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Resumen

En este trabajo se estudian las caracteri sticas dinimicas del agua de hidratacion de una mezcla normal de
ganglidsidos utilizando la técnica de resonancia magnética nuclear. Mediciones de tiempos de relajacion espin-espin
permiten identificar dos microambientes bien diferenciados para el agua, cuyos tiempos de correlacion rotacional estan
cn cl rango 10°-10% s y 10""-10""° s a tempcratura ambicntc. Para una rclacion agua/gangliésido 200:1 (mol:mol) sc
determina que aproximadamente 30 moléculas de agua estan fuertemente ligadas a cada gangliésido y que las
propiedades dinamicas del resto estin alteradas respecto de las del agua libre.

- Abstract

Dynamical properties of water in samples of gang11051des aggregates hydrated at different water/lipid ratios are
studicd by using Nuclcar Magnctic Resonancc of dcutcrium ( ’H NMR). Intcrpretation of spin-spin rclaxation timc data
(T,) evidences the existence of at least two kinds of water environments at room temperature: one in which the
rotational corrclation time is in the range of 10 to 10 s and the sccond onc in which the rangc is between 107! to 107
195 . For a H,O/gangliosidc rclation of 200:1 (molc:molc) an approximatc amount of 30 watcr molccules arc tightly
bound to the polar headgroup of each ganglioside molecule. The dynamical properties of the rest of water molecules
are still influenced by the biomolecules, being different to that observed in the free liquid state.

\

Las macromoléculas de interés en nuestro
trabajo se denominan gangliosidos. Son
moléculas glicolipidicas, anfipéticas, cuya
porcion hidrofilica - de tamafio similar a la de
sus cadenas hidrocarbonadas- le confiere una
gran capacidad para ligar iones y moléculas de
agua a su alrededor (fig.1). Desempefian
importantes y diversas funciones en células de
tejido neuronal [2,3].

Introduccién

Las moléculas de agua proximas a una
macromolécula en muestras bioldgicas se ubican
en sitios y orientaciones preferenciales y
experimentan movimientos anisotrépicos que las
diferencian de aquellas mas alejadas [1].
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FIG 1: Estructura quimica del gangliosido GMI. El tamafio de su cabeza polar es semejante a la cadena

hidrocarbonada

Nuestro propésito es estudiar el estado
dinamico del agua de hidratacion de los
gangliosidos. Estos fueron hidratados con agua
deuterada a distintas relaciones molares y se
estudic la dependencia con temperatura de
parametros dinamicos obtenidos por resonancia
magnética nuclear (RMN) de deuterio. Por otro
lado la interpretaciéon de los espectros de RMN
de ’H se ve facilitada pues, una vez desacoplada
la interaccion dipolar con los 'H, solo un
mecanismo de relajacion -el cuadrupolar- es
dominante [4].

El deuterio, por poseer momento cuadrupolar
nuclear distinto de cero es sumamente sensible a
los gradientes de campo eléctrico de su entorno,
reflejando la anisotropia de movimientos de las
moléculas de agua.

Adicionalmente, la frecuencia de resonancia
del deuterio es distinta a la del hidrogeno, lo cual
permite diferenciar las moléculas de agua de la
capa de hidratacion de los hidrégenos no
intercambiables propios del gangliosido.

Por otro lado la interpretacion de los
espectros de RMN de *H se ve facilitada pues,
una vez desacoplada la interaccion dipolar con
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los 'H, sélo un mecanismo de relajacion -el
cuadrupolar- es dominante [4].
En el régimen de T1>>T»:
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donde x=(¢’q.Q)h es la constante de

acoplamiento cuadrupolar, tomada como 240
KHz en este trabajo, q,, es la componente
principal del tensor gradiente de campo, n es el
parametro de asimetria para el gradiente de
campo eléctrico, Q es el momento cuadrupolar
nuclear. Estas expresiones permiten, una vez
medidos los tiempos de relajacion, calcular 1., el
tiempo de correlacion de reorientacion molecular.
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Materiales y Métodos

Estudios preliminares en nuestro laboratorio
(fig. 2) y de otros autores sobre fosfolipidos [8]
y proteinas [9] mostraron que el nimero de
moléculas de agua influenciadas por la presencia
de la macromolécula no es constante sino que
depende de la relacion molar agua/lipido. En
consecuencia, utilizamos muestras de distintas
relaciones molares para el estudio en funcion de
temperatura.

