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membranas de globulos rojos humanos mediante
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RESUMEN: Se estudio la evolucion temporal de los procesos de reduccion y enriquecimiento de colesteral en membranas de
eritrocitos humanos utilizando metil-B-ciclodextrina (MBCD) como transportador. En ambos procesos el tiempo caracteristico fue
del orden de 1 minuto. En [a situacidn de equilibrio se alcanzé un incremento del 16 % para el enriquecimiento y una remoci6n del
42 % para |a reduccidn, respecto de la concentracidn original de colesteral en la membrana. La observacion al microscopio dptico
mostrd formas estomatociticas en las muestras reducidas, mientras que no se visualizaron cambios apreciables para las
muestras enriquecidas. La rapidez en 2 evolucion de estos procesos se explica por la comparacion entre los tamafios promedio
de los transportadores de colesterol. De esta manera, las moléculas de MBCD, con un tamafo mucho menor que otros
transporladores, pueden atravesar mas facilmente el glicocélix, conduciendo a un eflujo més eficiente de colesterol.
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SUMMARY: Modification of cholesterol content in human red cell membranes by using methyl-b-cyclodexirin: time evolulion
and cell shape changes.. Vazquez, Marcelo J."; Rivas, Maria G.'; Gennaro, Ana M."2. The time evolution of cholesterol
enrichment and depletion processes in human red cell membranes by using methyl-B-cyclodextrin (MPCD) as a carrier is studied.
For both processes, the characteristic time is about one minute. In equilibrium, a 16% cholesterol increase for enrichment and a
42 % decrease for depletion were achieved, related to the original cholesterol concentration in the membrane. Stomatocytic shapes
were observed by optical microscopy in cholesterol depleted celis, while no significant shape changes were observed in enriched
cells. The fast evolution of these processes may be explained through the comparison between the mean sizes of cholesterol
carriers, Thus, MBCD molecules, much smaller in size in comparison to other carriers, are allowed to move easily through the
glycocalyx, leading to a more efficient cholesterol efflux.
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Introduccion

El colesterol es un constituyente esencial en
las membranas bioldgicas de varias células
eucariotas y ha sido ampliamente estudiado por ser
necesario para la actividad funcional de muchas
proteinas de membrana y por su efecto sobre el es-
tado fisico de las bicapas lipidicas (1). Reciente-
mente ha sido demostrada la existencia de
microdominios laterales ricos en colesterol donde
se asocian proteinas de membrana posiblemente
relacionadas a la trasduccion de senales y comuni-
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colesterol, y conducido al higado para su elimina-
cion (3). Existen métodos para manipular in vitro la
concentracion de colesterol en las membranas celu-
lares, como la incubacion con liposomas (4) o con
moléculas sintéticas como las B-ciclodextrinas que
lo mantienen en solucién acuosa (5), por encapsula-
miento en un centro hidrofobico. Se ha demostrado
que la metil-B-ciclodextrina (MBCD) resulta mas
apropiada que otros derivados para el enriquecimien-
to o reduccion del colesterol de las membranas (6).

Laforma discocitica de los eritrocitos y las al-
teraciones inducibles estan influenciadas por la dis-
tribucién de lipidos en la membrana (7,8). De acuer-
do al modelo de bicapa, la forma equinocitica resuita
de unincremento del drea superficial de la hemicapa
externa respecto a la interna, mientras que la forma
estomatocitica resulta de un incremento del area
superficial de la hemicapa interna respecto a la ex-
tema (9, 10).

En trabajos previos, se modificé el contenido
de colesterol de la membrana de eritrocitos huma-
nos utilizando MBCD y liposomas. Mediante un estu-
dio por espectroscopia de resonancia paramagnética
electrénica con sondas que sensan distintas profun-
didades en la bicapa, se estimaron los cambios re-
sultantes en el orden de las cadenas acilicas de los
fosfolipidos (11). Durante la ejecucién de este traba-
jo, se evidenci6 que la MBCD podia producir altera-
ciones importantes en el contenido de colesterol
celular en tiempos menores a 30 minutos, mientras
que los procesos que involucran liposomas necesi-
tan tiempos del orden de 30 horas. Por lo tanto, resul-
t6 relevante estudiar con detalle fa evolucién tempo-
ral del contenido de colesterol en las membranas de
eritrocitos durante los tratamientos con MBCD,
monitoreando al mismo tiempo eventuales altera-
ciones de la morfologia celular.

