’experiment de 1’estany de Clapham on Franklin va observar
com només una culleradeta d’oli podia cobrir una area considerable de
I’estany, fent que la seva superficie es tornés llisa com un mirall, i va
explicar els mecanismes fisics de la formacié de pel-licules fines a la
interficie aire-aigua. Es pot doncs, considerar que la primera recerca
sobre superficies lipidiques es va iniciar amb mitja membrana o una
monocapa (és a dir, una pel-licula monomolecular formada per lipids
en una interficie aire-aigua) molt abans que el concepte de membrana
cel-lular fos proposat I’any 1899 per Overton [76].

Langmuir va dur a terme la primera caracteritzacié quantitativa de
monocapes [77] a la vegada que es publicava el descobriment de
I’estructura ultrafina de la membrana plasmatica [78]. Ja, dintre de
la segona meitat dels segle XX, es van descobrir els liposomes, el
primer sistema de bicapa [79]. Aquests avencos van conduir al model
extraordinariament encertat, esmentat abans, del mosaic fluid per a la
membrana plasmatica cel-lular [2] que la descrivia com un medi lipidic
homogeni on es trobaven les proteines incorporades. Aquest model,
es va corregir uns anys més tard en descobrir membranes resistents
a detergents, i requeria un model amb estructura lipidica heterogenia
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[80]. En la decada dels 80 es va establir el fenomen de la separaci6 de
fases per pel-licules lipidiques monomoleculars aixi com es va pre-
parar pel-licules lipidiques suportades (SLBs). Aquesta década va ser
I’edat d’or de la recerca sobre membranes model de lipids purs, quan
es va establir el fenomen de separaci6 de fases per a monocapes, i es
van preparar per primera vegada bicapas lipidiques suportades [81].
Uns quants anys més tard, es van introduir els vesicles unilamel-lars
gegants com a sistema de membrana model, que permetien la inves-
tigacié microscopica de vesicules de mida cel-lular [82]. Mentrestant,
es va observar la distribucié heterogeénia dels lipids a la membrana
plasmatica apical en comparacié amb la basolateral, fet que va refor-
car el concepte d’una estructura de membrana heterogeénia [83]. I no
va ser fins al 1997 que es va introduir el concepte de rafts, proposant
dominis funcionals induits pels lipids [4] que confirmaven la separa-
ci6 de fases, ampliament estudiada en membranes model reproduint
I’heterogeneitat mediada per lipid rafts [70]. La Figura 2-32 mostra
un esquema d’aquesta evolucié dels models de membrana des de la
monocapa fins a les vesicules amb separacio de fases [84].

Un pas important cap a una major rellevancia biologica d’aquests mo-
dels de membrana amb separaci6 de fases va ser I’assoliment de la
reconstitucié funcional de proteines dins d’aquests sistemes [85—-86],
aixi com I’observaci6 de la separacid de fases liquid-liquid en mem-
branes plasmatiques aillades [87-88]

La complexitat de I’estructura de la membrana cel-lular amb la natu-
ralesa dinamica de les interaccions lipid-lipid i lipid-proteina com-
porta una elevada dificultat en 1’estudi d’interaccions biofisiques de
farmacs o sistemes d’alliberament dels mateixos. Ara bé, membranes
artificials simplificades [89], imitant la capa lipidica i propietats espe-
cifiques d’aquesta han estat de gran interes per a dilucidar el rol dels
lipids en la interaccié de diferents agents amb la membrana.

Els models de membrana han permes estudiar les propietats, estructu-
ra i processos que tenen lloc a nivell de membrana aixi com per inves-
tigar ’activitat a la membrana de diversos compostos, tant naturals
com sintetics, com per exemple surfactants, peptids, proteines i altres
molecules farmacologicament actives en general. Els més coneguts i
més comuns d’aquests models sén: monocapes de lipids (Langmuir
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films), vesicules de lipids (liposomes) i les capes de lipids sobre su-
ports solids [90]. Encara que cadascun d’aquests sistemes presenta
avantatges i desavantatges, tots ells imiten 1’arranjament dels lipids
en les membranes naturals.

Monocapes

i I !I!\ uuwn_{ Y {l W [ﬂ il 1!\ l!\!\ | W!
Regla O

d'Overton

i

Figura 3-1. Desenvolupament de models de membrana. Adaptat de Sezgin, E., & Schwi-
lle, P. Mol Membr Biol. 2012; 29(5):144-154. (Figure 1) [84].

3.2. Tipus de membranes model

Ates que la funci6 de la membrana deriva del seu procés de formacio i
estabilitzaci6 en termes termodinamics, la definicié d’un model de mem-
brana lipidica ha d’incloure, com a minim, tres aspectes fonamentals: la
composicio, la dinamica molecular i el comportament de fase [91].
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La composici6 lipidica és un determinant clau de les propietats fi-
siques de la membrana, fluidesa, gruix, curvatura i pressio lateral, i
condiciona les interaccions amb proteines i biomolecules, aixi com
processos funcionals com la gemmacio i fusié vesicular.

La dinamica lipidica es descriu mitjancant els coeficients de difusi6
lateral i rotacional, que determinen el desplacament de la posici6 i
I’orientacié dels lipids dins de cada monocapa. Igualment, es poden
produir canvis conformacionals que condueixen o resulten del despla-
cament lipidic. Aquesta mobilitat és rapida, amb escales temporals de
I’ordre de picosegons a mil-lisegons. La dinamica molecular també
es manifesta en I’intercanvi de lipids entre les dues monocapes; com
que el grup polar ha de travessar I’interior hidrofobic per arribar a
I’altra cara de la membrana, aquest moviment transversal és lent i
energeticament costds. Aquest fenomen és relativament comu en el
cas del colesterol, pero €s termodinamicament desfavorable per als
lipids amb més d’un grup hidroxil polar [3].

El comportament de fase és un altre aspecte critic de les membra-
nes. A més de les fases ordenada (gel) i desordenada (liquid), poden
coexistir fases parcialment ordenades. La transici6 entre fases, és a
dir, les variacions en I’empaquetament molecular i la fluidesa, pot
conduir o no a la interdigitacid, en funcié de la concentracié llindar
de ’agent inductor. La fase de gel interdigitada s’utilitza actualment
en la formacié de vesicules unilamel-lars, les quals han demostrat ser
models de membrana efectius amb nombroses aplicacions practiques
[12]. A més, el canvi de fase pot ser induit en bicapas lipidiques mo-
del mitjangant fenomens d’agregacié superficial associats a reaccions
immunologiques o a I’adsorcié d’ADN. La segregaci6 de fases s’ha
relacionat igualment amb processos de classificacié i senyalitzacié de
proteines, I’autoassemblatge lipidic, la formacié de porus i la genera-
ci6 de curvatura de membrana [5, 87, 92].

Diversos formats de models lipidics com les monocapes, les bicapes
lipidiques suportades i els liposomes, aixi com, en un sentit més am-
pli, altres sistemes mimetics com les micel-les [84], permeten analit-
zar les propietats fisicoquimiques de les membranes mitjangant un
ampli ventall de tecniques experimentals. Aquests sistemes ofereixen
entorns controlats, reproductibles i modulables, i per aixo resulten
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especialment utils per estudiar I’organitzacio lipidica, les interaccions
entre membranes 1 molécules bioactives, i la influéncia de la com-
posicié sobre el comportament estructural i dinamic de la membra-
na. Tanmateix, cap d’aquests models no reprodueix completament
la complexitat de les membranes cel-lulars biologiques; per aquest
motiu, cadascun presenta avantatges i limitacions especifiques, i pot
ajustar-se amb diferents graus de complexitat per aproximar-se de
manera més fidel a la realitat biologica [93-96].

3.2.1. Monocapes lipidiques i micel-les

Les monocapes lipidiques son models populars de membranes cel-
lulars i inclouen les monocapes de Langmuir (Figura 3-2 A) [97] i les
monocapes lipidiques suportades en solid (Figura 3-2 B). Les mono-
capes lipidiques presenten avantatges gracies a la seva simplicitat i al
control precis de I’area per molécula a la interficie aire/liquid o aire/
solid [98]. Aquestes monocapes es poden comprimir per regular mi-
llor la seva estructura i estat fisic [99—100]. Les monocapes lipidiques
suportades en solid ofereixen un avantatge respecte a les monocapes
no immobilitzades, ja que la immobilitzacié sobre la superficie limita
el moviment dels fosfolipids, permetent alhora I’estudi de les inte-
raccions entre farmacs i lipids. Aquestes monocapes immobilitzades
també constitueixen models més realistes, ja que imiten millor la di-
namica dels fosfolipids a les membranes biologiques [101].
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Figura 3-2. Representacié esquematica de (A) una monocapa lipidica (LM) i (B) mono-
capa lipidica sobre suport solid (LB). Imatge generada per IA

Diverses evidencies indiquen que €s possible establir una relaci6 di-
recta entre la termodinamica de les membranes monocapa i bicapa i,
per tant, sovint es trien models de monocapa més simples per a estu-
dis d’interaccié farmac-membrana [101]. Tanmateix, les monocapes
lipidiques només imiten la capa externa de les membranes cel-lulars.
A més, les monocapes son menys estables des del punt de vista ter-
modinamic que les bicapas lipidiques [102]. Com que aquests models
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son representacions 2D de les membranes biologiques (3D), estructu-
res de monocapa tridimensionals com les micel-les podrien oferir un
avantatge respecte a les monocapes.

Les micelles, representades a la Figura 3-3, sén el model tridimensi-
onal més simple per als estudis d’interaccions entre farmacs i mem-
branes [103]. Altres caracteristiques particulars fan de les micel-les
eines atractives, com ara la possibilitat de controlar la mida i la forma
resultants triant la composicio lipidica i el medi aquds [104]. A més,
depenent del tipus de molecules amfifiliques seleccionades per a la
composicié de les micel‘les, és possible preparar micel-les amb di-
ferents carregues superficials per estudiar les forces electrostatiques
implicades en les interaccions farmac-membrana [101].

Aigua
(medi aqués)

Caps hidrofiliques
(polars)

Cues hidrofobiques
(no polars)

r \

Fosfolipid individual

«— Cap hidrofilica
(grup fosfat)

Cues hidrofobiques
(cadenes d’acids
grassos)

Figura 3-3. Esquema estructural d’una micel-la lipidica. Imatge generada per IA

Tot 1 que la seva mida relativament petita i I’elevada curvatura s’han
assenyalat com a avantatges [103], alguns estudis informen que la cur-
vatura superficial de les micel-les és significativament superior a la de
les membranes biologiques [101]. A més, les propietats optiques de les
micel-les no son ideals per a algunes técniques espectroscopiques a cau-
sa del soroll de fons generat per la llum dispersa. D’altra banda, la par-
ticié de petites molecules en micel-les sovint és poc definida [103]. Un
altre inconvenient d’utilitzar micel-les com a models biomimetics de
membranes és que també estan compostes per una monocapa, en lloc
d’una bicapa com passa a les membranes biologiques [101].
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Pressio superficial (mN)

Les monocapes de lipids proporcionen un model simple per I’estudi
i ’avaluaci6 d’inserci6 a la membrana de compostos anfipatics [99,
105]. Aquestes pel-licules monomoleculars insolubles, també s’ano-
menen monocapes de Langmuir (LM), es formen mitjancant I’ex-
tensié de molecules anfifiliques a la superficie d’un liquid i es pot
considerar com la meitat de la bicapa de les membranes biologiques.
Aquests sistemes bidimensionals mostren molts avantatges en com-
paraci6 amb els altres models de membrana. Parametres com ara la
naturalesa i I’empaquetament de les molécules en la monocapa, la
composicié de la subfase (pH, forca ionica) i la temperatura poden ser
variats de manera controlada i sense limitacio.

<Liquid expandit>
o
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Figura 3-4. Isoterma de compressié de Langmuir i estats d’ordenacié d’una monocapa
lipidica. Relacié entre la pressi6 superficial (mN) i I’area molecular (A2/molécula) durant
la compressié d’una monocapa a la interficie aire/aigua. A mesura que disminueix 1’area
disponible, la monocapa transita des d’un estat liquid expandit (molécules més separa-
des) cap a una regi6 de coexistencia de fases i, finalment, cap a estats liquid condensat/
condensat (major empaquetament i ordre de les cadenes hidrocarbonades). Els esquemes
superposats representen qualitativament 1’organitzacié molecular associada a cada tram
de I'isoterma. Adaptada de Eeman M, Deleu M. Biotechnol Agron Soc Environ. 2010;
14(4):719-736 (figura 6) [114].
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Les monocapes de lipids sén molt utils per a caracteritzar interaccions
farmac-lipid o lipid-lipid a un nivell molecular. Tal caracteritzacié es
pot deduir a partir de les isotermes de compressi6 (figura 3-4), que
s’obtenen mitjancant el mesurament de la pressio superficial (/7) de la
pel-licula interficial com una funcié de la area molecular mitja (A) de
les molecules dels compostos repartides en una interfase aire-aigua.

Sota compressid, una monocapa insoluble en dues dimensions adopta
diferents estats fisics (estat gasés, liquid expandit, liquid condensat i
solid), que estan relacionats amb el nivell d’ordre conformacional de
les molecules en la interficie i de la preséncia de interaccions intermo-
leculars dins de la monocapa.

Durant la seva compressid, una monocapa insoluble també es carac-
teritza pels canvis en termes de compressibilitat de dues dimensions
mitjangant el coeficient de compressibilitat (C). Aquest parametre
correspon al pendent de la isoterma de compressio i es pot determi-
nar per a cada punt de la corba pressid/area (/1-A). Les interaccions
moleculars que ocorren en una interfase aire- aigua entre les molecu-
les de diferent naturalesa poden ser avaluats mitjancant la realitzaci
d’una analisi termodinamic senzill. A partir de la isoterma /7-A dels
components purs i de les monocapes mixtes, s’obté informacid sobre
el comportament de I’empaquetament de la barreja de molecules de
fosfolipids. Quan I’area molecular mitja d’'una monocapa mixta (A )
a una pressio definida a la superficie correspon a la suma relativa de
les arees moleculars dels components separats (A, i A,) a la matei-
xa pressio de superficie, el comportament de mescla es defineix com
ideals (A") i segueix 1’equacié 3-1 [106]. En altres paraules, els com-
ponents sén o bé totalment immiscibles o, idealment, miscibles a la
interficie. Qualsevol desviacié del comportament ideal es pot atribuir
a les interaccions especifiques entre els dos compostos [105, 107].

AY=X A + (1-X ) A, Equacié 3-1

Una analisi més detallada de la termodinamica del sistema, mitjan-
cant el calcul d’energia lliure d’excés de barreja G* (equacié 3-2)
[106,108] pot proporcionar més informaci6 sobre el procés de misci-
bilitat i les possibles interaccions especifiques entre els components
interficials.

64



GE=[MA_dIl-X [™A dIl-(1-X) [™ A dIT Equacié3-2

Els valors positius de G* signifiquen que les interaccions mutues en-
tre els dos components sén més febles que les interaccions entre els
propis compostos purs i suggereixen separacié de fases entre els com-
ponents en la interficie. Els valors negatius de G* indiquen la presén-
cia d’interaccions mutues fortes en la interficie i estan a favor de la
formacié de complexos entre els components de la monocapa [105,
109-110]

Les monocapes de lipids també son excel-lents membranes model per
a I’avaluacio de la insercié de compostos amfipatics o amfifilics, com
ara els peptids antimicrobians, biosurfactants i farmacs en la membra-
na de les cel-lules diana [105, 111-112].

Per a aquest proposit especific, una monocapa insoluble pot imitar la
composicié lipidica de la membrana biologica d’interes. Per deposi-
ci6 d’una dissolucio de lipids es forma en la interfase aire-aigua d’una
cubeta de Langmuir a una pressi6 determinada (Figura 3-5). Després
de I’estabilitzacié de la monocapa de lipids la pressié inicial definida
(I1i), el compost actiu, dissolt en un dissolvent apropiat, s’injecta a la
subfase aquosa.

