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1I-TENSIOACTIVOS

El detergente mas antiguo conocido es el jabon, el cual se lleva utilizando desde el
afio 3000 A.C. En la segunda mitad del siglo VIII el jabén se convirtié en un producto
mas barato pudiendo ser utilizado por todas las clases sociales, lo que llevé a un
notable aumento de la poblacion debido a una mejora de la higiene y la concomitante
disminucion de la tasa de mortalidad. Durante los siglos XVIII y XIX se desarrollo
esta industria considerablemente, fabricAndose diferentes productos: jabones duros,
blandos, perfumados... Henckel introdujo en 1907 el primer detergente en polvo
para lavadoras automaticas bajo la marca “Persil”.

La demanda de detergente se fue haciendo cada vez mds exigente,
solicitindose detergentes con propiedades especiales y menos sensibles a la dureza
del agua. Harkins y Langmuir descubrian en 1917 una clase de sustancias sintéticas
capaces de acumularse preferentemente en las superficies de las disoluciones
acuosas. A estas sustancias se les llam6é mas tarde “tensioactivos”. Fue asi como
empezo6 el desarrollo de formulaciones méas elaboradas hacia los afios 30 y 40 con la
aparicion de nuevos detergentes sintéticos y desplazando casi totalmente al jabén en

los afios cincuenta.

Industria Cosméticos y
textil,papel, cuero farmacéutica Procesos quimicos
13% 10% /* 10%

Agricultura
2%

Otros
8%
Alimentacion

Detergentes
3%

54%

Figura 1. Consumo mundial de tensioactivos en las areas de mayor aplicacién (Rhaman y Gakpe,

2008).
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En los ultimos afios del siglo XX la mejor situacién econémica llevé a un aumento en
la demanda de productos que contenian tensioactivos. En el afio 2003 el mercado
global de tensioactivos tenia un valor estimado de 14.3 billones de ddlares y se
producian unos 11 millones de toneladas de tensioactivos al afio. En el presente se
producen unos 12 millones de toneladas de tensioactivos al afio y se prevé un
incremento de la producciéon mundial de alrededor de un 3% anual (Edser, 2008),
alcanzdndose una demanda estimada en 16 billones de délares (reportaje de Global

Industry Analysts, Inc. http://www.ibtimes.com/prnews/20081022/.htm).

Hoy en dia, la demanda total mundial de tensioactivos es cubierta por un
grupo reducido de productos, siendo los alquilbenceno sulfonatos (LAS), alquil
etoxisulfatos (AES), alquil sulfatos (AS), alquilfenoles etoxilados (APE), alcoholes
etoxilados (AE), y las sales de amonio cuaternario (QAC) los que ocupan las
principales posiciones. Las principales materias primas para la produccién de
tensioactivos son aceites y grasas, tanto animales como vegetales y el petréleo.

Su capacidad para adsorberse a superficies e interfases, confiere a los
tensioactivos una serie de caracteristicas que les permiten ser utilizados en casi todos
los sectores (Figura 1). Debido a sus propiedades de solubilidad, detergencia,
resistencia a la dureza del agua, asi como su capacidad emulsionante, dispersante y
humectante, estos compuestos encuentran aplicacion en numerosos campos
tecnolégicos como formulacién de detergentes, productos de higiene corporal,
cosméticos, aplicaciones alimentarias, pinturas y barnices, aplicaciones agricolas,
farmacéuticas, emulsiones de asfalto, tratamiento de cueros y/o flotaciéon de

minerales, etc. (Ying, 2006).

1.1 Definicién y clasificacion de tensioactivos

Los tensioactivos son compuestos anfifilicos, es decir, que presentan en la misma
molécula una porcién hidréfoba (o apolar), la cual se encuentra unida
covalentemente a una regién hidréfila (o polar), que tiene afinidad por disolventes

polares (Figura 2). La region apolar tiene afinidad por disolventes organicos o



Introduccién 5

apolares y corresponde frecuentemente a una cadena hidrocabonada, de tipo alquilo
o alquil benceno, de longitud variable. Los diferentes tipos de tensioactivos segin su

estructura molecular, incluyendo varios ejemplos, se enumeran en la Tabla 1.