Materiales y Métodos

Materiales

El buffer utilizado para los lavados, para la pre-
paracion de las soluciones de MBCD y albumina, fue
PBS isotonico de pH 7.4 preparado a partir de 125
mM NaCl, 30 mM Na,PO, y 6 mMKH,PO, (todas las
sales requeridas fueron de calidad analitica,
Ciccarelli). Se utilizé heparina como anticoagulante
(Rivero). LaMBCD (PM 13311.4) y el colestero! (39%
de pureza, PM 386.6) fueron adquiridos de Sigma
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Chemical Co. (St. Louis, USA). Para la preparacién
del complejo MBCD /colesterol se utilizé clorofor-
mo, etanol y 2-propanol (calidad analitica, Merck).
La toma de fotografias se realizé sobre muestras
resuspendidas en albumina (Sigma, 2.5 ¢/l en PBS
isotonico). El contenido de colesterol fue dosado uti-
lizando un Kit enzimatico comercial (Sociedad de
Bioquimicos Santa Fe) adaptado mediante la incor-
poracién de 0.5 % de Tritdn X-100 (Sigma).

Obtencién de las muestras de eritrocifos

Los eritrocitos se obtuvieron a partir de sangre
entera de personal del grupo, extraida por puncion
venosay anticoagulada con heparina, por centrifuga-
cién a 3000 rpm en centrifuga de mesa durante 5
minutos, eliminando el suero y la capa anteada (“buffy
coat”) y lavando con buffer PBS isotonico. Una mejor
compactacién del paquete globular se logré
centrifugando a 3000 rpm durante 2 minutos. En to-
dos los casos las muestras fueron procesadas en el
mismo dia de la extraccion.

Manipulacidn del contenido de colesterol de
membranas eritrocitarias con MSCD

La solucidn de MBCD 3 mM fue preparada en
buffer PBS isotnico y conservada en frasco color
caramelo a 4°C. El complejo MBCD/colesterol nece-
sario para el enriquecimiento se obtuvo evaporando
una solucién madre de colesterol (50mg/ml en clo-
roformo/metanol 1:1) bajo corriente de nitrégeno de
modo de obtener estructuras amorfas, dejandose
luego en vacio durante 30 min. A continuacién se
agregd una solucion de MBCD 3 mM, se sonicd 7.5
min a 37°C, se dej6 en agitador aproximadamente 8
hs.a37°Cy se procedid al filtrado de la misma para
eliminar el colesterol precipitado. La concentracién
de colesterol resultante fue de 25 mg de colesterol/g
de MBCD. Esta solucion se conservd en frasco color
caramelo a temperatura ambiente.

Los eritrocitos lavados y compactados fueron
incubados a 37 °C en MBCD 3 mM (para reduccion)
o MBCD/colesterol (para enriquecimiento), a un
hematocrito (concentracién en volumen) del 5% para
reducci6n y del 3% para enriquecimiento, utilizando
tubos de PVC. Al mismo tiempo se incubaron eri-
trocitos en PBS como controles. Una vez cumplido el
tiempo de incubacién correspondiente, los tubos se
centrifugaron a 3000 rpm durante 2 minutos, el
sobrenadante se reservé para la determinacion del
grado de hemolisis y el paquete celular fue lavado
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una vez con PBS isotdnico. Antes de continuar y para
lograr un empaquetamiento Gptimo, se centrifugo a
3500 rpm durante 15 minutos, eliminandose el exce-
so de sobrenadante.