En aquest punt, es registra I’augment de la pressié de la superficie
resultant de la interaccié del compost actiu amb la monocapa de li-
pids (Figura 3-5 B ). Tracant I’augment de la pressié maxima de la
superficie (A1) observada com una funcié de la pressi6 inicial de
la monocapa lipidica, es determina una pressio superficial d’exclusié
(I1e) (Figura 3-5 C). Aquest parametre correspon a la pressié inicial
de la monocapa de lipids per sobre de la qual el compost actiu no pot
penetrar més en la pel-licula de lipids i augmentar la pressié de la
superficie. En altres paraules, aquest parametre reflecteix el poder de
penetracié del compost actiu d’intereés en un model bidimensional de
membrana ben definit [113].

Per tal de visualitzar I’organitzaci6 interficial de constituents lipidics
d’una monocapa o els canvis en el comportament interficial resultant
de la inserci6 d’un compost d’interés en la monocapa, la técnica de
Langmuir es pot combinar facilment amb epifluorescéncia o micros-
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copia d’angle de Brewster (BAM). Aquesta dltima técnica presen-
ta ’avantatge de no utilitzar una sonda fluorescent que pot resultar
en el domini de la inestabilitat de monocapes altament comprimides
[114-115]. La microscopia de fluoresceéncia i microscopia d’angle de
Brewster ofereixen una resolucio lateral en el rang de micres i per tant
no s6n adequats per a visualitzar les propietats de fase de monocapes
de lipids en alta resolucid. A aquest efecte, la microscopia de forga
atomica (AFM) és una excel-lent alternativa técnica de sondeig, ja
que permet la visualitzacié de dominis de lipids en les pel-licules de
fases separades amb una resolucié d’escala nanometrica [116-118].
No obstant aix0, I’ds d’AFM per obtenir imatges de monocapes im-
plica la transferencia de la pel-licula interficial sobre un suport solid.
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Figura 3-5. (A) Representacid esquematica de la tecnica de Langmuir utilitzada per ava-
luar la penetracié de compostos biologicament actius en una monocapa de lipids. (B )
es registra I’augment de la pressié de la superficie resultant de la interacci6 del compost
actiu amb la monocapa de lipids. (C) Tracant I’augment de la pressié maxima de la su-
perficie (AIl) observada com una funcié de la pressid inicial de la monocapa lipidica,
es determina una pressi6 superficial d’exclusié (/1e). Adaptada de Eeman M, Deleu M.
Biotechnol Agron Soc Environ. 2010; 14(4):719-736 (figura 7) [114].

La tecnica més comuna que s’utilitza per transferir una monocapa €s
la tecnica de Langmuir — Blodgett (LB) [119]. EI suport solid pot ser
hidrofil o hidrofob. Quan s’utilitza un suport hidrofil, els caps polars
de lipids s’enfronten cap al suport (Figura 3-2 B), mentre que la trans-
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feréncia a un suport hidrofob s’obté a través d’interaccions hidrofo-
bes amb les cadenes d’hidrocarburs de lipids. La transferéncia d’una
pel-licula interficial sobre un suport solid es realitza a pressi6 de la
superficie constant i es controla a través de 1’anomenada relaci6 de
transferencia. Per tal de mantenir una pressié constant de la superficie
durant el procés de transferéncia, la pel-licula interficial es compri-
meix continuament el que resulta en una disminucié de la superficie
monocapa. La relacié de transferéncia es defineix aixi com la relaci6
de la disminuci6 de la superficie monocapa a la zona del suport solid
que ha estat cobert pels constituents de la pel-licula interficial. Una
relaci6 de transferéncia prop d’u indica que el procés de deposicié ha
tingut exit. No obstant aix0, cal tenir en compte que, depenent tant de
la naturalesa dels constituents de la pel-licula interficial i la pressié
de la superficie en la qual la monocapa s’ha transferit sobre el suport
solid, es poden produir canvis en I’organitzacié molecular de la su-
perficie de suport.

La técnica de cubeta de Langmuir també es pot combinar amb espec-
troscopia (per exemple, espectroscopia infraroja polaritzada), la refle-
xi6 1 la dispersio (per exemple, el-lipsometria i la incidéncia de raigs
X) tecniques per tal d’obtenir informacié estructural directa (és a dir,
la conformacid i I’orientacié dels components de monocapa) en sepa-
racio de fases en sistemes de dues dimensions i tres dimensions [120].

3.2.2. Bicapes lipidiques
3.2.2.1. Vesicules lipidiques

Si les monocapes ens permeten explorar la interficie i les bicapes su-
portades ens ofereixen estabilitat i resolucié superficial, les vesicu-
les lipidiques —o liposomes— introdueixen una dimensio6 essencial:
la compartimentacié. No només reprodueixen 1’arquitectura bicapa
propia de les membranes biologiques, siné que delimiten un volum
aquos intern, recreant aixi la condicié fonamental de la vida: separar
un interior d’un exterior.
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Figura 3-6. Estructura de MLV (A), LUV (B) i SUV (C). MLV: vesicules multilaminars,
LUV: vesicules unilaminars grans, SUV: vesicules unilaminars petites. Adaptada de Kim
EM, Jeong HJ. Liposomes: biomedical applications. Chonnam Med J.2021; 57(1):27-35
[121]

Els liposomes es poden classificar principalment en funci6 de dos atri-
buts fonamentals: la lamel-laritat, és a dir, el nombre de bicapes lipi-
diques i la mida (Figura 3-6) [121-122]. D’acord amb la lamel-laritat,
els liposomes es divideixen en vesicules unilamel-lars, multilamel-
lars i oligolamel-lars. Quan una tnica bicapa separa el compartiment
aquos intern de 1’extern, es parla de vesicules unilamel-lars. En funcié
de la seva mida, aquestes es classifiquen en vesicules unilamel-lars
petites (SUVs, 20-100 nm), vesicules unilamel-lars grans (LUVs,
>100 nm) [123-124]

Quan diverses bicapes concentriques encapsulen solucié aquosa, les
vesicules reben el nom de vesicules multilamel-lars (MLVs), habitu-
alment de mida superior a 0,5 um i amb més de cinc bicapes. Si el
nombre de bicapes és reduit, generalment entre dues i cinc, aquestes
estructures s’anomenen vesicules oligolamel-lars (OLVs), amb mides
aproximades entre 0,1 i 1 wm [125]. En un cas particular, quan una
vesicula unilamel-lar encapsula diverses vesicules no concentriques,
es parla de vesicules multivesiculars (MVVs), habitualment de mida
superior a 1 um [125]. Des d’un punt de vista funcional, les LUVs
presenten un volum aquds encapsulat relativament més gran que les
SUVs i les MLVs, fet que les converteix en el sistema més utilit-
zat per a la incorporacié de molecules hidrofiliques [126]. En can-
vi, les MLVs resulten especialment adequades per a la incorporacid
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de molecules hidrofobiques, ates que disposen de multiples regions
hidrofobiques corresponents a les diferents bicapes lipidiques [127].
Les GUVs, per la seva banda, s’utilitzen ampliament com a sistemes
model de membrana, ja que la seva mida gran permet la visualitzaci6
directa mitjangant microscopia oOptica i la micromanipulacié de vesi-
cules individuals [128].

Més enlla de la mida i la lamel-laritat, els liposomes també es classi-
fiquen en funci6 de la composicio lipidica i de les seves aplicacions.
Els anomenats liposomes convencionals, neutres o carregats negati-
vament, s’utilitzen principalment en recerca basica per estudiar 1’en-
capsulaci6 i I’alliberament de farmacs o moleécules d’interes farma-
cologic, aixi com com a models simplificats de membranes cel-lulars
[129]. En canvi, els liposomes cationics son especialment adequats
per al lliurament de macromolecules carregades negativament, com
ara ADN, ARN o oligonucleotids [130].

Altres formulacions inclouen els liposomes recoberts amb polimers,
com el polietilenglicol (PEG), també anomenats liposomes estabi-
litzats estericament, dissenyats per prolongar el temps de circulacié
sistemica [6]. De manera complementaria, s’han desenvolupat liposo-
mes sensibles al pH, que es desestabilitzen en ambients acids; liposo-
mes termosensibles, activats per canvis de temperatura; i liposomes
funcionalitzats amb lligands, orientats a millorar el direccionament
tumoral i la captacid intracel-lular [130-132].

Més recentment, diversos estudis han descrit liposomes multifunci-
onals que integren simultaniament diverses d’aquestes caracteristi-
ques, combinant estabilitzaci6 esterica, sensibilitat a estimuls externs
i direccionament especific, amb 1’objectiu d’optimitzar 1’eficacia te-
rapeutica i la selectivitat del sistema [133—135].

Les vesicules es formen a partir de la dispersi6 aquosa de lipids de
membrana, ja sigui un tnic component o mescles definides. A dife-
rencia de les monocapes, que, en la seva simplicitat, no poden reflectir
la complexitat estructural d’una membrana cel-lular; els liposomes
consisteixen en dues capes lipidiques organitzades de manera ana-
loga a les membranes biologiques. Les cues hidrocarbonades hidro-
fobiques s’orienten cap a I’interior de la bicapa, mentre que els caps
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polars hidrofilics contacten amb el medi aquds extern i amb el com-
partiment intern.

Aquesta arquitectura converteix els liposomes en sistemes extraor-
dinariament versatils per estudiar comportament de fase, fusié de
membranes, reconeixement molecular, adhesi6 cel-lular i processos
de transferéncia energetica. Alhora, els ha situat en el centre de nom-
broses estrategies d’alliberament farmacologic [122] La morfologia
final de la vesicula depen del metode de preparacio [119, 136—138].
Quan una pel-licula lipidica seca és hidratada vigorosament a tem-
peratures superiors a la transicié de fase del lipid, es formen vesicu-
les multilamel-lars (MLV), amb mides compreses entre 0,5 i 10 ym.
Aquestes estructures presenten multiples bicapes conceéntriques sepa-
rades per lamines d’aigua, com una arquitectura en capes successives.

A) Liposoma convencional D) Liposoma terandstic

1
1
1
Farmac 1
hidrofobic 1

1

B {@ <€—— Lligand de direccionament

99905 -+

Lipid carregat
positivament

i e \%\&% 4 & /é/
® “

=
o
Farmac

______ hidrolc & * S
o o=

:’:é'a;‘"*'“"-:i'f%’;%’ ﬁ&%ﬁ

% >
€—— Petita molécula
R \ @®— Carbohidrat
//\ Péptid
B) Liposoma PEGilat

Agent d'imatge
funcionalitzat

Proteina Anticds

C) Liposoma direccionat

Figura 3-7. Representaci6 esquematica dels principals tipus de sistemes liposomals.

A: liposomes convencionals, B: liposomes PEGilats, C: liposomes direccionats mitjan-
cant lligands i D: liposomes teranostics, amb indicacié de la possible localitzacié de
farmacs hidrofils i hidrofobics i dels principals elements de funcionalitzacié superficial.
Adaptada de Advances and challenges of liposome assisted drug delivery. Front Phar-
macol. 2015; 6:28 (figura 1)[141]
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La mida de les MLV pot reduir-se mitjancant cicles de congelacié—
descongelacié i homogenitzacié. L’extrusié a través de membranes
poroses genera LUVs, mentre que la sonicacié en bany o amb sonda
déna lloc a SUVs.

Les vesicules unilamel-lars gegants (GUVs), amb mides entre 51 100
pm, poden obtenir-se mitjangant hidratacié suau prolongada o per
electroformaci6 en presencia d’un camp electric [139-140]. La seva
escala micrometrica permet la visualitzacié directa per microscopia
optica, de fluoresceéncia o confocal, aixi com la micromanipulacié in-
dividual. Encara que aquestes tecniques ofereixen una resolucid late-
ral inferior a la de I’AFM, tenen I’avantatge de permetre 1’estudi de
vesicules en suspensid, en un entorn tridimensional dinamic.

L’evolucio dels liposomes (Figura 3-7) reflecteix també 1’evoluci6 de
la recerca biomimetica [141]. Inicialment concebuts com vesicules
simples formades per una bicapa lipidica capag¢ d’encapsular molecu-
les hidrofiliques al seu interior i compostos hidrofobics dins la bicapa,
han esdevingut sistemes sofisticats. La incorporacié de lipids poli-
merics ha donat lloc als anomenats liposomes ocults, dissenyats per
prolongar la circulacié sistemica i millorar 1’alliberament controlat
de farmacs. ’ancoratge de peptids direccionals permet orientar-los
cap a dianes biologiques especifiques. Els complexos ADN-liposoma
cationic adopten sovint estructures multilamel-lars tipus ceba, amb
I’ADN intercalat entre membranes carregades positivament. Altres
desenvolupaments inclouen sistemes basats en cavitands, capagos
d’encapsular selectivament molecules de dimensions angstromiques
dins cavitats hidrofobiques.

Aquesta evoluci6 no és merament tecnologica; és conceptual. El lipo-
soma ha passat de ser un model estructural a esdevenir una eina funci-
onal 1 translacional. En el context de la interaccié farmac—membrana,
les vesicules lipidiques permeten estudiar processos que exigeixen
curvatura, tensié superficial i reorganitzacié tridimensional, com la
fusié o la permeacid, fenomens que dificilment poden ser reproduits
en sistemes plans. Mentre que I’AFM requereix la fusié previa de ve-
sicules sobre un suport solid, les vesicules en suspensio ens ofereixen
la possibilitat d’observar la dinamica de la membrana en el seu estat
més proper al biologic: una estructura flexible, tancada sobre si matei-
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xa, capag¢ d’adaptar-se, deformar-se i respondre [142].

Aixi, les vesicules lipidiques no només reprodueixen 1’arquitectura
de la membrana; en capturen també la seva dimensid essencial, la
capacitat de crear un espai interior.

3.2.2.2. Bicapes lipidiques suportades (SLBs)

Les bicapes lipidiques suportades (SLBs) (Figura 3-8) constitueixen
un dels models biomimetics més robustos per explorar, amb rigor
fisic i control experimental, la naturalesa de la membrana cel-lular
[143]. Es defineixen com una bicapa lipidica plana dipositada sobre
un suport solid hidrofilic (mica, vidre o 0xid de silici) separada habi-
tualment per una capa d’hidratacié nanometrica. En aquesta configu-
racid, els caps polars de la monocapa inferior s’orienten cap al subs-
trat, mentre que les cadenes hidrocarbonades de les dues monocapes
s’enfronten al centre hidrofobic.
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Figura 3-8. Bicapes lipidiques. (A) plana, subfase aquosa (B) lipidica suportada i (C)
lipidica lligada. Imatge generada per IA.

El confinament geometric que imposa el suport, lluny de representar
una restriccio, esdevé un avantatge metodologic: estabilitza la mem-
brana i la fa accessible a tecniques d’analisi d’alta resolucid.

En comparacié amb vesicules lipidiques lliures, les SLBs presenten

una estabilitat superior i una elevada reproductibilitat [144—145]. La
seva preparacié €s relativament senzilla i permet un control acurat de
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la composicid i, fins a cert punt, de I’asimetria lipidica, aspecte dificil
d’assolir en sistemes vesiculars. El fet que la membrana resti immo-
bilitzada sobre un suport facilita la seva caracteritzacié mitjangant
tecniques sensibles de superficie com la microscopia de forca atomi-
ca (AFM) [146-148], I’espectrometria de masses d’ions secundaris
(SIMS) [149] la microscopia de fluorescencia [150], I’el-lipsometria
optica [151], la microbalanca de cristall de quars [152], aixi com la
reflectivitat de raigs X [153] i de neutrons [154]. Aquesta conver-
géncia instrumental converteix les SLBs en una autentica plataforma
integradora de metodologies biofisiques.