0]
'O_%_OV\OW
Nat 0
\ | |
FPorcion hidrofilica Porcién hidrofébica

Figura 2. Representacion esquemadtica de un tensioactivo donde se muestra la cabeza polar y la cola

hidrofébica.

Tabla 1. Estructura molecular de los tensioactivos

Estructura Molecular Esquema Ejemplos

eJabén (sal soédica o
4cidos grasos)

Cabeza hidrofilica y cola
hidrofébica O/\/v

*Sal alquiltrimetilamonio

Una cabeza hidrofilica y dos m * Alquilbenceno sulfonato

colas hidrofébicas . L
*Fosfolipidos(fosfatidilcolina)

Una cola hidrofébica que

termina en ambos extremos con
grupos hidrofilicos: @, W M *Bolaform cuaternarios
tensioactivos

Las cabezas hidrofilicas de dos

tensioactivos se combinan con

un espaciador rigido, el cual es *Esteres de fosfato
lineal o un anillo organico: géminis
tensioactivos géminis

Maés de dos grupos hidrofilicos * Tensioactivo poliéster

e hidrofébicos: tensioactivos . . o .
limeéri *Tensioactivo polimérico
iméri -

polimericos silicona
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La clasificacién de los tensioactivos mds aceptada se basa en su capacidad de
disociacion en agua. Asi, segin la naturaleza de su grupo polar se pueden encontrar
tensioactivos iénicos (catidonicos o anidnicos), zwiteriénicos (anféteros), y no iénicos

(Salager, 2002) (Tabla 2).

Tabla 2. Tipos de tensioactivo segtin la naturaleza de su grupo polar.

Tipo de Tensioactivo Caracteristicas Ejemplos

*La parte hidroéfila posee dtomos con alta

electronegatividad, haciendo que sean AVAVAVAVAVAV: Sty

lécul. 1 . . .
frolect as ATy po-ares - Dodecilsulfato de Sodio
*El contraién es generalmente un cation

- . (SDS)
pequefio como el sodio, aunque en
Tensioactivos anidnicos ocasiones es mayor como en el caso del q?
amonio o las aminas. \/\/\/\/\/\F\
e Usados como emulsionantes, Jabén O-Na*
solubilizantes, humectantes y
detergentes .

*La parte lipofilica suele ser una cadena
hidrocarbonada larga con una amina
c.uglternarla. como hidrofilo. N* (CH.), Br-
contraién suele ser un haluro. \/\/\/\/\/\/\/\/
Tensioactivos catiénicos *Se adsorben a superficies cargadas
negativamente como tela, pelo o
membranas celulares usdndose como
suavizante, acondicionador o agente
antimicrobianos.

Bromuro de Cetiltrimetilamonio
(CTAB)

*La parte lipofilica suele ser una cadena
hidrocarbonada larga y la parte
. . . hidrofilica contiene cargas negativas y

Tensioactivos anfotéricos o positivas, por tanto se comportan como \ANAANAANNF (CH,), CH,CH, COO -

zwitterénicos cati6n o anién dependiendo del pH. . .
*Pueden oseer las ropiedades Dodecil-N-betaina

p prop

solubilizantes de los aniénicos y las
desinfectantes de los catiénicos.

*Cabeza polar no cargada, con varios
grupos como polioxietilen (etoxilatos) o
poliol. NN
Tensioactivos no-iénicos *Se usan en farmacia, cosmetica, asi O (CH,CH,0O)n H
como solubilizantes y emulsificantes en Alcohol de polioxietileno
alimentos.
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1.2 Propiedades fisicoquimicas de las disoluciones de

tensioactivos

En el seno de un liquido cada molécula estd sometida a fuerzas de atraccion iguales
en todas direcciones de manera que quedan anuladas, sin embargo en la superficie
del liquido hay una fuerza neta hacia el interior. Esto supone que habria que realizar
un trabajo para llevar las moléculas hacia la superficie en contra de esa fuerza. Dicho
trabajo es proporcional a la tension superficial (Jrs). Todos los tensioactivos tienen la
propiedad de disminuir la tensién superficial cuando se afiaden al agua en pequefas
cantidades. En un sistema acuoso, las moléculas de tensioactivo se distribuyen de
manera que tienden a minimizar la superficie de contacto agua-hidrocarburo.