Determinacion de la concentraciin de
colesterol en membranas

El contenido de colesterol de membranas eri-
trocitarias se determind luego de una extraccion
lipidica (12), utilizando un método colorimétrico
enzimético modificado. En primer lugar, se procedit
a la lisis de 50 ml de eritrocitos con 70 ml de agua
destilada, con vortex a 1500 rpm al comienzo y luego
de 30 minutos de comenzado €l procesa de hemolisis.
A continuacién, se extrajeron los lipidos de la mem-
brana segiin el método de Rose y Oklander {13),
adicionando 0.66 ml de 2-propanol y 0.42 ml de
cloroformo. Se realizé agitacion con vortex a 2000
rpm después de cada adicion y cada 15 minutos. El
tiempo de extraccidn para cada solvente fue de una
hora. Una vez cumplido el tiempo para ambos, se
centrifugo a 4000 rpm durante 10 minutos, obte-
niéndose un sobrenadante limpio que fue separado
por inversion directa en tubos de hemolisis. Luego
se procedio a la evaporacion, bajo corriente suave
de aire comprimido, hasta sequedad. Todos estos
pasos se realizaron a temperatura ambiente.

Para resuspender los lipidos se adiciond 75 ml
de etanol absoluto (14) al depdsito secoy se agitd en
vortex suave a 1000 rpm tratando de lograr la mayor
recuperacion. Alicuotas de 10 ml de esta solucion
fueron incubadas con 1 ml de solucion enzimatica.
Las lecturas de absorbancia fueron realizadas a 500
nm en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda
20, contra blanco de reactivo enzimatico. Cada me-
dicion fue realizada por triplicado. Para cada tiempo
se calcularon los porcentajes finales de colesterol
en lamembrana, considerando como 100% a la con-
centracion promedio de los eritrocitos controles ana-
lizados en cada experiencia. Posteriormente se rea-
lizé un promedio de todos los datos (porcentajes fi-
nales) para cuatro experiencias compatibles en tiem-
po y se calculd el error estandar medio (SEM).

Microscopia dplica

Luego de cada tratamiento, se tomaron gotas
de los tubos de incubacion (tratados y controles), se
resuspendieron en albimina (para evitar el efecto

vidrio) sobre portaobjetos y se observaron a 400x.
Se utilizo un microscopio binocular Zeiss con cdma-
ra de video Sony, conectada a una placa de adquisi-
cién que permitio la obtencidn de las fotos en el so-
porte original.

Resultados

Enlafigura 1 se muestra la variacién temporal
del porcentaje de colesterol en la membrana de
eritrocitos para el proceso de reduccion. En la mis-
ma puede verse que la curva exponencial decrecien-
te, a cual se ajusta al proceso, tiende a un valor de
equilibrio [Col], que representa un (57 + 1)% del
colesterol original en |la membrana, y que la cons-
tante de tiempo caracteristica (t,,} es del orden de 1
minuto. Esto podria interpretarse considerando que
existe en la membrana un porcentaje de colesterol
labil o “extraible™ [Col],,, que representa, segin el
ajuste realizado, el (42 + 4) % del colesterol inicial-
mente presente en la membrana. Para determinar si
este valor correspande a una propiedad intrinseca
del eritrocito, o tiene coma factor limitante |a satura-
cién del transportador, se realizaron experiencias
posteriores en las que los eritrocitos reducidos se
incubaron en una nueva solucion de MBCD durante
30 minutos adicionales, en las mismas condiciones
del proceso anterior. En este caso se logré una ex-
traccion de colesterol del 63%, para la situacion de
equilibrio.

Parael proceso de enriquecimiento, mostrado
enlafigura 2, laincorporacion méxima de colesterol
adicional ([Col],..,,} fue del (16 = 1) %, de acuerdo
con un modelo de crecimiento del tipo 1- eV Al
igual que el proceso de reduccion, la constante de
tiempo {t,,) hallada fue del orden de 1 minuto.

El porcentaje de hemdlisis durante las incu-
baciones no superd el 1%, salvo en el caso de la
doble reduccion. Este dato resulta Gtil para asegurar
el mantenimiento de la integridad de la membrana
celular ante |a exposicion a soluciones de MBCD.