Diverses estrategies permeten la seva obtencid. La transferéncia
Langmuir-Blodgett (LB) es basa en el diposit seqiiencial de dues
monocapes formades a la interfase aire—aigua d’una cubeta de
Langmuir sobre un suport solid, amb un control precis de la pres-
sié superficial i de ’ordre molecular inicial, també la teécnica de
Langmuir-Schaefer (LS) permet obtenir bicapes planes. En el me-
tode LB, el procés de deposicié es produeix retirant o submergint el
substrat solid perpendicularment a la subfase d’aigua d’una cubeta
de Langmuir un cop s’ha assolit la pressié superficial objectiu per a
la monocapa a la interfase aire-aigua (Figura 3-9 - A,B) [155]. Per
als substrats hidrofils, el substrat normalment es retira de la subfase
d’aigua, cosa que fa que els caps polars dels components de la pel-
licula es dipositin a la superficie del substrat. Per a dipositar una
segona capa cal reintroduir el substrat a la subfase de la cubeta, cosa
que degut a que els fosfolipids, sovint es desprenen durant la depo-
sici6 de la segona capa, es a dir, es produeix una deposicié deficient
i un desordre que pot alterar la primera capa. En canvi, la segona
capa es pot dipositar eficagment utilitzant la metodologia LS (Figu-
ra 3-9 — C) en horitzontal [156-158].
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Figura 3-9. Esquema de les metodologies de transferencia Langmuir-Blodgett (A,B)
i Langmuir-Schaefer (C) per a la preparacié de membranes model planes sobre suport
solid. Adaptada de Coronado S, Herrera J, Pino MG, Martin S, Ballesteros-Rueda L, Cea
P. Advancements in engineering planar model cell membranes: current techniques, appli-
cations, and future perspectives. Nanomaterials. 2024; 14(18):1489 [159].

Un segon metode, avui probablement el més utilitzat, €s la fusié de
vesicules unilamel-lars petites (SUVs) adsorbides sobre el suport.
(Figura 3-10). Aquest procés implica 1’adsorcid, deformacid, aplana-
ment i ruptura de les vesicules, seguida de la coalesceéncia de dominis
fins a formar una bicapa continua [159-164]. Habitualment es tre-
balla a temperatures superiors a la transici6 de fase lipidica [147],
circumstancia que pot limitar la incorporaci6 directa de components
termosensibles. Un tercer enfocament es basa en la formaci6 a partir
de micel-les mixtes de tensioactius i fosfolipids, en que el tensioactiu
facilita el transport del lipid fins a la superficie i és posteriorment eli-
minat mitjangant esbandides successives, permetent la reorganitzacio
espontania del fosfolipid en una bicapa estable [164—168].
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Figura 3-10. Esquema del procés de formacié d’una bicapa lipidica suportada per
fusié de vesicules sobre una superficie solida, incloent-hi les etapes d’adsorcié, defor-
macid, ruptura i extensié de la bicapa. Adaptada de Jackman JA, Cho N-J. Supported
lipid bilayer formation: beyond vesicle fusion. Langmuir. 2020; 36(6):1387-1400 (Fi-
gura 1) [164]

Des de la seva introduccié com a model biomimeétic [91,169], les
SLBs han estat ampliament emprades per estudiar comportament de
fase, segregacio lateral 1 organitzacié molecular de membranes biolo-
giques. Progressivament, per0, han adquirit un paper central en I’am-
bit farmaceutic, especialment en I’analisi de les interaccions farmac—
membrana i en la correlacié amb propietats farmacocinetiques [170].
En aquest context, les SLBs permeten relacionar insercié molecular,
canvis en I’ordre lipidic i reorganitzacio lateral amb dades funcionals
obtingudes mitjancant tecniques complementaries. La membrana dei-
xa aixi de ser un simple escenari passiu per revelar-se com un sistema
cooperatiu que pot modular I’activitat terapeutica.

No obstant aix0, la proximitat entre la bicapa i el substrat solid pot
afectar la mobilitat lateral o dificultar la incorporacié funcional de
proteines transmembrana. Per superar aquesta limitaci6, s’han desen-
volupat bicapes suportades lligades, en que la membrana es separa del
suport mitjangant molecules espaiadores o capes polimeriques [171].
Aquestes estrategies que inclouen la modificaci6é quimica del substrat,
I’autoassemblatge de lipids funcionalitzats o la fusi6 de vesicules que
incorporen lipids espaiadors, generen un microentorn més proper a la
condicié cel-lular nativa i permeten la reconstitucié funcional de re-
ceptors i proteines de membrana en condicions no desnaturalitzants.
Les seves aplicacions, en expansié constant [172] obren la porta al
disseny de biosensors i a noves aproximacions en diagnostic i desen-
volupament farmaceutic [172].

En definitiva, les bicapes lipidiques suportades sintetitzen estabili-
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tat experimental i fidelitat biomimetica. En el marc d’aquest discurs,
simbolitzen la voluntat de comprendre la membrana no com una fron-
tera inert, siné com una interficie activa on la materia lipidica dialoga
amb la molecula terapeutica i en condiciona, en bona mesura, el desti
biologic.

3.2.2.3. Nanodiscs

Un nanodisc és un sistema de membrana sintetic desenvolupat per a
I’estudi de proteines de membrana. Esta format per un disc de bicapa
de fosfolipids, similar a les membranes que delimiten les cel-lules
vives. Les parts hidrofobes dels lipids de la bicapa queden protegi-
des per proteines amfipatiques, que estabilitzen 1’estructura. Aquestes
proteines es coneixen com a proteines bastida de membrana.

Proteina
Transmembrana

Proteina
bastida

10-13 nm

Figura 3-11. Un Nanodisc tipic conté una sola proteina de membrana, dues proteines
de bastida (MSP), i aproximadament 130 fosfolipids com ara palmitoil-oleoil-fosfati-
dilcolina (POPC). L’espessor de la Nanodisc ve determinat principalment per 1’eleccié
del component fosfolipidic. El diametre depén principalment per I’eleccié de la MSP.
MSP1D1 i MSP1E3D1 per exemple, poden generar nanodiscs d’aproximadament 10,6
nm i 12,9 nm de diametre, respectivament. Imatge generada in BioRender. https://Bio-
Render.com/Ooisq0o.

Quan es preparen correctament, els nanodiscs poden autoassemblar-se
al voltant d’una proteina de membrana, fet que permet estudiar in vi-
tro aquestes proteines en un entorn semblant al de la membrana i en
el seu estat actiu.
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Els nanodiscs han estat optimitzats, promoguts i caracteritzats al la-
boratori de Stephen G. Sligar, a la Universitat d’Illinois a Urbana-
Champaign. La figura 3-11 mostra I’esquema d’un nanodisc tipic,
que conté una sola proteina de membrana, dues proteines bastida de
membrana (MSP, de I’anglés membrane scaffold proteins) i aproxi-
madament 130 fosfolipids, com ara la palmitoil-oleoil-fosfatidilco-
lina (POPC). El gruix del nanodisc ve determinat principalment pel
tipus de fosfolipid emprat, mentre que el diametre depen sobretot de
la proteina bastida seleccionada.

3.2.3. Models de membrana “in silico”

Al costat dels models experimentals, els models de membrana lipi-
dica in silico han obert una nova manera d’interrogar la membrana:
no ja només com una estructura que s’observa, sind com un sistema
dinamic que pot ser analitzat a escala molecular i temporal. En aquest
context, la dinamica molecular [173] s’ha convertit en una mena de
microscopi computacional que permet seguir 1’organitzacié, el mo-
viment i les interaccions dels components de la bicapa amb diferents
nivells de resoluci6. Els models atomistics descriuen explicitament
tots els atoms i resulten especialment valuosos quan es vol examinar
amb detall la hidratacid, 1’orientaci6 o els contactes especifics d’un
lipid, un peptid o un farmac; els models coarse-grained, en canvi,
agrupen diversos atoms en unitats efectives i permeten accedir a esca-
les de temps i de longitud molt més grans, indispensables per estudiar
heterogeneitat lateral, curvatura, deformacié i processos de remode-
latge membranari. A una resolucié encara més reduida, els enfoca-
ments continus o implicits permeten abordar propietats mecaniques
i electrostatiques de sistemes massa extensos 0 massa lents per a una
descripci6 plenament atomistica [174].

Des de la perspectiva del desenvolupament de farmacs, aquests
models no substitueixen els sistemes experimentals, perd els com-
plementen de manera extraordinariament fecunda, perqué permeten
calcular perfils d’energia lliure d’insercid i translocacid, identificar
regions preferents de partici6 dins la bicapa, estimar coeficients de
permeabilitat i descriure com una molecula altera 1’ordre, I’espessor
o la dinamica de la membrana. M¢etodes com ["umbrella sampling
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[175], la metadinamica o altres estrategies de mostreig millorat han
fet possible quantificar processos de permeacid i comparar compos-
tos de naturalesa molt diversa en membranes model. Aixi, el valor
dels models in silico no rau només en la seva capacitat predictiva,
sin també en el fet que connecten estructura molecular, termodi-
namica i funcid, i estableixen un pont especialment valuds entre els
models simplificats de membrana i la complexitat de la membrana
cel-lular real [176].
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4. TECNIQUES BIOFISIQUES D’ANALISI

L’estudi de les interaccions entre farmacs i membranes biologiques
requereix aproximacions experimentals capaces de descriure el sis-
tema a multiples escales espacials i temporals. Les membranes cons-
titueixen estructures dinamiques i heterogenies, caracteritzades per
dominis laterals, transicions de fase, propietats mecaniques especi-
fiques i processos d’interaccié molecular que no poden ser capturats
mitjangant una unica metodologia. En aquest context, la biofisica de
membranes ha desenvolupat un ampli ventall d’eines experimentals
que permeten analitzar la topografia, I’ordre molecular, la dinamica
lipidica 1 les propietats termodinamiques de la bicapa, aixi com la
seva resposta a la incorporaci6 de peptids, proteines o farmacs.

Les tecniques descrites a continuacié constitueixen una seleccié de
les aproximacions biofisiques més utilitzades 1 informatives en 1’es-
tudi de membranes model i de les interaccions farmac—membrana. La
seva elecci6 respon a la seva capacitat per proporcionar informacid
complementaria sobre 1’organitzacié estructural, les propietats me-
caniques i el comportament termodinamic de la bicapa. Tanmateix,
aquest conjunt metodologic no és exhaustiu, i sovint s’integra amb
altres tecniques per obtenir una visio global del sistema.

4.1. Microscopia de forca atomica (AFM)

La microscopia de forca atdbmica (AFM) s’ha consolidat com una eina
fonamental per a la caracteritzacié nanoscopica de membranes mo-
del. Aquesta tecnica permet visualitzar la topografia superficial amb
resolucié nanometrica i obtenir simultaniament informaci6 sobre les
propietats nanomecaniques del sistema.

En biofisica de membranes, I’AFM ha estat ampliament utilitzada per
descriure I’organitzacio lateral de bicapes lipidiques suportades i la
coexistencia de dominis de fase liquid-ordenat i liquid-desordenat,
aixi com per mesurar el gruix i la rugositat de membranes model.
La tecnica resulta especialment valuosa per estudiar la interaccié de
peptids, proteines i farmacs amb membranes, ja que permet detectar
processos de permeabilitzacid, formacio de defectes, fusio o desesta-
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bilitzaci6 membranaria i avaluar canvis en les propietats nanomeca-
niques associades a 1’ordre lipidic [177-179].

4.2. Tecniques de fluorescencia

Les técniques basades en fluorescencia constitueixen eines d’alta
sensibilitat per estudiar 1’organitzaci6 i la dinamica de membranes
a escala nanometrica. Entre aquestes, la transferéncia d’energia per
ressonancia de fluorescéncia (FRET) destaca per la seva capacitat de
detectar interaccions moleculars en un rang de distancies d’entre 1 i
10 nm.

Aquestes aproximacions permeten monitoritzar canvis en la fluidesa
mitjancant anisotropia de sondes lipidiques, la segregaci6 de fases,
la distribucié de farmacs dins la bicapa i la inhibici6 de processos de
fusid. En particular, els assajos FRET entre fluorofors lipidics s’han
convertit en eines essencials per estudiar mecanismes de fusié viral i
per avaluar I’activitat de peptids antivirals o molecules que interferei-
xen en aquests processos [180—182]

4.3. Calorimetria diferencial d’escombratge (DSC)

La calorimetria diferencial d’escombratge (DSC) és una eina essen-
cial per analitzar el comportament termotropic de membranes lipi-
diques i la seva resposta a la incorporacié de molecules bioactives.
Aquesta tecnica permet caracteritzar les transicions de fase lipidica i
obtenir parametres quantitatius com la temperatura de transicié (7m),
I’entalpia associada i la cooperativitat del procés.

La incorporaci6 de colesterol, farmacs o peptids pot modificar aquests
parametres, reflectint processos d’insercio, rigidificacié o desestabi-
litzaci6 de la bicapa. Tot i proporcionar informacié termodinamica
precisa, la DSC no ofereix dades estructurals directes i requereix la
combinaci6 amb altres tecniques biofisiques [183—185]
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4.4. Ressonancia magnetica nuclear (RMN) i ressonancia
paramagnetica electronica (EPR)

Les tecniques espectroscopiques com la RMN i ’EPR aporten infor-
maci6 detallada sobre 1’ordre molecular, la dinamica lipidica 1 1’ori-
entacié de molecules dins la bicapa. La RMN d’estat solid permet
analitzar I’ordre i la mobilitat de les cadenes aciliques i la profunditat
d’inserci6 de farmacs i peptids, mentre que I’EPR, mitjancant sondes
paramagnetiques, permet estudiar la mobilitat 1 I’ordre local a dife-
rents profunditats de la membrana [186—188].

4.5. Altres tecniques complementaries

L’estudi biofisic de membranes es beneficia també d’altres tecniques
que aporten informaci6 estructural, dinamica i funcional addicional.
Les tecniques de difraccid i reflectivitat de raigs X i neutrons perme-
ten determinar 1’estructura lamel-lar i el gruix de la bicapa [189—-190].
La microscopia confocal i les tecniques de superresolucié permeten
visualitzar dominis lipidics 1 processos dinamics en membranes vives
amb resolucié subdifractiva [191-192]. La tensiometria de monoca-
pes de Langmuir permet analitzar propietats interfacials 1 interacci-
ons lipid—farmac [193-194]. La dispersi6é dinamica de la llum i la
microscopia electronica sén eines clau per caracteritzar vesicules 1
sistemes liposomals [195-196]. La microbalanca de cristall de quars
amb dissipaci6 permet monitoritzar processos d’adsorcid i propietats
viscoelastiques de capes lipidiques suportades [197—198], mentre que
la calorimetria isotermica de titulacié (ITC) proporciona informacid
termodinamica directa sobre interaccions moleculars [199].

En conjunt, amb aquestes técniques es permet obtenir una descripcid
multiescalar 1 integrada dels sistemes membranosos 1 dels mecanismes
d’interacci6 amb molecules bioactives. Aquesta visid integrada resulta
essencial per interpretar els mecanismes d’accid dels farmacs i per disse-
nyar noves estrategies terapeutiques dirigides a la interficie membranosa.
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5.LAMEMBRANA COM A DIANA BIIOFiSICA: APLI-
CACIONS A LA RECERCA FARMACEUTICA

Després d’haver considerat els principals models biomimetics que
permeten aproximar-nos experimentalment a 1’organitzacié i dina-
mica de les membranes biologiques, és necessari abordar les bases
fisicoquimiques que governen la interacci dels farmacs amb aquesta
interficie essencial. Lluny de constituir un medi passiu, la membrana
cel-lular és un sistema estructuralment complex i funcionalment actiu
que condiciona la distribucid, ’activitat i la toxicitat dels compostos
exogens. En conseqiiencia, I’eficacia terapeutica i la seguretat farma-
cologica no depenen tnicament de la interaccié del farmac amb la
seva diana molecular, sindé també del dialeg fisicoquimic que esta-
bleix amb I’entorn lipidic que I’acull [200].

5.1. interaccié de molecules amb activitat farmacologica
5.1.1. Bases fisicoquimiques de la interaccio

La interacci6 d’un farmac amb una membrana [201] no és un episodi
accessori, sind una etapa fisicoquimica que sovint determina, abans
que cap receptor entri en joc, quina fraccié del farmac arribara a la
diana, amb quina velocitat i en quin microentorn. En aquest sentit,
la membrana funciona com una fase material propia, amb propietats
col-lectives (ordre, elasticitat, potencials interfacials) que modulen
I’energia lliure d’insercid i el cami de permeacié. De fet, en nom-
brosos sistemes s’ha mostrat que la bicapa no és un simple passadis
inert, sind un mediador actiu, el farmac pot particionar primer a la
membrana, concentrar-s’hi i, des d’alli, trobar proteines associades o
llocs d’uni6 intramembrana amb una eficiéncia que seria inexplicable
si només consideréssim el volum aqués [202].