Se hidrataron muestras de gangliosidos
totales (constituida por 21% GM1, 42% GDla,
12% GD1b , 19% Grb ) de cerebro bovino con
agua deuterada (99.9 % D) en relacion molar
100:1 y 200:1 (mol:mol) de “Hy/gangliésido. Las
muestras obtenidas fueron sometidas a un
proceso de enfriamiento gradual en un rango de
temperatura 220-300K.

A las concentraciones indicadas los
gangliésidos se auto organizan formando micelas
(nimero de agregacion 300) que exponen hacia
el solvente sus porciones polares, ofreciendo
sitios apropiados para la fijacion de moléculas de

agua.
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FIG 2: Tiempos de relajacion espin-éspin de cada
microambiente en funcién de la relacion molar
agua/lipido. Los valores de T2 menores corresponden a
los tiempos de correlacién mads largos y se asocian a la
capa de hidratacion proxima al gangliosido,
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Las mediciones se realizaron en un equipo de
RMN Bruker 300 MSL, operando a la
frecuencia de resonancia de deuterio (46.073
MHz) con desacople de protones (300 MHz) a
alta potencia.

En la muestra 200:1 se analizo la forma de
linea del espectro en frecuencias obtenido por
transformada de Fourier de la FID resultante de
la aplicacion de un pulso unico de w/2. Los
parametros experimentales fueron: ancho de
pulso: 8 us, tiempo entre ciclos: 4s, tiempo
muerto: 22 us, tiempo de adquisicion: 25 ms,
numero de promediaciones: 100, velocidad de
muestreo: 6us. Los espectros fueron ajustados
satisfactoriamente por medio de curvas
lorentzianas cuyo ancho espectral AH est4
relacionado con el tiempo de relajacion T,
mediante la expresion: AH =1/%.T,

Sobre la muestra 100:1 se efectud un estudio
mas detallado analizando las curvas del
decaimiento de la magnetizacion longitudinal T,
mediante la secuencia de inversion recuperacion
n-t-w/2 , y transversal T, con la secuencia de
espin-eco (7/2-1-m).

Resultados

Las mediciones efectuadas dieron pc\)r
resultado, en todos los casos, valores de T,>>
T,, lo cual permite suponer largos tiempos de
correlacion para alguna componente de la
muestra [1]. La existencia de dos decaimientos
bien diferenciados para las amplitudes de
magnetizacion resultantes del experimento de
espin-eco (fig. 3), o la necesidad de utilizar dos
lorentzianas para el ajuste de la linea de
resonancia en el experimento de pulso Gnico
(fig.4), muestran que estamos en presencia de
dos microambientes, en el régimen de
intercambio lento. Esto es:

1,1 11
e e—
L

[P L,
donde 1, T son los tiempos de residencia y Taa,
Ty los tiempos de relajacion espin-espin en los
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microambientes a y b respectivamente. Sin
embargo, bajo las condiciones experimentales de
nuestro trabajo no pueden distinguirse en el
microambiente de las moléculas fuertemente
ligadas aquellos nucleos de “H que pueden
intercambiarse por 'H en la molécula de
gangliodsido.
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FIG. 3: Amplitud del eco de espin en funcion del -

tiempo del eco en un experimento de IR sobre la uestra
100:1 mol:mol (agua:lipido) a 280K. [l ajuste de los
puntos experimentales corresponde a una curva bi-
exponencial. T2a - 30.417ms, T2b-453 us

Si estuviéramos en ¢l régimen de intercambio
rapido, como muchas veces se asume en
sistemas biologicos, observariamos un promedio
ponderado de la velocidad de relajacion de los
distintos microambientes de la forma [5]:

o=l B
/ 2 [ 2a / 2b

Las curvas de decaimiento de la
magnetizacion resultantes del experimento (m/2-

T-1t) fueron ajustadas satisfactoriamente (fig.3)
mediante funciones bi-exponenciales del tipo:

M(t4)=P, exp(-t¢/ T2s) + Py exp(-to/ To) [ec.1]
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FIG 4: Espectro en frecuencias obtenido por TF de la
FID en un experimento de un unico pulso de 900 (100
adquisiciones), sobre la muestra 200:1 (mol:mol)
gua:lipido a 249K. Se vbserva un muy buen ajuste con

~dos curvas lorentzianas.(a) 319 Hz, 11.5 % area (b) 646

i

Hz, 88% area. i

confirmando la existencia de por lo menos dos
microambientes distinguibles - en la ventana
temporal de la RMN- caracterizados por sus
tiempos de relajacion transversal Ty, y Ta,. Los
factores P,y Py permiten cuantificar el numero

" de moléculas en cada entorno.