La observacion en gota fresca al microscopio
dptico (Figuras 3 y 4) evidencid la presencia de for-
mas estomatociticas en las muestras reducidas en
colesterol, mientras que no se visualizaron cambios
apreciables en cuanto a la forma y tamano para las
muestras enriquecidas.
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Figura 1: Evolucién temporal del porcentaje de colesterol en membranas de glébulos rojos para el proceso de reduccion
por incubacién con MBCD 3mM. Hematocrito del 5%. Los resultados son el promedio de cuatro experiencias con
muestras por duplicado.
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Figura 2: Evolucion temporal del porcentaje de colesterol en membranas de glébulos rojos para el proce-
s0 de enriquecimiento por incubacién con MBCD 3mM. Hematocrito del 3%. Los resultados son el prome-
dio de tres experiencias con muestras por duplicado.
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Figura 3: Fotografias de eritrocitos reducidos en colesterol, obtenidas luego de diferentes tiempos de incubacion
en MBCD. Microscopia dptica, gota fresca, aumento 400 x. Para evitar el “efecto vidrio” se utilizé solucion de
albmina. Los eritrocitos reducidos presentan forma estomatocitica, ya desde los 5 minutos de incubacién,
que se corresponde con una disminucion del drea de la hemicapa externa. En la muestra control se puede
observar la forma discacitica normal de estas células.

30 minutos

Figura 4: Fotografias de eritrocitos enriquecidos en colesterol, obtenidas luego de diferentes tiempos de
incubacion en MBCD/col. Microscopia dptica, gota fresca, aumento 400 x. Para evitar el “efecto vidrio” se
utilizo solucion de albumina. Los eritrocitos tratados no presentan un cambio de forma apreciable con
respecto a |a forma discocitica normal de los controles.
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Discusién

Se ha dado una descripcion cuantitativa de los
procesos de modulacion del contenido de colesterol
en membranas de eritrocitos mediante el uso de
MBCD. Se ha confirmado que los procesos que
involucran MBCD evolucionan muy rapidamente, con
tiempos caracteristicos del orden del minuto. En cam-
bio, los métodos tradicionales de intercambio de
colesterol que utilizan liposomas, requieren tiempos
del orden de las 30 horas para producir alteraciones
similares (11).

Una explicacion de la rapidez de los procesos
que involucran MBCD puede proponerse comparan-
do los tamanos promedio de las estructuras
involucradas. El acercamiento de una particula a la
superficie del eritrocito esta necesariamente afecta-
do por la presencia de las estructuras del glicocalix,
que tienen un espesor cercano a 100 nm. En este
sentido, el didmetro promedio de 1 nm de las molé-
culas de MBCO resulta mucho mas favorable que el
de un liposoma (didmetros estimados entre 50 y 500
nm), lo cual les permitiria introducirse entre el
glicocalix con mayor facilidad. Este acercamiento
del transportador a |a superficie lipidica minimiza la
exposicion desfavorable de una molécula hidrofébica,
como es el colesterol, a un medio acuoso, facilitan-
do su intercambio.

Los resultados indican que el factor limitante
del porcentaje de colesterol extraible es la satura-
cion del transportador. Una segunda incubacion per-
mite extraer una mayor cantidad de colesterol, aun-
que el aumento en el grado de hemdlisis sugiere
alteraciones en la integridad de la membrana.

La presencia de estomatocitos entre los eri-
trocitos reducidos es consistente con la reduccion
del 4rea de la hemicapa externa de la membrana
debida a la extraccion de colesterol. Sin embargo,
entre los eritrocitos enriquecidos no se observa la
aparicion de equinocitos, caracteristica de un au-
mento en la hemicapa externa (7,8), por lo que se
concluye que el colesterol incorporado no produce
un aumento sensible del drea de la misma. En expe-
riencias adicionales (no mostradas), las muestras
fueron tratadas con MBCD/colesterol de baja con-
centracion (13 mg colesterol/g de MBCD), que no
produce modificacién del contenido de colesterol en
la membrana. En estos casos, no se manifestaron
cambios en la forma celular. Esto sugiere que las
modificaciones en la morfologia de las muestras
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sometidas a reduccion, se deben Gnicamente a la
variacion del contenido de colesterol y no a la pérdi-
da de otros componentes de membrana. Mas adn,
experiencias preliminares (no mostradas) en las que
se realizé un enriquecimiento posterior a una reduc-
cion, mostraron un pasaje desde una forma estoma-
tocitica en los eritrocitos reducidos hacia una forma
discocitica normal al enriquecerlos, confirmando la
influencia del contenido de colesterol en los cam-
bios de forma observados.
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