El primer llenguatge per descriure aquest procés €s termodinamic,
distribucid i energia lliure. Quan una molecula es trasllada del medi
aquoés cap a la interficie lipidica, paga la deshidratacié de grups po-
lars 1 cobra estabilitzacié hidrofobica i forces de dispersio dins del
medi apolar. Aquesta balanga explica per que descriptors com la li-
pofilicitat (logP/logD) s6n tan influents, perd també per que no sén
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suficients. La interficie aigua—membrana no és un limit geometric,
sind una regio estratificada on 1’aigua esta orientada, els caps polars
estan hidratats i existeix un gradient de polaritat continu. Aixo genera
minims locals d’energia lliure on molts farmacs s’ancoren preferent-
ment en una zona de compromis interficial que actua com a reservori
i plataforma de difusid lateral, ni totalment en aigua ni totalment al
nucli hidrofobic. Aquesta idea, central en la visié de membrana com
a mediador, és especialment ttil per entendre per que canvis relativa-
ment petits de composicio lipidica o d’estat fisic poden produir grans
canvis farmacologics sense alterar la diana proteica [202].

El segon llenguatge és el de I’ionitzacid. La majoria de farmacs cli-
nics sén acids o bases febles i, per tant, coexisteixen en formes neu-
tres i carregades, amb afinitats i permeabilitats molt diferents. La for-
ma neutra, en general, travessa millor el nucli hidrofobic; la forma
carregada interactua amb caps polars, aigua interfacial i camps elec-
trics [203]. Pero el punt critic i sovint simplificat, és que la permeaci6
de molecules ionitzables no depen només de I’equilibri d’ionitzacio,
sind també de les cinetiques de protonacié i desprotonacié a la inter-
ficie. Si aquests canvis d’estat son lents en I’escala temporal del pas
transmembrana, el dogma que la molecula es neutralitza oportuna-
ment per travessar pot fallar, i el procés queda governat per camins
cinetics més complexos que un simple balang de fraccions. Aquesta
perspectiva, desenvolupada amb models i analisi quantitativa, reforca
que la permeaci6 €s simultaniament un problema d’energia lliure i de
temps [203].

A aquesta arquitectura termodinamica i cingtica s hi sobreposa la fi-
sica dels camps. La membrana presenta una carrega superficial efec-
tiva, especialment quan conté lipids anionics, i una doble capa ionica;
abans d’inserir-se, moltes molecules soén seleccionades per carrega
a distancia curta com atraccié per a cations amfifilics, repulsio per
a anions o apantallament modulable per forca ionica. La seqiieéncia
tipica és adsorcio, reorganitzacié interficial i, a concentracions su-
ficients, alteraci6 estructural. En I’ambit antibiotic, la polimixina B
és un exemple paradigmatic, s’ha descrit com indueix agregacié del
lipopolisacarid (LPS) i canvia el potencial zeta i la carrega efectiva de
sistemes model, amb una interaccid especialment intensa en membra-
nes més negatives; a concentracions altes, aquesta ruta pot culminar
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en permeabilitzacid. El que aqui importa, fisicoquimicament, és que
el mecanisme s’inicia com una interaccié de superficie governada per
carrega i apantallament abans de convertir-se en un efecte funcional
sobre la barrera [204].

Hi ha, pero, un altre camp menys evident i sovint més determinant
que la carrega neta: el potencial dipolar. La interficie lipidica conté
dipols alineats (caps polars i aigua interfacial) que creen un potencial
eleéctric intern elevat, capag¢ d’afectar 1’energia d’insercio, I’orienta-
ci6 de grups polars i I’afinitat de molecules amfifiliques. En conse-
qiiencia, components com el colesterol que reordena la interficie i
compacte la monocapa/bicapa poden modificar el potencial dipolar
i, indirectament, alterar la preferéncia d’un farmac per quedar-se a la
interficie, penetrar més endins o redistribuir-se. La implicacié con-
ceptual és clara, la membrana no només ofereix una polaritat diferent;
ofereix també un paisatge electric intern que descriu condicions d’ad-
sorcid i insercio [205].

Tot aix0d ocorre sobre un material que no és homogeni. La bicapa
pot ser més ordenada o més fluida, més gruixuda o més prima, més
compressible o més rigida; pot exhibir heterogeneitats laterals i domi-
nis. Aquest estat fisic importa perque canvia la facilitat amb que una
molecula genera defectes locals, s’insereix entre cadenes aciliques,
o difon lateralment. En molts casos, la interaccio €s bidireccional:
el farmac no només llegeix la membrana, siné que la reescriu, mo-
dulant empaquetament, permeabilitat i propietats mecaniques. Aqui
apareix una de les connexions més potents amb la farmacia: part de
la toxicitat i de certs efectes fora diana poden entendre’s com una
conseqiiencia emergent d’aquesta reescriptura fisicoquimica del medi
lipidic, especialment quan el farmac és amfifilic i es pot acumular a
la interficie.

Els agents antiinflamatoris no esteroidics (AINEs) ofereixen un exem-
ple clinicament revelador d’aquesta logica. Més enlla de la inhibici6
enzimatica de la ciclooxigenasa (COX), s’ha caracteritzat que diver-
sos AINEs poden associar-se de manera reversible i no covalent amb
fosfolipids, especialment fosfatidilcolina, combinant contribucions
ioniques i hidrofobiques. Aquesta associacid pot comprometre pro-
pietats de barrera i hidrofobicitat superficial en determinats contextos
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fisiologics, oferint una lectura fisicoquimica complementaria de dany
a les mucoses, no €s només inhibicié de prostaglandines, sind també
alteracié de la interficie lipidica que protegeix [206].

La relaci6 entre propietats fisicoquimiques i desti cel-lular es fa enca-
ra més evident quan considerem 1’acumulacié en compartiments. Les
bases febles lipofiliques poden travessar membranes en la forma neu-
tra i quedar atrapades quan es protonen en compartiments acids, com
els lisosomes; aquest entrapament pot generar acumulacions massives
i cinetiques de sortida lentes, amb impacte en distribuci6, durada d’ac-
ci6 i efectes adversos. Aquesta és una demostracié elegant que, de ve-
gades, el desti farmacologic ve determinat no per una diana, siné per
una combinaci6 de pKa, lipofilicitat i gradients de pH compartimental
[207]. En el mateix eix conceptual s’inscriu la fosfolipidosi induida per
farmacs cationics amfifilics: certes signatures estructurals afavoreixen
acumulacio 1 alteracions lisosomals amb formacio de cossos lamel-lars,
un fenomen on la fisicoquimica de membrana i el metabolisme lipidic
convergeixen amb conseqii¢ncies toxicologiques [208].

Finalment, quan volem quantificar aquesta interaccio, cal recordar
que les mesures de permeabilitat i particié depenen del model, i que
permeabilitat sovint és una propietat aparent que incorpora resistén-
cies addicionals (capes limit, geometria, abséncia de transportadors,
etc.). D’aqui l’interes i, alhora, la prudeéncia necessaria en 1’ds de
membranes artificials immobilitzades i altres plataformes biomime-
tiques per predir absorcié intestinal i comportament de compostos,
encara que son eines extraordinaries per comparar i racionalitzar, cal
interpretar-les com a aproximacions controlades a una interficie viva
més complexa [209].

Aixi, les bases fisicoquimiques de la interaccié farmac—membrana
es poden resumir com una gramatica de frontera: distribucié i energia
lliure, ionitzacio i cinetica, camps electrostatics i potencial dipolar,
estat fisic 1 mecanica del lipid, i conseqiiéncies de compartimentacio
i acumulaci6. La membrana, lluny de ser un simple tel6 de fons, és
una interficie que filtra, amplifica o esmorteix I’accié farmacologica;
i entendre-la com a material tou amb electricitat i estructura i dina-
mica és, sovint, el pas que transforma una explicacié quimica en una
explicaci6 farmacologica.

86



5.1.2. Significanca farmaceutica

La major part de moleécules farmacologicament actives presenten ca-
racter amfifilic, fet que determina una afinitat intrinseca pels entorns
lipidics. Aquesta propietat governa la seva distribucié entre medis
aquosos 1 membranes 1 en determina la capacitat d’inserir-se dins la
bicapa lipidica. La lipofilicitat, sovint expressada mitjancant el coe-
ficient de particié octanol-aigua, ha estat utilitzada com a indicador
empiric de permeabilitat d’acord amb la regla d’Overton [76]; tan-
mateix, el comportament real dels farmacs depen també del seu estat
d’ionitzacid, descrit amb més precisié per la funcié de distribucio,
dependent del pH del medi [210]. Un cop associat a la membrana,
el farmac pot localitzar-se a diferents profunditats de la bicapa, des
de la regi6 interficial polar fins al nucli hidrofobic, i aquesta posicid
condiciona la seva orientacid, mobilitat i capacitat d’alterar 1’ordre
lipidic [211-213].

A banda de les interaccions hidrofobiques, les electrostatiques entre
molecules carregades i els caps polars dels fosfolipids poden afavorir
I’adsorci6 superficial i I’acumulaci6 local de farmacs, especialment
en membranes riques en lipids anionics. Aquestes interaccions, junta-
ment amb forces de Van der Waals i ponts d’hidrogen, contribueixen a
I’estabilitzaci6 del farmac a la interficie membrana-medi aqués [109].
La incorporacié de compostos amfifilics pot modificar propietats fisi-
ques essencials de la membrana, com la fluidesa [214-217], el gruix
[101, 201] la tensiod lateral [201, 218] o la curvatura [201, 218-219],
alterant I’estat d’ordre lipidic i modulant processos biologics depen-
dents de I’estructura de la bicapa. Aquestes modificacions poden in-
fluir en la funcié de proteines integrals, en els processos de fusid i
endocitosi i en la permeabilitat selectiva de la membrana. En deter-
minats casos, I’alteracié de les propietats mecaniques de la bicapa
constitueix el mecanisme d’accié farmacologica, com ocorre amb al-
guns peptids antivirals o antimicrobians [220-222] que interfereixen
en processos de fusié de membranes.

Quan els compostos amfifilics assoleixen concentracions elevades,
especialment aquells amb propietats tensioactives, poden exercir
efectes solubilitzadors similars als dels detergents, provocant perme-
abilitzacid, fuites cel-lulars o desorganitzacié de la bicapa lipidica.

87



Aquest fenomen pot tenir utilitat terapeutica en contextos especifics,
perd també pot conduir a citotoxicitat si no €s selectiu [223].

El desti intracel-lular dels farmacs esta igualment condicionat per fe-
nomens d’acumulacié i segrest. Bases febles i compostos amfifilics
poden travessar la membrana en forma neutra i ionitzar-se posterior-
ment en compartiments acids com els lisosomes, on queden atrapats i
poden assolir concentracions elevades capaces d’alterar I’homeostasi
cel-lular i induir fenomens com la fosfolipidosi [224]. Paral-lelament,
la lipofilicitat afavoreix I’associacié inespecifica amb dominis lipi-
dics, fet que pot reduir la biodisponibilitat efectiva del farmac o, en
alguns casos, generar acumulacions potencialment toxiques; no obs-
tant aix0, aquesta mateixa associacid pot actuar com un reservori lipi-
dic que permet un alliberament sostingut del compost.

Més enlla dels processos generals de distribucié i permeacio, la in-
teraccié dels farmacs amb les membranes pot donar lloc a efectes
biofisics i bioquimics que condicionen profundament tant I’eficacia
terapeéutica com la toxicitat. La membrana no actua tnicament com
a barrera selectiva, siné com un entorn molecular altament organitzat
capag d’establir interaccions especifiques amb lipids i proteines que
poden modificar I’arquitectura i la funci6 cel-lular [101].

Determinats compostos mostren preferéncia per microdominis lipi-
dics enriquits en colesterol i esfingolipids, la qual cosa pot alterar 1’ or-
ganitzacid lateral de la membrana i la distribuci6 funcional de protei-
nes associades. L’ amfotericina B, per exemple, s’uneix preferentment
a I’ergosterol de membranes fliingiques i forma porus transmembrana
que alteren la permeabilitat cel-lular [225]. De manera similar, agents
antitumorals com la doxorubicina poden redistribuir-se en dominis
rics en colesterol i alterar la dinamica lateral de la membrana [226].
També s’ha observat que 1’anestesic general propofol modula I’ordre
lipidic en membranes riques en colesterol, fet que contribueix a la
seva acci6 farmacologica [227-228].

La interacci6 selectiva amb fosfolipids anionics constitueix un altre
mecanisme rellevant. Antibiotics lipopeptidics com la daptomicina
s’associen selectivament amb membranes bacterianes riques en fos-
fatidilglicerol, provocant despolaritzaci6 i mort cel-lular [229]. Igual-

88



ment, la cardiolipina mitocondrial pot actuar com a diana involuntaria
de farmacs, contribuint a toxicitat mitocondrial; per exemple, 1’anti-
fingic ketoconazol i alguns antineoplasics poden alterar membranes
mitocondrials mitjancant interaccié amb aquest lipid essencial [230].

Les membranes actuen també com a mediadores d’interaccions indi-
rectes entre farmacs i proteines [201]. L’alteracio del gruix de la bica-
pa o de la tensid lateral pot modular I’activitat de proteines sensibles
al seu entorn lipidic. S’ha demostrat que anestesics volatils [231] com
I’isoflura modifiquen 1’activitat de canals iOnics neuronals mitjancant
canvis en les propietats fisiques de la bicapa més que per uni6 directa
a la proteina [232]. De manera similar, I’etanol pot alterar la funcié
de receptors GABA A a través de la fluidificaci6 de la membrana neu-
ronal [233].

Els peptids bioactius constitueixen un cas paradigmatic d’interac-
ci6 especifica amb membranes. Peptids antimicrobians com la ma-
gainina i la melitina s’adsorbeixen electrostaticament a membranes
bacterianes, s’insereixen parcialment i formen porus transitoris que
comprometen la integritat cel-lular [234-235]. En I’ambit antiviral, la
inhibici6 de la fusi6 viral representa una estrategia terapeutica d’espe-
cial rellevancia. L’enfuvirtida (T-20), un peptid derivat de la proteina
gp41 del VIH, impedeix la formacié del feix de sis helixs necessari
per a la fusi6 de membranes viral i cel-lular [236] al seu torn el le-
nacapavir, inhibeix el cicle de vida del HIV-1 [237]. Altres peptids
inhibidors de fusié actuen modulant I’entorn lipidic; per exemple,
peptids derivats del GB virus C poden rigidificar la bicapa i impedir
la formacié d’intermediaris fusogenics en el cas del virus HIV [222,
238-239]. En virus amb embolcall com el de la grip, s’ha demostrat
que I’alteracio de la curvatura i de 1’ordre lipidic de la membrana pot
inhibir la fusié mediada per I’hemaglutinina [240]. Estudis recents
indiquen igualment que peptids i compostos lipofilics poden interferir
en la fusi6 de coronavirus modulant la curvatura i la tensi6 lateral de
la bicapa [241].

Altres molecules bioactives modulen 1’entorn lipidic mitjangant in-
sercié hidrofobica. El resveratrol, per exemple, s’intercala entre les
cadenes hidrocarbonades dels lipids i modifica la microviscositat
de la membrana [242], mentre que derivats oxisterolics poden alte-
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rar I’ordre lipidic i la permeabilitat [243]. Alguns AINEs, com el
diclofenac, s’insereixen a la interficie lipidica i modifiquen 1’ordre
molecular i la permeabilitat de la bicapa [244] i peptids derivats de la
laminina interaccionen amb membranes degut al seu caracter hidro-
fobic [245-246].

Des d’una perspectiva toxicologica, les interaccions prolongades
amb membranes poden desencadenar respostes adverses. L acumula-
ci6 lisosomal de compostos amfifilics cationics (CADs) pot conduir
a fosfolipidosi, com s’ha descrit per a ’amiodarona, fluoxetine, la
gentamicina ente altres [224]. L’antipaludic cloroquina i 1’antipsico-
tic clorpromazina també mostren acumulacié lisosomal significativa
associada a alteracions del metabolisme lipidic [247]. La disfuncié
mitocondrial associada a la interaccié amb cardiolipina s’ha relaci-
onat amb toxicitat induida per doxorubicina [248]. Paral-lelament, la
desorganitzaci6 de dominis lipidics pot alterar la senyalitzacié cel-
lular i contribuir a respostes apoptotiques.