Los tiempos de correlacion rotacional
calculados son del orden de 10°-10® s para las
moléculas fuertemente ligadas y de 10-''s - 10’
195 para las menos ligadas, en buen acuerdo con
resultados publicados en la iiteratura para
macromoléculas bioldgicas [6,7,9]. )

4
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FilG 5: Tiempos de relajacion espin-éspin de cada
microambiente en funcién de la temperatura. Muestra
100:1 mol:mol agua:lipido. T2b se asigna a lo atomos
en la zona de hidratacion préxima a la molécula de
gangliésido.

En la fig.5 puede observarse la evolucion de
T: de todo el sistema y de T, de cada
microambiente en la muestra 100:1 obtenidos
mediante el ajuste de los datos experimentales a
la ec.(1), en funcion de la temperatura. Los
valores de T del grupo de moléculas asociadas a
la primera capa de hidratacion, son muy poco
sensibles a la variacion de temperatura en el
rango medido, mientras que el grupo cuyos
tiempos de correlacion son menores, - en
nuestro modelo corresponden a las menos
ligadas- experimentan un cambio notable
disminuyendo en forma aproximadamente
exponencial hasta la temperatura de fusion del
agua. Para este experimento la fig.6 muestra la
poblacion total de espines. La aparente
desaparicion de espines del sistema al bajar la
temperatura se explica por el dréstico
acortamiento de T, al pasar de agua liquida a
hielo. En este estado la FID decae casi
completamente durante el tiempo muerto del
equipo. Bajo estas condiciones no es posible
(para esta muestra en particular) cuantificar el

numero de espines asociado a cada
microambiente.
Por otro lado, en la muestra 200:1

D,0O/gang. nuevamente se observa que la
porcion mas movil a temperatura ambiente es la
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FIG 6: Poblacion total de espines observada en la
muestra 100:1 mol:mol agua:lipido, en funcion de la
temperatura. Explicacion en el texto.

mas sensible a la temperatura, volviéndose mas
rigida que la otra fraccion por debajo de 270 K
(ver cruce en la fig.7). Las areas de las
lorentzianas (fig.8) permiten calcular que
aproximadamente un 16% de los “H
corresponden a la fraccion de AH (6 T,) menos
sensible a temperatura, es decir permite
determinar que hay en promedio unas 32
moléculas de agua fuertemente ligadas a cada
ganglidsido, o mas en detalle que hay 64 atomos
de °H formando parte de agua fuertemente
ligada o constituyendo los propios grupos
hidroxilo y amino del gangliésido. Estas
fracciones son indistinguibles en nuestro
experimento.
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FIG 7: Ancho de linea espectral en funcion de la
temperatura. Muestra 200: 1 (mol:mol) agua:lipido.
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FIG 8: Poblaciones relativas de dtomos en cada
microambiente en funcion de la temperatura. Muestra
200:1 (mol:mol) agua: lipido. Pb (0) es el numero -
relativo al total- de dtomos en la zona de hidratacion
proxima al gangliosido.

Conclusiones

Los resultados anteriores son compatibles con
un modelo de dos zonas de hidratacion alrededor
de la micela de gangliosido: una constituida por
moléculas de agua relativamente inmoviles
fuertemente ligadas a sitios de adsorcidon
especificos sobre la macromolécula y/o por

atomos de 'H que originalmente formaban parte

de grupos aminicos e hidroxilicos del
gangliésido reemplazados por *H. La otra zona
de hidratacion esta constituida por moléculas
mas moéviles, que no alcanzan, sin embargo, las
condiciones dinamicas para ser consideradas
agua "bulk", inexistente a las relaciones molares
de nuestras muestras.

Las moléculas de agua se intercambian entre
las capas de hidratacidn antes definidas por
difusion traslacional a una velocidad tal que no
se alcanza la condiciéon de rapido intercambio
que generalmente se asume en sistemas
biologicos.

Los resultados obtenidos al disminuir Ia
temperatura de la muestra parecen indicar que la
primera capa esta constituida por moléculas de
agua cuyo comportamiento dinamico es similar
al hielo.
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