Aquests processos evidencien que les membranes biologiques consti-
tueixen entorns moleculars altament selectius 1 funcionalment actius,
capagos de mediar interaccions especifiques amb farmacs, peptids
i altres molecules bioactives [200]. La seva comprensié permet no
només optimitzar I’eficacia terapeutica i anticipar mecanismes de to-
xicitat, sind també dissenyar estrategies farmacologiques basades en
la modulaci6 biofisica de la membrana, especialment rellevants en la
inhibicié de processos de fusié viral.

5.1.3. Desenvolupament de farmacs i avaluacié de la toxicitat

El desenvolupament d’un farmac és un procés complex en qué con-
vergeixen nombroses etapes i disciplines, des del disseny molecular
fins a ’avaluacié preclinica i clinica de I’eficacia i la seguretat. la
membrana biologica no és només un obstacle a superar en el cami cap
a la diana terapeutica, sind una realitat activa que condiciona, des del
primer moment, el comportament de la molecula [249]. Esen aquesta
interficie on es decideixen, en gran mesura, la seva distribucié entre
medis aquosos i lipidics, la seva permeabilitat, la seva accessibilitat
a les dianes i, sovint, també els seus primers efectes indesitjats. Per
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aixo, entendre la relacid entre farmac i membrana exigeix considerar,
de manera inseparable, les propietats del compost com la lipofilicitat,
I’estat d’ionitzacid, I’amfifilicitat, la mida o la geometria molecular,
i les propietats de la membrana com la composicié lipidica, la carre-
ga superficial, el contingut en colesterol, el grau d’ordre, la fluidesa,
la curvatura o I’heterogeneitat lateral [101]. D’aquesta interaccié en
depenen no només I’eficacia i la selectivitat, siné també una part re-
llevant de la seguretat.

Aquesta idea es fa especialment evident quan observem que alguns
dels mateixos trets que expliquen 1’activitat terapeutica poden ser, al-
hora, en determinades circumstancies, I’origen de la toxicitat. L’am-
fotericina B, esmentada anteriorment, n’és un exemple paradigmatic,
la seva afinitat per membranes riques en esterols és fonamental per
a I’acci6 antiftingica, perd també ajuda a entendre la seva toxicitat,
parcialment mitigada amb formulacions liposomals [250]. De manera
analoga, diversos compostos amfifilics cationics poden acumular-se
en entorns lipidics intracel-lulars i desencadenar processos de fosfo-
lipidosi, fet que mostra fins a quin punt una interacci6 intensa amb la
membrana pot esdevenir farmacologicament ambivalent [251]. Tam-
bé els transportadors de membrana, lluny de ser un element accessori,
modulen la resposta terapeutica i la toxicitat; en el cas de les estatines,
per exemple, la captacié i I’eflux condicionen tant I’exposici6 tisular
com el risc de miopatia [252]. Fins i tot en families terapeutiques d’ds
tan estes com els AINEs, la membrana no constitueix un simple su-
port inert, sind un entorn capa¢ de modular la distribucié del compost,
la seva activitat local i alguns dels seus efectes adversos [253].

Des d’aquesta perspectiva, la toxicitat no s’ha d’entendre Gnicament
com un esdeveniment terminal, observable quan el dany cel-lular o
tissular ja s’ha manifestat, sind també com el resultat d’alteracions
fisicoquimiques inicials que tenen lloc a la interficie membranaria.
Canvis en I’ordre lipidic, en la permeabilitat, en la carrega superfi-
cial o en ’organitzacié lateral poden precedir i anunciar respostes
biologiques de més abast. Es aqui on els models de membrana adqui-
reixen un valor particular: perqué permeten captar, amb un alt grau
de resolucid, aquells esdeveniments primerencs que sovint anticipen
tant el mecanisme d’accid com el potencial toxic. En aquest sentit, la
membrana no és només el lloc on el farmac actua; és també un nivell
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privilegiat d’analisi per comprendre per que actua, com actua i fins a
quin punt ho fa de manera segura [101].

pKa
Solubilitat Localitzacio
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Figura 5-1. Relaci6 entre les propietats fisicoquimiques del farmac, les caracteristique de
la membrana i les conseqiiencies sobre la localitzacié del farmac, el mecanisme d’acci6
i la toxicitat. Imatge generada per BioRender, adaptada de Licio M, Lima JLFC, Reis S.
Curr Med Chem.2010;17(17):1795-1809 (Figura 1)[254].

La figura 5-1 resumeix aquest plantejament i mostra com les propie-
tats del farmac i les caracteristiques de la membrana convergeixen en
la determinaci6 del mecanisme d’acci6 i la toxicitat.
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6. APORTACIO DE LA RECERCA DESENVOLUPADA

En el marc conceptual exposat és on es desplega la recerca desenvolu-
pada, els esfor¢os s’orienten a estudiar, mitjancant sistemes biomime-
tics controlats, la naturalesa fisicoquimica de les interaccions amb la
membrana i la seva repercussié farmacologica. Es en aquesta inter-
secci6 entre biofisica i terapeutica on s’articula la nostra aportacio.

Si la membrana ha de ser entesa no només com un limit estructural
sin6 com una interficie dinamica capa¢ de modular el desti del far-
mac, es fa necessari abordar experimentalment aquesta frontera amb
eines que permetin disseccionar-ne els mecanismes. Partint de la hi-
potesi que les propietats estructurals, termodinamiques i mecaniques
de la bicapa condicionen de manera decisiva el transport, la retencid
i ’alliberament intracel-lular dels compostos bioactius. Es va orientar
el treball cap a I’ds sistematic de membranes lipidiques model com a
plataformes biomimetiques controlades. Aquesta aproximacio ens ha
permes establir correlacions quantitatives entre composicié lipidica,
estat fisic de la membrana i comportament farmacologic, avangant
aixi des d’una descripcid empirica dels fendomens d’acumulacié i efi-
cacia cap a una interpretacié fonamentada en principis biofisics.

L’analisi biofisica de membranes lipidiques model ha constituit
I’eix vertebrador d’una tasca que, malgrat la diversitat aparent
dels sistemes estudiats, virus, bacteris i nanotransportadors terapeu-
tics; convergeixen en un mateix principi, la membrana no és un su-
port estructural passiu, sind una interficie funcional capa¢ de modular
processos biologics critics.

6.1. Interaccio peptid-lipid

6.1.1. Interaccié de seqiiencies VP3 del virus de I’hepatitis
A amb membranes model

En el marc d’una recerca orientada a comprendre com un virus no em-
bolcallat com el virus de I’hepatitis A (HAV) pot travessar barreres lipidi-
ques sense disposar d’una membrana propia, es va procedir a establir una
hipotesi fisicoquimica concreta: determinats segments de les proteines de
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la capside del virus poden actuar com a peptids fusogenics condicionals,
activats només sota estimuls compatibles amb la via endosomal. El focus
experimental recau en la seqiiencia VP3(110-121) (peptid immunogenic
i amfipatic), i en derivats dissenyats per disseccionar i, eventualment, ex-
plotar el rol del pH i de la carrega superficial de la membrana.

El primer resultat és I’evidéncia que VP3(110-121) no és activament
desestabilitzador a pH neutre, pero pot esdevenir-ho de manera marca-
da quan el sistema és acidificat a valors <~6, compatibles amb I’interior
endosomal. En vesicules que incorporen DOTAP (model membrana ca-
tionic), I’acidificacié posterior a la unié del peptid desencadena agrega-
ci6, barreja lipidica i fuita de contingut, un conjunt de senyals consistent
amb un procés de fusié vesicular. En canvi, en vesicules zwitterioniques
(POPC/SM/DPPE) s’observa fuita sense agregacié ni barreja lipidica,
coherent amb un mecanisme de permeabilitzacié/formacié de porus o
ruptura local sense fusi6 detectable. Un element mecanistic critic és que
I’efecte només apareix quan el peptid s’uneix primer a pH 74 i després
s’acidifica; si s’afegeix directament sobre vesicules en medi acid, I’ac-
tivitat practicament desapareix (Figura 6-1). Aquest ordre d’esdeveni-
ments aporta una lectura fisiologica clara, el peptid hauria d’esdevenir
accessible i competent després de la internalitzacid i el canvi de pH [255].
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Figura 6-1- Efecte de la concentracié del peptid VP3(110-121) en la mescla de
lipids en SUVs de POPC-SM-DPPE-DOTAP (40+33+12+15). Es pot observar
la part superior de la imatge on s’especifica el % de peptud afegit a les vesicules
abans d’acidificar a pH 4,0 amb HCI. A la part inferior, el HCL es va afegir
abans de ’adici6 del peptid. Imatge publicada a Chavez A, Busquets MA, Pujol
M, Alsina MA, Cajal Y. Analyst. 1998;123:2251-2256 [255]
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L activacié per pH es va complementar amb una lectura termodi-
namica de la interficie lipidica mitjancant monocapes de Langmuir.
D’una banda, es demostra que els principals components lipidics de
la membrana d’hepatocit sén miscibles a la interficie aire-aigua en
un ampli rang de proporcions, amb interaccions laterals globalment
febles (comportament proper a I’additivitat), és a dir, un entorn com-
patible amb reorganitzacions locals sense necessitat de segregacions
extremes. D’altra banda, I’inserci6 de VP3(110-121) en monocapes
mixtes mostra una dependeéncia de la densitat d’empaquetament (a
major pressié superficial, més dificil la penetracio) i, sobretot, de la
carrega: la interaccié €s maxima i més rapida en interficies cationi-
ques amb DOTAP, intermedia en zwitterioniques i minima en interfi-
cies anioniques amb PS. Aquest patré estableix, amb una coheréncia
interna notable, que el reconeixement membrana—peptid combina un
component hidrofobic (capacitat de penetrar) i un component elec-
trostatic (modulacié fina de I’afinitat i la cinetica [100].

El segiient pas conceptual es va focalitzar en la preséncia del grup
RGD present a la seqiiencia peptidica, relacionat amb reconeixement
de receptors i antigenicitat, i la comparacié amb 1’analeg RGA (que
implica perdua d’antigenicitat), per separar la funcié de receptor i
la funcié de membrana. Tant VP3-RGD com VP3-RGA s’uneixen
a membranes a pH neutre i acid (segons resultats obtinguts fluores-
ceéncia de Trp, quenching, FRET), pero la desestabilitzaci6 i la fusié
continuen sent desencadenades per I’acidificacié (pH ~4—6). L’efecte
final depén de la carrega en membranes anioniques i cationiques es
detecta barreja lipidica i fuita, indicant processos de fusid, mentre
que en membranes zwitterioniques predomina la permeabilitzacié
sense barreja lipidica. El resultat central és que el canvi RGD—=RGA
no aboleix I’activitat fusogeénica a pH acid, suggerint que el tripeptid
RGD és clau per reconeixement/antigenicitat, perd no és un requisit
molecular per a la desestabilitzacié membrana-depenent sota condici-
ons endosomals [256].

Finalment, la palmitoilaci6 de VP3(110-121) (PVP3) com a estrate-
gia per afavorir la incorporacié en membranes i millorar el potencial
de formulacié en liposomes. A pH 7, 4, PVP3 s’uneix a vesicules
zwitterioniques, anioniques i cationiques, perd adopta formes/con-
formacions diferents segons la interficie, en membranes cationiques
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es detecta una insercié més profunda detectat per un increment d’in-
tensitat i menor accessibilitat al apantallador, mentre que en mem-
branes anioniques o zwitterioniques la insercié és més superficial.
Funcionalment, PVP3 indueix fuita en totes les composicions, perod
la barreja lipidica per fusié es detecta només en liposomes cationics
amb DOTAP; a més, la resposta és dependent de la fraccié molar de
lipopeptid. Les dades de monocapes reprodueixen el mateix principi:
insercid més favorable en interficies cationiques i limitacions clares
en interficies anioniques a pressions inicials més altes. En conjunt, la
palmitoilacié transforma una seqiiéncia que era fusogénica sota pH
endosomal en un constructe que pot promoure fusié/permeabilitzacid,
en un context cationic, a pH neutre, i aix0 es proposa explicitament
com a informacio util per dissenyar sistemes liposomals que millorin
el lliurament cel-lular d’un immunogen associat a membrana, es a dir
s’entén com un augment de resposta immune [257].

En sintesi, s’arriba a una narracié mecanistica solida, de manera que
(i) existeix un segment capsidal d’HAV amb capacitat de desestabi-
litzar membranes; (ii) aquesta capacitat és condicional (pH com a
interruptor) i contextual (carrega i empaquetament lipidic com a mo-
duladors); (iii) els determinants d’antigenicitat/reconeixement (RGD)
poden ser separables dels determinants de desestabilitzacié membra-
naria; i (iv) la derivatitzacié lipofilica (palmitoilacid) permet conver-
tir el coneixement biofisic en una proposta de disseny de formulaci6
(liposomes cationics) amb I’objectiu d’optimitzar interaccio, insercié
i efecte funcional.

6.1.2. Modulaci6 de la fusié viral mitjancant reorganitzacio
lipidica. Estudis amb péptids inhibidors del peptid de fusio
del HIV

En aquesta linia, el fil conductor és entendre com peptids derivats
del GB virus C (GBV-C) poden antagonitzar, a nivell de membrana,
I’accié del peptid de fusié del VIH-1 (HIV-1 FP). El plantejament és
deliberadament biofisic, abans d’atribuir un efecte a un receptor o a
una via cel-lular concreta, es dissecciona el fenomen en models lipi-
dics controlats (vesicules, monocapes de Langmuir i films Langmuir—
Blodgett, bicapes suportades) i amb lectures complementaries amb
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tecniques variades (fluoresceéncia, anisotropia, FRET, microscopia de
fluorescencia i AFM). Aquesta estrateégia permet separar el que és in-
teracci6 peptid-lipid, el que és peptid—peptid, i el paper de variables
silencioses pero decisives com la carrega superficial, la fase (Lc/Le)
i la pressi6 lateral.

Un dels possibles mecanismes d’interacci6 entre el GBV-C i el HIV-1
proposa que el primer modula la infecci6 del segon i la progressié de
la sindrome d’immunodeficiencia adquirida inhibint la replicacié per
les proteines E1 i E2 del virus GBV-C en estudis in vitro [258-260].
Es van selleccionar seqiiencies d’aquestes proteines per tal d’avaluar
el seu comportament tant amb interaccions amb la membrana com
amb el virus HIV-1.

Primer, es va procedir a I’estudi de les bases fisicoquimiques de 1’acti-
vitat a la membrana de fragments de la proteina E1. L’estudi amb flu-
orescencia del segment E1(145-162) mostra una interaccié dinamica
amb liposomes, analitzada amb descomposicié multivariant (MCR-
ALS) dels espectres de Trp, el peptid tendeix a associar-se preferent-
ment a la superficie lipidica, amb aparici6 d’especies espectrals que
suggereixen reorganitzacié conformacional en funcié de la fraccié
molar de peptid i la temperatura [107]. En paral-lel, el resultats ob-
tinguts en monocapes de Langmuir amb el mateix fragment demostra
que la seva acci6 depen criticament de I’estat fisic de la pel-licula lipi-
dica, la incorporacid i la miscibilitat varien entre fase Le i Lc i la car-
rega del lipid modula el balang electrostatic/hidrofobic com s’observa
a la figura 6-2 [110] on es mostra la penetracié del E1(145-162) en
funcié de la composicié de la membrana. En conjunt, aquests resultats
fixen una idea clau: no hi ha un efecte del peptid universal, siné una
resposta condicionada pel entorn de la membrana.
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Figura 6-2. Increment de la pressié superficial degut a la preséncia de E1(145-162) en
monocapes de diferent composicié respecte a la pressio inicial de fosfolipid (i) Qua-
drats negres: DMPG; triangles grisos: DMPC i cercles negres: POPG. Publicat a: San-
chez-Martin MJ, Haro I, Alsina MA, Busquets MA, Pujol M. A . J Phys Chem B.2010;
114:448-456 [110]

A partir d’aqui, la recerca es desplaca cap a la pregunta funcional: pot
un peptid de GBV-C neutralitzar 1’activitat fusogénica d’HIV-1 FP en
membranes model? L’estudi amb E1(64—-81) mostra que aquest frag-
ment interacciona amb models lipidics i, sobretot, que la seva presen-
cia modula i redueix els efectes d’HIV-1 FP mesurats en monocapes
i bicapes, amb suport de mesures de fluoresceéncia/anisotropia, calori-
metria i ressonancia de plasmé superficial [261] . Aquesta evidéncia
s’amplia amb una serie de quatre fragments de la mateixa proteina E1
(P7, P8, P10 i P18) [262], seleccionats i caracteritzats fisicoquimica-
ment, on es demostra que tots poden atenuar les pertorbacions indui-
des per HIV-1 FP en membranes model. Dins del conjunt, P7 destaca
per mostrar interaccions atractives més marcades amb HIV-1 FP que
la resta, i per un patré de modulaci6 coherent amb una inhibicié més
eficient [263]. La inhibici6 no s’explica només per un recobriment de
la membrana, sind que apunta a un mecanisme mixt on pesa (i sovint
domina) la formacié de complexos peptid—peptid i la conseqiient re-
distribucié d’afinitats cap a la interficie.
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Figura 6-3 Imatge AFM per a la pel-licula LB composta per DPPC/DPPG (2:1) + VIH"!
FP (5% mol). Les monocapes es van transferir des de la interficie aire-aigua a portaob-
jectes de mica a 6 mN m™'. Escala de dades 1 pm x 1 um. Escala Z: 0,5 nm. Les fletxes
blanques indiquen els nanoforats induits pel peptid FP del VIH-1. Imatge publicada a: R
Galatola, A Cruz, MJ Gémara, J Prat, MA Alsina, I Haro, M Pujol. Biochim Biophys Acta
Biomembr. 2015;1848:392-407 [264].

S’aprofundeix en la hipotesi formulada i en ’analisi del E1P8 i deri-
vats, integrant assajos de penetracid, miscibilitat en monocapes i mor-
fologia en LB/AFM s’ observa que HIV-1 FP, per la seva naturalesa
fusogenica, genera petjades morfologiques propies com nanoforats
(figura 6-3) mentre que la preseéncia d’E1P8 en barreja amb HIV-1 FP
condueix a estructures diferents i a una mitigacié del dany associat al
FP (figures 6-4 i 6-5) [264]. Un resultat especialment revelador per
a les conclusions és que E1P8 i derivats presenten baixa capacitat
de penetrar membranes biologiques (7, baixa), cosa que refor¢a que
I’efecte inhibidor pot ser compatible amb una interaccié limitada amb
el nucli hidrofobic de la membrana i, en canvi, amb una inhibici6 per
neutralitzaci6 o segrest del FP i per alteracid de la seva organitzaci6
a la interfase [264].

Per altra part, respecte a fragments de la proteina E2 del HIV, la inhi-
bicid es visualitza directament amb resolucié micro-/nanoscopica de
la membrana. D’una banda, en el cas del P45 (GBV-C) en bicapes su-
portades (SLBs) i LBs de DMPC:DMPS (3:2) es demostra que és ca-
pa¢ de preservar la integritat de la bicapa davant 1’accié desestabilit-
zadora d’HIV-1 FP, i que la barreja P45+FP produeix canvis marcats
en la coexisténcia LE/LC i en I’aparenca dels dominis; I’AFM revela
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estructures especifiques i, crucialment, que P45 pot evitar la formaci6
de forats induits per HIV-1 FP [265]. S’estudia, I’al¢ada, la rugositat
el recobrimient i la combinaci6 de tots dos (figures 6-6 i 6-7) .

Figura 6-4. Imatges AFM per a A:
DPPC/DPPG (2:1), B: DPPC/DPPG
(2:1) + E1P8 (5% mol), C: DPPC/DPPG
(2:1) + VIH-1 FP (5% mol), D: DPPC/
DPPG (2:1) + E1P8 + VIH-1 FP (2:1)
(5% mol). Les monocapes es van transfe-
rir a portaobjectes de mica a 6 mN m—1.
Escala de dades: (A, B, C) 5 x 5 um, (a,
b,c) 1 x I um. Escala Z: 4.0 nm, 4.0 nm,
1.3 nmi 5.8 nm per a A, B, Ci D res-
pectivament i 3.0 nm, 4.0 nm, 0.8 nm i
2.0 nm per a a, b, ¢ i d respectivament.
Imatge publicada a: R Galatola, A Cruz,
MJ G6mara, J Prat, MA Alsina, I Haro, M
Pujol. Biochim Biophys Acta Biomembr.
2015;1848:392-407 [264].

Figura 6-5. Imatges AFM per a A:
DPPC/DPPG (2:1), B: DPPC/DPPG (2:1)
+ E1P8 (5% mol),C: DPPC/DPPG (2:1)
+ VIH-1 FP (5% mol), D: DPPC/DPPG
(2:1) + E1P8 + VIH-1 FP(2:1) (5% mol).
Les monocapes es van transferir a porta-
objectes de mica a 30 mN m—1. Escala de
dades: (A,B,C)5 x5 um, (a,b,c) 1 x 1
pm. Escala Z: 4,0 nm, 0,9 nm, 0,8 nm i
3,2 nmper a A, B, C i D respectivament i
3,0 nm, 0,8 nm, 0,8 nm i 2,0 nm per a a,
b, ¢ i d respectivament. Imatge publicada
a: R Galatola, A Cruz, MJ Gémara, J Prat,
MA Alsina, I Haro, M Pujol. Biochim Bi-
ophys Acta Biomembr. 2015;1848:392—
407 [264].

D’altra banda, el treball sobre P6-2VIR576, un hibrid que combina
un fragment E2 actiu en cultius (AcP6-2, seq. 45-64 d’E2) amb el
peptid VIR576 derivat de VIRIP, conegut per unir-se al FP, mostra
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major activitat superficial i indicis de més capacitat de penetracié que
el peptid pare, amb valors d’exclusié coherents amb una interaccio
rellevant en rangs de pressié comparables als de membranes cel-lulars
(Figura 6-8) [266]. Es demostra també que la interaccid i la inhibicié
depenen de la fase en que es troba la membrana; P6-2VIR576 mostra
preferencia per fases Lc, modifica la fluidesa i pot acabar promovent
la desaparicio de fases gel [239], 1 la inhibicié d’HIV-1 FP s’evidencia

amb FRET (taula 6-1) i AFM [267].

Figura 6-6. Imatges de microscopia de
fluorescencia de LB transferits sobre subs-
trat de mica a 10 mN m~'. (A) DMPC/
DMPS (3:2); (B) DMPC/DMPS (3:2)/P45
(8/2); (C) DMPC/DMPS (3:2)/HIV-1 FP
(8/2); (D) DMPC/DMPS (3:2)/P45/HIV-1
FP (8/1/1). Sonda fluorescent: NBD-PC.
Barra d’escala: 30 m. Imatge publicada a:
Ortiz A, Domeénech O, Mufioz-Juncosa M,
Prat J, Haro I, Girona V, et al. Colloids Surf
A Physicochem Eng Asp., 2015, 480: 184-
190 [267]

B o

J [nwmsm:]

DAMPOTIAPS (3:2)
+ P48

DMPCDMPS (3:2)
+ HIV-] FP

DAPCIMPS (3:2)
+HIV-1 FP + P43

Figura 6-7. Imatges topografiques de
AFM de la monocapa DMPC/DMPS (3:2)
a una pressio superficial de 10 mN m™ (A
i B), i la mateixa monocapa lipidica en
presencia de P45 (C i D), FP del VIH-1
(E i F) i una barreja d’ambdés peptids (G
i H). Barra d’escala (A-F): 2 nm. Barra
d’escala (G-H): 5 nm. Imatge publicada
a: Ortiz A, Doménech O, Muifioz-Juncosa
M, Prat J, Haro I, Girona V, et al. Colloids
Surf A Physicochem Eng Asp., 2015, 480:
184-190 [267]

Considerats en conjunt de resultats obtinguts, s’arriba a la conclusié
que la membrana no €s un només un mosaic o decorat, sindé un medi
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actiu on I’entrada viral es decideix per equilibris d’adsorcid, misci-
bilitat i organitzacio lateral. Els peptids de GBV-C estudiats poden
desactivar 1’accié d’HIV-1 FP per dues vies no excloents: (i) inte-
raccio directa amb el FP (formacié de complexos que en modifiquen
I’afinitat i la morfologia interficial);

& P6-2 (DPPC-DPPS)
P6-2 (DMPC/DMPS)

154
P6-2 VIR576 (DPPC/DPPS)
P6-2VIR576 (DMPC/DMPS)
104
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Figura. 6-8. Increment de la pressié superficial (Am) en funcié de la pressié lipidi-
ca inicial (sti) causada per AcP6-2 o P6-2VIR576 en monocapes de DPPC:DPPS (3:2)
o DMPC:DMPS (3:2). AcP6-2 i DPPC:DPPS, AcP6-2 i DMPC:DMPS, P6-2VIRS76 i
DMPC:DMPS, P6-2VIR576 i DPPC:DPPS. Les linies continues corresponen a 1’ajust
de les dades experimentals mitjancant analisi de regressio lineal. Imatge publicada a:
Ortiz A, Girona V, Prat J, Mufioz-Juncosa M, Alsina MA, Pujol M. Colloids Surf A Phy-
sicochem Eng Asp.2017; 259: 265-664 [266]

Taula 6-1. Inhibition del % de lipid-mixing per a peptids de la proteina E1 del virus HIV
obtinguts per transferéncia d’energia per ressonancia (FRET). Comunicacio al XVI In-
ternational symposium on Luminiscence Spectrometry: Funadamentals and Aplications.
24-27 de setembre 2016. Rodas, Grecia.

GBV-C
peptides | E1(70-87) | E1(79-87) | EL(79-96) | E1(79-101) | E1(94-113) [E1(251-269)| Acet-P,, | PalmP_, | VIR-P,,

% lipid-
mixing 69.6 40,0 100 95,7 56,5 478 91,3 100 78,3
inhibition

la figura 6-9 mostra la prediccié de la possible estructura molecular
del HIV FP, del P45 i de la barreja de tots dos en dissoluci6 i (ii) mo-
dulacio de I’estat fisic de la membrana (dominis LE/LC, estabilitat de
la bicapa, prevenci6 de nanodefectes), amb una dependéncia marcada
de carrega i fase lipidica.

Quan I’objectiu terapeutic és un procés de fusid, la diana dltima és un
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determinat paisatge de membrana, i els inhibidors més eficients s6n
els que saben operar simultaniament sobre peptid i interficie.

(4]

7 Aminoacid cationic

Aminoacid anidnic

b <[

Figura 6-9. Estructures moleculars predites corresponents al minim d’energia per a FP-
VIH (A) i P45 (B), i possible organitzacié molecular en solucié de la barreja FP-VIH—-
P45 (C). Imatge publicada a: Domenech O, Ortiz A, Pujol M, Haro I, Mufioz M, Alsina
MaA et al. Biochim Biophys Acta Biomem. 2014; 1838 (5): 1274-1280.

6.1.3. Interaccio d’antibiotics amb membranes model

En aquesta linia, la membrana bacteriana es conceptualitza delibera-
dament com una diana fisicoquimica i aix0 permet entendre per que
alguns antibiotics de membrana, com les polimixines, mantenen una
eficacia notable malgrat decades d’us.

Quan el mecanisme d’accié depeén d’un balan¢ d’interaccions elec-
trostatiques 1 hidrofobiques amb interficies lipidiques (més que no
pas d’un receptor tnic), la resposta adaptativa del bacteri tendeix a ser
més costosa i, sovint, menys estable. En aquest marc, els treballs inte-
grats aqui desmunten una simplificacio6 recurrent, les polimixines ma-
ten per lisi i s’estableix, amb models biomimetics, una hipotesi més
precisa: a concentracions properes a la MIC, la polimixina B (PxB)
actua predominantment en un regim funcional no litic, on 1’efecte
determinant no és la ruptura massiva de la bicapa, sin6 la capacitat
d’induir contactes membrana—membrana i, a través d’aquests, alterar
I’homeostasi composicional de la cel-lula bacteriana [268—269].

La primera contribucid consisteix a separar experimentalment uni6
i activacié. En monocapes de lipids bacterians (extracte lipidic total

d’Escherichia coli), es compara PxB amb el seu derivat desacilat i no
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antibiotic, la PxB-nonapeptid (PxB-NP). Tot i que PxB-NP pot apro-
par-se a la interficie, la perdua de la cadena acilada redueix de manera
decisiva la intercalacié entre lipids, i aix0 es reflecteix en una respos-
ta interfacial molt més feble (canvis menors en isotermes i insercio
escassa o nul-la en funcié de la pressié superficial). Aquest resultat,
aparentment simple, és estructurant i indica que el reconeixement
electrostatic no €s suficient; cal un domini hidrofobic operatiu que
permeti passar d’una adsorcid superficial a un estat d’inserci6 estable
i, per tant, funcional [268].Aquesta distincié guanya profunditat quan
el sistema passa a bicapes vesiculars d’extractes d’E.coli i s’explora
la dinamica lipidica amb fluorescencia.
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Figura 6-10. Efectes de diferents polimixi-
nes sobre la dinamica lipidica en vesicules
lipidiques unilamelars d’E. coli avaluats per
la fluorescencia del fosfolipid PG marcat
amb pire (pyrPG )(1 mol%) mostrat com a
canvis en la relacié excimer/monomer nor-
malitzada (le/Im). Panell (A): 40 °C; Panell
(B): 15 °C. Peptids: PxB (cercles oberts);
PxE (quadrats oberts); PxB-NP (triangles
tancats); colimicina M (cercles tancats).
Concentraci6 de lipids 133 mM en 10 mM
de Tris pH 8. La desviaci6 estandard de tres
experiments diferents és de 0,002. Publicat
a Clausell A, Pujol M, Alsina MA, Cajal Y.
Talanta. 2003; 60(2-3):225-234 [269]
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Figura 6-11 Efectes de diferents poli-
mixines sobre la dinamica lipidica en
vesicules lipidiques unilamelars d’E.
coli avaluats per la fluorescencia del fos-
folipid PC marcat amb pire (pyrPC) (1
mol%) mostrats com a canvis en la rela-
cié excimer/monomer normalitzada (Ie/
Im). Panell (A): 40 °C; Panell (B): 15 °C.
Peptids: PxB (cercle obert); PXE (qua-
drat obert); PxB-NP (triangle tancat);
colimicina M (cercle tancat). Publicat a
Clausell A, Pujol M, Alsina MA, Cajal Y.
Talanta. 2003; 60(2-3):225-234 [269]



Mitjancant anisotropia (Figura 6-10 i 6-11) amb sondes situades a
diferents profunditats (interficie vs nucli hidrofobic) i mitjancant
la relacié excimer/mondomer de pir¢ (sensibilitat a mobilitat lateral
i proximitat intermolecular), es descriu un comportament clarament
bifasic. Per sota d’un llindar aproximat (~2 mol%), PxB i PxE tendei-
xen a romandre en una forma d’unié sobretot superficial, amb efec-
tes modestos sobre I’ordenaci6 de la regié externa i sense evidéncia
d’una reorganitzacidé global que impliqui microviscositat o transici-
ons de fase de manera marcada. Per sobre d’aquest llindar, en canvi,
els mateixos peptids adopten una forma més profundament inserida,
associada a increment d’empaquetament, canvis en 1’organitzaci6 de
fase i fendmens clarament desestabilitzadors (fusid, barreja lipidica
inespecifica i fuita de continguts), és a dir, un régim que s’allunya
del domini farmacologic rellevant i s’acosta al régim litic. La cohe-
rencia del model es reforca perqué¢ PxB-NP i el profarmac neutre no
reprodueixen aquesta modulaci6 dinamica: carrega cationica efectiva
i cadena acilada emergeixen com a requisits fisics per governar I’estat
de la bicapa [269].

El punt realment decisiu del conjunt és que la forma superficial de
PxB a MIC no és passiva, és una forma funcional amb una signa-
tura termodinamica i estructural propia. Els estudis amb monocapes
Langmuir—Blodgett d’extracte lipidic total d’E. coli transferides a su-
port solid, combinant analisi de miscibilitat (excés d’area i energia
lliure d’excés de barreja, G¥) amb AFM, mostren mescles no ideals
i aparici6 de dominis lipid—peptid que es reconfiguren amb la frac-
ci6 molar de PxB. En el rang de baixes fraccions, compatible amb el
domini MIC, la morfologia AFM revela estructures supramoleculars
que s’interpreten com a agregats ordenats de complexos lipid—peptid;
i és aqui on es formula operativament el concepte de PxBc, una in-
terficie en que el peptid, orientat i disposat de manera concreta, pot
actuar com a pont molecular capag de sostenir el contacte entre dues
interficies oposades [270].

La demostracié funcional d’aquest punt és especialment elegant per-
que evita confondre contactes amb fusié. En 1’assaig asimetric mo-
nocapes/vesicules, quan s’injecten vesicules d’extracte d’E. coli mar-
cades amb fosfolipid fluorescent (p. ex. pire-PG) sota una monocapa
ECL-PxB mantinguda a una pressi6 lateral biomembranaria (~32
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mN/m), es detecta el marcador a la monocapa recuperada sense que
hi hagi una modificacié neta d’area que indiqui aport de lipid o fusio.
La lectura és precisa, la PxB promou intercanvi lipidic bidireccional a
través d’un contacte estable, no una fusié o disrupcid indiscriminada.
De nou, PxB-NP no indueix aquest intercanvi, reforcant que no és la
carrega el que governa la funci6, sin6 la capacitat de construir un estat
interficial actiu [270].

Aquesta hipotesi s’arrodoneix quan es reconstrueix, de manera bi-
omimetica, I’arquitectura propia dels bacteris Gram-negatius distin-
gint entre membrana externa (OM) i membrana interna (IM). Mitjan-
cant monocapes de LPS o lipid A com a model d’OM i monocapes
de POPG com a model d’IM, i combinant cubeta de Langmuir amb
BAM, s’estudia la insercido de PxB, PxB-NP i diversos analegs sin-
tetics ciclics cationics (sp-B, sp-C, sp-D). El resultat reforca una se-
qiiencia causal molt util per al discurs; (i) la insercié a LPS/lipid A és
un pas necessari per a 1I’autoabsorcid, pero no és suficient per explicar
I’activitat; (ii) la funcid antibacteriana exigeix també inserci6 efecti-
va en una interficie fosfolipidica anionica (IM) i, sobretot, I’adopcid
d’un estat que indueixi contactes i intercanvi. En aquest marc, I’ana-
lisi d’analegs mostra que els requisits estructurals son cooperatius,
cal mantenir dos dominis hidrofobics (cadena acilada + segment (D)
Phe—Leu) i una cationicitat elevada (cinc carregues positives asso-
ciades a residus Dab) per sostenir 1’eix unié—insercié—intercanvi;
quan es redueix la cationicitat (p. ex. substitucié per Dap), la capacitat
funcional disminueix [271]. Aquesta mateixa logica queda sistematit-
zada al capitol de sintesi, que insisteix en la necessitat d’una bateria
de tecniques per amplificar I’efecte de poques molecules unides i,
alhora, valida experimentalment I’orientacié i 1’autoassociacié a la
interficie mitjancant analegs fluorescents (Trp/pire) i aproximacions
de tipus FRET [272].

Finalment, es mostra que el mateix llenguatge biofisic serveix no no-
més per explicar mecanismes, sind per dissenyar [271]. En analegs
derivats, tipus sp-B que incorporen (D)Trp (sp-34, sp-96, sp-100) i
substitucions de Dab per Arg, s’observa un desplacament del fenotip
mecanistic i es manté una alta afinitat per LPS i la capacitat d’inser-
ci6 en monocapes d’OM, perd en membranes anioniques model de
citoplasma (POPG i mescles amb POPE) aquests compostos mostren
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rastres d’insercié profunda i, a ratios proxims als efectius, indueixen
permeabilitzaci6 i fusi. Aquest canvi biofisic es correlaciona amb
un canvi biologic com que I’activitat s’estén a bacteris Gram+ i, en
bacteris sencers, la citometria de flux evidencia despolaritzacio i per-
meabilitzaci6 de membrana amb cinetiques compatibles amb el me-
canisme proposat [273].

La conclusi6 és que I’accié antibacteriana de les polimixines i analegs
no és un unic mecanisme, sind un paisatge de régims governat per
composicid, fase i concentracio; i el regim més rellevant farmacolo-
gicament pot ser no litic i basat en contactes i intercanvi selectiu que
desorganitzen la identitat de la membrana. Quan el blanc terapeutic és
una propietat emergent de la interficie com carrega, amfipatia, orga-
nitzacid lateral i capacitat de contacte, no cal trencar la membrana per
guanyar-la. sovint n’hi ha prou amb desplacar el seu equilibri.

6.1.4. Interacci6 de nanoparticules amb membranes model

El coneixement acumulat sobre interaccions lipid—peptid es va traslla-
dar al desenvolupament de sistemes terapeutics avancats [274-275].

6.14.1. Nanoparticules polimeériques per a la inflamacioé ocular

La inflamaci6 ocular continua essent una de les indicacions més pre-
valents en oftalmologia, i el seu tractament amb col-liris d’AINEs
com el dexibuproféen (DXI) esta condicionat per una limitacié farma-
cocinetica estructural: el temps de contacte precorneal és molt curti la
fraccid realment absorbida és baixa, fet que obliga a pautes freqiients
i compromet I’adheréncia terapeutica [276]

En aquest marc, es planteja i demostra una estrateégia coherent com
és encapsular DXI en nanoparticules polimeriques biodegradables de
PLGA (i PLGA-PEG) per millorar biodisponibilitat i sostenir ’alli-
beracid, i validar aquesta proposta mitjangant una correlacié explicita
entre models biofisics de membrana (in vitro), assajos de permeacio
(ex vivo) i resposta farmacodinamica (in vivo).

L estudi sistematic de formulaci6 [276] explora com el percentatge
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de PEG (0-15%) i el tensioactiu (PVA, Tween 80 o Lutrol) modulen,
simultaniament, (i) el perfil d’alliberacié del farmac i (ii) la manera
com el sistema nanoestructurat llegeix i perturba una membrana cor-
neal modelitzada. Les nanoparticules mostren, de forma consistent,
un alliberament sostingut de DXI en comparacié amb el farmac lliure,
amb parametres cingtics ajustats a un model hiperbolic que eviden-
cien diferéncies atribuibles a la combinaci6 polimer—tensioactiu i al
grau de PEGilaci6 [276-278]. El punt diferencial del treball és que
aquestes diferencies de formulacié no es tracten només com a vari-
ables tecnologiques, sind com a determinants fisics de la interaccid
amb la interficie lipidica: a les monocapes de Langmuir, per exemple,
la preséncia de Tween 80 provoca una expansié marcada del sistema
(increment de 1’area a pressid superficial fisiologica), compatible amb
un augment potencial de permeabilitat de la membrana; en canvi, les
formulacions amb Lutrol mostren una expansié molt més subtil [276].
En paral-lel, els estudis de potencial dipolar amb di-8-ANEPPS quan-
tifiquen I’afinitat aparent de les nanoparticules per la membrana mo-
del i revelen una tendéncia robusta, el tensioactiu Tween s’associa a la
interaccié més alta en totes les series, mentre que 1’increment de PEG
tendeix a augmentar la capacitat maxima d’unié, independentment
del tensioactiu. Aquesta arquitectura experimental permet, després,
connectar mecanisme i translacié. D’una banda, els assajos ex vivo
indiquen un patré de tropisme corneal, les nanoparticules de PLGA
permeen globalment millor a través de cornia que no pas a través d’es-
clera, mentre que el 5% de PEG afavoreix lleugerament la permeacié
escleral; en canvi, increments addicionals de PEG augmenten margi-
nalment ’esclera perd incrementen de manera significativa la cornia
[278]. D’altra banda, els assajos de tolerancia ocular, obtinguts amb
HET-CAM (prova d’avaluaci6 de la irritacié ocular- Membrana cori-
oalantoidea) i proves in vivo, classifiquen les formulacions com a no
irritants, un requisit imprescindible per a una estrateégia en forma de
col-liri [276]. Finalment, la comparacio terapeutica conclou que, tot
i que Tween pot ser util quan es busca incrementar permeabilitat (pel
seu efecte d’expansié de membrana), el millor rendiment antiinfla-
matori global s’observa amb Lutrol, que s’interpreta com un possible
efecte sinergic antiinflamatori; i, dins d’aquesta logica, s’identifica
com a formulacié més favorable la basada en PLGA-PEG 15% amb
Lutrol, tant per eficacia com per un perfil d’alliberacié adequat [276].
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(A)

Un segon aspecte [278] aprofundeix en un problema que, en I’ambit
ocular, és cientificament i clinicament ineludible i és que I’edat altera
la composicié lipidica corneal i, per tant, altera la fisica de la barrera.
Es van desenvolupar dos models de membrana corneal dependents de
I’edat: una membrana adulta (ACMM) amb composicié PS/PC/PE/
CHOL/SM (4/18/22/40/16) i una membrana envellida (ECMM) amb
PS/PC/PE/CHOL/SM (2,5/9,5/12/61/15), definida per un increment del
ratio CHOL/SM que rigiditza la membrana. Sobre aquesta base, es va
estudiar una formulacié concreta, les DXI-NPs de PLGA-PEG 15%
amb Lutrol, amb les caracteristiques nanoestructurals descrites (Zav
~155 nm, PI ~0,076, potencial T negatiu ~—22,5 mV i EE ~94%) [278].

Figura 6-12. (A) Imatges confocal de GUVs d’ACMM i fotograma d’una imatge 3D
confocal deconvolucionada de video que mostra I’efecte de les GUV sobre la composicio
d’ACMM després de 30 minuts d’incubacié amb DXI-NPs a 32 °C. Zones més clares:
fase lipidica fluida, boletes més fosques: DXI-NPs (fletxes blanques) (B) plans: longi-
tudinal (L) i transversal o equatorial (T) de GUVs d’ACMM marcats. Imatge publicada
a Esteruelas G, Ortiz A, Prat J, Vega E, Muiloz-Juncosa M, Lépez MLG, et al. Colloids
Surf B Biointerfaces. 2023; 228:113394 [278].

Els resultats biofisics convergeixen en un mecanisme d’interaccio se-
qiiencial i, alhora, selectiu segons I’estat de la membrana. Les DXI-NPs
son tensioactives (adsorbeixen a la interficie aire-aigua amb un ajust de
Langmuir per al corba d’adsorci6 amb valors de pressié maxima, 7t i

constant d’adsorci6 K, definits, i presenten una finestra d’inserci6 a mo-
nocapa quantificada mitjangant la pressié d’exclusi6 (i), amb valors
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propers als 24,0 mN-m!' (ACMM) i 21,7 mN-m! (ECMM). A pressi-
ons baixes (membrana menys compactada) el comportament és simi-
lar; perd, quan la membrana s’organitza en fases (Le/Lc) i apareixen
dominis més condensats, els efectes divergeixen, el modul compressi-
onal augmenta en presencia de nanoparticules i, en ACMM, I’area per
molecula disminueix a altes pressions, interpretant-se com un procés
de recobriment i expulsié de la NP de la membrana [278]. En paral-
lel, el potencial dipolar disminueix (desplacament al vermell de di-8-
ANEPPS) en ambdés models perd 1’efecte és molt menor a ECMM; la
quantificacié d’unié dona una constant d’unié molt més baixa al model
d’adult, ACMM (17,82 + 6,7) que en el d’ancia, ECMM (68,70 + 2.8),
és a dir, una interaccié més gran amb la membrana adulta i més fluida.
La lectura mecanistica es reforca amb anisotropia. A ACMM augmenta
I’anisotropia de DPH (indicant inserci¢/pertorbacié a la regié hidrofo-
bica), mentre que a ECMM predominen canvis coherents amb una inte-
raccié més superficial a nivell de caps polars (ANS i TMA-DPH) [278].

La microscopia confocal permet tancar el cercle causal, les nanoparti-
cules no es distribueixen homogeniament, siné que s’adhereixen pre-
ferentment a regions més ordenades (Lo) (figura 6-12 A) i, després de
I’adhesio, es detecten fendmens compatibles amb embolcallament i
internalitzaci6 en el model ACMM (figura 6-12 B), incloent-hi alte-
racions locals de la membrana (p. ex., forats) i localitzaci6 interna del
senyal de les NP. En ECMM, en canvi, la captaci és significativa-
ment menor i no s’observa internalitzacid als temps estudiats.
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Figura 6-13. Histograma de la intensitat de fluorescéncia normalitzada per a diferents
teixits oculars (no estadisticament significant *p<0,05; **p<0,001; ****p<0,001) (n=3).
Imatge publicada a Esteruelas G, Ortiz A, Prat J, Vega E, Mufioz-Juncosa M, Lépez
MLG, et al. Colloids Surf B Biointerfaces. 2023; 228:113394 [278].

110



Aquestes diferéncies in vitro troben un paral-lel directe in vivo (figura
6-13): després de 24 h, les DXI-NPs es distribueixen principalment
al segment posterior, i la retencié global és superior en animals adults
que en animals d’edat més avancada, amb diferéncies significatives
a teixits del segment posterior (esclera, retina i coroide; p < 0,01), en
coherencia amb una penetracid/interaccié més gran quan la membra-
na és menys rigida. La figura 6-12 recull I’histograma de la intensitat
de fluoresceéncia en els diferents teixits oculars demostrant les dife-
rencies entre la membrana d’adult i d’ancia.

La conclusié explicita €s, per tant, doble: (i) es proposa un model
corneal dependent de I’edat com a plataforma biofisica nova i til; i
(ii) es posa en relleu que el disseny de medicaments i nanosistemes
oculars ha d’incorporar el factor edat com a variable estructural, si es
vol avangar cap a una medicina realment personalitzada en poblaci6
envellida.

6.1.4.2. Nanoparticules lipidiques per a malalties cutanies hi-
perproliferatives.

La psoriasi és un model paradigmatic de malaltia inflamatoria cronica
de la pell, amb una prevalenca global al voltant del 2% i variabilitat
segons poblacions. El seu interes, més enlla de la clinica, és concep-
tual: la lesi6 psoriasica evidencia com la disfunci6 de la barrera cu-
tania i la immunitat innata/adaptativa poden retroalimentar-se fins a
sostenir una inflamacié persistent. En el cas de la psoriasi en plaques,
la via TNFo—IL-23-Th17 i la produccié d’IL-17 per diverses pobla-
cions cel-lulars s’han consolidat com a eix mecanistic central; alho-
ra, molecules com 1’[-37 i altres peptids antimicrobians participen en
’activaci6 de cel-lules dendritiques i en la propagacié del bucle infla-
matori que culmina en hiperproliferacié de queratinocits i alteraci6 de
la diferenciaci6 epideérmica [279].

Aquesta comprensié mecanistica explica també 1’arquitectura tera-
peutica actual: en formes lleus o moderades, la terapia topica continua
essent I’esquelet del tractament; en formes moderades-greus, s’hi afe-
geixen estrategies sistemiques, inclosos farmacs convencionals, peti-
tes molecules i, sobretot, biologics dirigits a dianes immunologiques
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(anti-TNF, anti-1L-17, anti-IL-23, etc.). Tanmateix, la revisio remarca
que, malgrat els avencos, persisteixen limits de resposta, problemes
d’absorcio i toxicitat potencial, i una necessitat constant d’innovacié
tant en moleécules com en formes farmaceutiques i vies d’administra-
cid, cosa que contextualitza I’auge de la nanomedicina cutania [279].

En el treball Psoriasis: From Pathogenesis to Pharmacological and
Nano-Technological-Based Therapeutics es fa un exercici molt util
per al discurs: s’ordena, amb mirada de conjunt, les principals es-
trategies nanotecnologiques explorades en psoriasi. Hi apareixen les
nanoparticules polimeriques (nanosferes, nanocapsules, dendrimers i
micel-les), amb I’objectiu d’augmentar solubilitat, millorar penetra-
ci6 i modular alliberament; i les plataformes lipidiques (liposomes,
lipospheres, ethosomes, SLNs i NLCs), destacant-ne la biocompati-
bilitat i el potencial per estabilitzar carregues hidrofobiques i actuar
com a potenciadors de penetracid. La revisié dedica també un bloc
especific a les microneedles, presentant-les com a via intradeérmica
minimament invasiva per superar 1’estrat corni i millorar biodispo-
nibilitat local; i conclou que, malgrat que encara hi ha poques dades
cliniques 1 dificultats d’escalat/esterilitzacié segons plataforma, la
combinaci6 de nanoparticules i dispositius obre una finestra realista
cap a formulacions més eficaces i segures [279].

Aquesta visié general encaixa de manera natural amb el cas transla-
cional que aporten les NLCs carregades amb riluzole. En aquest cas,
la hipotesi és explicita: el riluzol podria ser util en dermatosis hiper-
proliferatives com la psoriasi, pero la seva baixa solubilitat aquosa i
la fotosensibilitat en limiten I’ds; per aixo es proposa encapsular-lo en
nanostructured lipid carriers per millorar estabilitat i obtenir un perfil
d’alliberament sostingut. La formulacié s’optimitza per DoE i es carac-
teritza fisicoquimicament; en I’estudi d’alliberament, el riluzole lliure
mostra una sortida acumulada del 75% a 24 h, mentre que les RLZ-
NLCs presenten un esclat inicial seguit d’un alliberament sostingut fins
al 45% a 24 h, coherent amb una modulacio real de la cinetica. Amb
seguretat, les RLZ-NLCs es classifiquen com a no irritants al test HET-
CAM, a diferencia del farmac lliure, que es descriu com a lleument
irritant. I, funcionalment, I’efecte antiproliferatiu sobre queratinocits
HaCaT es manté amb la formulacid, mentre que les NLCs buides no
mostren efecte antiproliferatiu; a més, es discuteix que 1’alliberament
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sostingut podria contribuir a neutralitzar la capacitat angiogenica ob-
servada amb el farmac lliure en el model in ovo. Tot plegat exemplifica,
amb dades, la idea central de la revisio: en patologia cutania, el “vehi-
cle” no és accessori, sind una part del mecanisme terapeutic [280].

Finalment, en la revisié de les nanoplataformes biodegradables per al
lliurament d’antigens amplien el relat cap a un altre escenari on la ma-
teixa logica es fa visible: en vacunacié i immunoterapia oncologica,
la resposta immune depen criticament de com es governa 1’exposicid
de I’antigen i la seva captacié per cel-lules presentadores d’antigen
(APCs). Es revisa com parametres com mida, carrega i hidrofobicitat,
i la funcionalitzacié superficial, condicionen biodistribuci6, drenat-
ge limfatic i activacié immunitaria en nanoparticules polimeriques.
[281] S’introdueix els hidrogels/nanogels com a sistemes que poden
protegir antigens i ajustar 1’alliberament (incloent-hi respostes a esti-
muls com pH o condicions redox/temperatura), i situa les microneed-
les com a plataforma de lliurament transdérmic/intradérmic amb po-
tencial de carrega d’hidrogels i nanoparticules, resumint-ne propietats
i avantatges en una taula de caracteristiques principals [282].

En conjunt, aquests textos permeten formular una idea amb valor dis-
cursiu: allo que canvia la farmacologia no és només la diana, sind
I’arquitectura de I’arribada. En psoriasi, on la barrera cutania és alho-
ra escut i problema, i en immunoterapia, on I’eficacia depén del dialeg
amb APCs, les nanoplataformes (NLCs, nanoparticules polimeriques,
hidrogels i microneedles) emergeixen com a dispositius capacos de
reescriure la relacié entre molecula, teixit i temps [279, 282].

Des de la inhibici6 de la fusi6 viral fins a la permeabilitzacié bacteri-
ana, passant per la reorganitzacié lipidica i la modulaci6 terapeutica
controlada, els resultats disponibles convergeixen en un marc concep-
tual unificador: la membrana lipidica emergeix com una diana biofisi-
ca funcional, les propietats estructurals i termodinamiques de la qual
poden determinar el resultat biologic. Parametres com la fluidesa,
I’ordre lipidic, la coexisténcia de fases, el potencial dipolar o la per-
meabilitat no constitueixen variables accessories, sind determinants
centrals en la regulacié dels processos infecciosos i en el disseny ra-
cional de noves estrategies terapeutiques. En aquest context, 1’estu-
di de la interacci6 de moleécules amb potencial terapeutic requereix
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inevitablement 1’4s de membranes model; tanmateix, emergeix una
paradoxa suggestiva: allo que estudiem amb models experimen-
tals esdevé un model conceptual per pensar la vida mateixa, en tant
que la membrana defineix limits, intercanvis i equilibris que sustenten
I’organitzaci6 i I’adaptabilitat dels sistemes vius.
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7. DE LA INTERFICIE BIOFISICA A LA METAFORA
DE LA VIDA

La metafora de la membrana s’ha consolidat com una imatge concep-
tual d’una fecunditat excepcional per pensar els limits, les fronteres i
les relacions d’intercanvi entre un dins i un fora. Aquesta fecunditat
no és merament literaria, en teoria cognitiva de la metafora, sind que
opera com a marc que orienta la percepcio i I’accid, perque projecta
estructures d’experiencia corporia sobre dominis abstractes [283].

Aixi, la membrana ofereix una alternativa a la imaginaci6 del mur:
substitueix la separacio rigida per un llindar regulador, i permet des-
criure el limit selectiu com a condicié relacional, un lloc on la distin-
cio és inseparable del contacte.

Aquesta potencia interpretativa prové, en bona part, d un referent am-
pliament exposat: la membrana biologica. Hem vist com el model del
mosaic fluid va establir la membrana com una arquitectura dinamica
on lipids i proteines no configuren una barrera passiva, sind una in-
terficie funcional, termodinamicament plausible i capa¢ de reorga-
nitzacié constant [2]. En la recerca posterior, aquesta dinamica s ha
refinat fins a descriure la membrana com un sistema organitzat per
principis de compartimentaci6 i mobilitat lateral, amb conseqiiencies
directes sobre reconeixement molecular i transduccié de senyals [24].
I, encara més, ha quedat clar que I’estabilitat bioldogica depén sovint
d’ajustos continus de propietats fisiques. La homeoviscositat, I’adap-
tacid de la composici6 lipidica per mantenir una viscositat compatible
amb la funcid, il-lustra que la identitat del sistema no s’aconsegueix
malgrat el canvi, sind mitjangant una regulacié activa del canvi [284].

Tanmateix, justament perque la metafora és poderosa, exigeix una
lectura critica. Les metafores cientifiques que migren cap a l’esfe-
ra moral o politica poden aclarir fenomens complexos, perd també
poden naturalitzar categories historiques (puresa/contaminacid, nor-
mal/anomal, dins/fora) i legitimar respostes defensives com si fossin
inevitables. La critica classica a les metafores de la malaltia mostra
com certs imaginaris incrementen 1’estigma i simplifiquen indeguda-
ment processos biologics i socials [285]. Aplicat a la membrana, aixo
obliga a evitar un paral-lelisme del vocabulari immunologic (invasié/
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defensa/enemic) cap a persones, idees o col-lectius.

Aqui la genealogia historica és decisiva. Laura Otis ha mostrat com,
al segle XIX, la progressiva consolidaci6 de la biologia cel-lular i
I’impacte cultural de la teoria microbiana van convertir la membrana
en una figura central per imaginar el cos, la naci6 i la ment. La des-
cripci6 cientifica de barreres semipermeables i d’amenaces invisibles
va fertilitzar discursos socials sobre proteccid, invasid, por al contagi
i fantasmes de contaminaci6 [283].

La membrana deixava de ser només una estructura biologica per es-
devenir un llenguatge disponible per pensar fronteres ideologiques i
morals: un limit que cal governar perque es percep alhora necessari i
vulnerable.

Aquesta tradicié és especialment elogiient perque revela un dialeg
bidireccional entre ciencia i cultura. La literatura i la politica no no-
més reflecteixen la cieéncia, sind que també modelen les seves imatges
i la seva retorica. En el marc dels debats sobre identitat i alteritat, la
membrana opera com un instrument de conceptualitzacié: descriu la
necessitat de delimitar per existir i, alhora, la impossibilitat d’exis-
tir sense intercanvi. En termes estrictes, una frontera absolutament
impermeable equival a la mort del sistema; una frontera total-
ment porosa, a la dissolucié de la identitat. Aquesta ambivaléncia
és, precisament, el seu valor hermeneutic.

Els exemples il-lustratius guanyen for¢a quan la metafora es posa a
prova en fendomens concrets. En farmacologia, per exemple, la mem-
brana €s literalment una diana, intervenir sobre la vida €s, sovint, in-
tervenir sobre llindars i permeabilitats. Hem vist com les polimixines
(com la polimixina B) apunten a lipopolisacarids (LPS) de I’embol-
call de bacteris gramnegatius i desorganitzen barreres d’una manera
que depen del context fisiologic de la cel-lula, i fins i tot de la seva
activitat metabolica [286]. Aquesta dependéncia recorda una 1lico util
per a la metafora: la selectivitat no €s una propietat moral del filtre,
sind una propietat situada d’un sistema en funcionament. En un altre
registre, I’amfotericina B mostra com la selectivitat de membrana pot
ser alhora virtut i risc; la seva activitat s’associa a la interacci6 prefe-
rent amb ergosterol en membranes flingiques (en contrast amb coles-
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terol), pero aquesta preferéncia no anul-la del tot la toxicitat, perque
els llindars materials rarament sén absoluts [287].

En I’ambit social, la metafora il-lumina processos de selecci6 cultural:
comunitats i individus operen com membranes que filtren llengiies,
normes, tecnologies i relats. El punt critic és el criteri; la selecci6 pot
ser oberta i adaptativa (integrant diferéncia i generant aprenentatge)
o bé restrictiva i jerarquica (construint exclusid). Aquesta tensié es
veu amb claredat en contextos de mobilitat internacional. La meta-
fora de la bombolla d’expatriats s’ha utilitzat per descriure fronteres
comunitaries transparents pero efectives, espais protectors que no im-
pliquen aillament total, sind graus variables de separacid i integracio
amb I’entorn local [288]. La idea és especialment ttil perque evita
la dicotomia simple integrat/no integrat i descriu la porositat com a
variable regulable.

En el mon tecnologic, la metafora adquireix una literalitat nova. Les
interficies digitals actuen com membranes informacionals ja que no
només permeten comunicacid, siné que tradueixen, filtren i condici-
onen que travessa el llindar entre subjecte i entorn digital. La teoria
cultural de la interficie ha insistit en aquest caracter d’efecte de me-
diacid, on la superficie és ja una politica de representacié i d’accés.
L’exemple de gran valor pedagogic €s la personalitzaci6 algoritmica,
’usuari percep un flux natural d’informacid, pero el llindar esta mo-
delat per criteris opacs que poden restringir I’exposici6 a la diferén-
cia amb conseqiiencies sobre opini6 publica i identitat [289]. Aqui la
membrana deixa de ser només figura i esdevé descripcié funcional,
una semipermeabilitat que decideix quina realitat és visible.

Aquesta mateixa logica de la membrana es pot aplicar a les institu-
cions del coneixement. La universitat institucié que conec bé, ente-
sa com un organisme viu, necessita una permeabilitat selectiva prou
oberta per incorporar noves preguntes, llenguatges i tecnologies; i
prou autdonoma per preservar el temps llarg del coneixement i la fun-
cio critica. En el debat sobre avaluaci6 cientifica, aquesta permea-
bilitat s’ha vist tensionada per 1I’is de metriques com a substitut del
judici expert [290]. Quan el sistema d’avaluacié es torna hipertrofic,
la membrana institucional pot rigidificar-se, disminueix la fluidesa
d’intercanvis (idees, reconeixement, cooperacid) i augmenten les res-
postes defensives.
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En aquest punt, també convé evitar psicologismes, les emocions com
la comparaci6é persistent, ’enveja o la hipervigilancia reputacional
no sén només trets individuals, sind respostes plausibles a entorns
estructuralment competitius i amb recursos percebuts com a escassos.
La psicologia organitzacional descriu I’enveja laboral com un feno-
men emergent en contextos d’alta comparaci6 social i competéncia,
amb impacte potencial sobre confianca i cooperaci6 [291]. La meta-
fora permet, aixi, formular una exigéncia institucional, la selectivitat
és necessaria per garantir rigor, perd només una permeabilitat prou
flexible manté capacitat adaptativa i vitalitat col-lectiva. La metafora
ofereix una sintesi d’alt valor per pensar la modernitat. Sense limit no
hi ha identitat; sense intercanvi no hi ha vida. El seu interes no és pro-
porcionar una consigna (obrir o tancar), sind imposar una disciplina
del pensament: descriure la qualitat del llindar, els criteris del filtratge
i els costos de la rigidesa. Com en els sistemes biologics, el repte és
governar una porositat responsable: protegir sense aillar, connectar
sense dissoldre, seleccionar sense convertir la diferéncia en amenaga.

En el context contemporani, també pot oferir una imatge especial-
ment fecunda per pensar la intel-ligéncia artificial o avancada (IA)
com sembla que es prefereix anomenar. En aquest cas, la metafora
resulta atil perque la IA no s’entén bé ni com una entitat comple-
tament autdbnoma ni com un instrument merament passiu, siné com
una interficie activa en que es produeixen intercanvis continus entre
dades, models, infraestructures, institucions i subjectes humans. Com
una membrana, aquests sistemes no només separen un dins i un fora,
sind que regulen el que entra, el que surt, el que es transforma i el que
es fa visible [292-293].

Aquesta metafora permet, a més, desplagcar-nos d’una imatge excessi-
vament antropomorfica de la IA cap a una comprensié més relacional
i més material. Diversos treballs recents han advertit que les meta-
fores humanitzadores tendeixen a ocultar que els sistemes d’IA sén,
en realitat, sistemes sociotécnics configurats per dades, treball huma,
disseny d’interficies i infraestructures de calcul. Pensar-los en termes
de membrana pot ser més precis que pensar-los en termes de persona,
la membrana no pensa com un subjecte, pero selecciona, media, res-
pon i manté una certa coheréncia funcional enmig d’un flux constant
d’interaccions [294].
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La metafora també és suggestiva des del punt de vista &tic i politic.
Una membrana no és només una superficie d’intercanvi; és també un
dispositiu de proteccid, de vulnerabilitat i de seleccid. Aplicada a la
1A, aquesta idea permet pensar qiiestions tan centrals com el filtratge
de continguts, la governanca de les dades, la preservacié de la pri-
vadesa, la modulacio de riscos o la necessitat de mantenir fronteres
operatives entre decisié humana i automatitzacié. No es tracta, doncs,
només d’una tecnologia que processa informacid, siné d’un conjunt
de llindars regulats que decideixen quins senyals son admesos, quines
respostes son possibles i quines formes de relaci6 entre ’huma i la
maquina esdevenen socialment acceptables [292].

Finalment, la metafora de la membrana permet entendre que la rela-
cid entre humans i IA no és estatica, sind coevolutiva. Tal com passa
en els sistemes vius, la frontera no és aqui una linia immobil, sin6
una zona de negociacid i d’adaptacié continua. La IA transforma les
practiques humanes, perd també €s transformada pels usos, les ex-
pectatives i els marcs institucionals que la contenen. En aquest sentit,
parlar de membrana potser €s més fecund que parlar de mur o d’eina
perque suggereix alhora identitat i permeabilitat, autonomia relativa
i dependencia, proteccio i intercanvi. I és justament en aquesta tensio
on la metafora recupera tota la seva forca per pensar, avui, la nostra
convivencia amb les intel-ligéncies artificials [295].

Només queda desitjar que el coneixement que neix d’aquestes interfi-
cies, entre molecules, disciplines i mirades, continui transformant-se

en comprensid, en salut i en responsabilitat compartida.

Moltes gracies.
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