La adsorciéon de las moléculas de tensioactivo en las interfases o en las
superficies que las contienen se debe a la débil interaccion de la porciéon hidréfoba
del tensioactivo con las moléculas de agua, y a la fuerte interacciéon (fuerzas de
dispersiéon y puentes de hidrégeno) que existe entre las moléculas de agua. Asi la
parte hidrofébica del tensioactivo queda fuera del seno de la disolucién acuosa,
mientras que la porciéon hidroéfila interacciona fuertemente con el agua a través de
interacciones dipolo-dipolo o ién-dipolo, quedando solvatada y localizandose asi el
tensioactivo en la interfase aire/agua.

La adsorcion progresiva de las moléculas de tensioactivo en la superficie de la
soluciéon provoca un cambio en las fuerzas de interaccién de las moléculas de agua
de la superficie. Como consecuencia, el tensioactivo es capaz de disminuir la energia
de los enlaces entre las moléculas de agua, es decir, reduce la tension superficial del

agua, expresada CcoOmo:

yrs=d Wrev./d A (N m™)

o cantidad de trabajo necesaria para llevar una molécula de agua a la superficie.
Siendo dWrev el trabajo realizado y dA el aumento del area superficial. A medida que
aumenta la concentracion de tensioactivo, aumenta el numero de moléculas de

tensioactivo en la superficie, hasta que la superficie queda totalmente saturada por
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éstas. A partir de este punto, si la concentraciéon de tensioactivo sigue aumentando,
este se disuelve en la fase acuosa en una forma molecularmente dispersa. La tensiéon
superficial sigue disminuyendo hasta alcanzar un valor critico, llamado
concentracion micelar critica (CMC), a partir de la cual, la tensién superficial se
mantiene constante y se empiezan a formar estructuras en las que las cabezas polares
se orientan hacia la disolucién y las cadenas apolares hacia el interior. Dicha
formacion es cooperativa, espontdnea y reversible. Los agregados que se forman,
denominados micelas, estan en equilibrio con los monémeros de tensioactivo, son
termodindmicamente estables y pueden adoptar varias formas y tamafios en funcién
de la concentracién y naturaleza del tensioactivo. A partir de la CMC cualquier
cantidad de tensioactivo que se afiada a la solucién se incorpora en forma de

agregado y no de monémero (Figura 3) (Chevalier y Zemb, 1990).
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Figura 3. Representacion esquematica del comportamiento de un tensioactivo en disolucién acuosa.

Los dos parametros fundamentales que definen a un tensioactivo son: eficacia, que
corresponde a la méxima disminucién de la tension superficial o tension de interfase
que produce, y eficiencia, que equivale a la CMC y es la cantidad de tensioactivo que
produce ese descenso maximo. El valor de la CMC viene determinado por la
naturaleza del tensioactivo y por la longitud de sus cadenas hidrocarbonadas. La

CMC disminuye logaritmicamente con el nimero de carbonos de la cadena, n.
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Conforme aumenta la CMC, aumenta la capacidad de formar micelas y cuanto
menor es el valor de ésta, mejor detergente serd el tensioactivo (Zana, 2005; Myers,
2006). La determinacién de la CMC, se puede llevar a cabo utilizando cualquier
propiedad que presente un cambio mas o menos brusco frente a la concentracién de
tensioactivo. Algunas de las propiedades més utilizadas son: la tensién superficial,
la conductividad, y las propiedades 6pticas y espectroscopicas tales como medidas
de dispersion de la luz e indice de refraccion o absorcion (Tadros, 2005).

La naturaleza dual de los tensioactivos, en particular el equilibrio entre las
porciones hidréfoba e hidroéfila de la molécula, se conoce como balance hidréfilo-
lipéfilo (HBL), el cual es responsable de los fenémenos de actividad superficial y de
agregacion supramolecular de los tensioactivos (micelas, cristales liquidos,
liposomas, vesiculas y geles), y de é]l dependen fenémenos como la solubilizacion y

la emulsion (Rosen, 2004) (Tabla 3).

Tabla 3. Aplicaciones generales de los tensioactivos en base a su HLB.

HLB APLICACION
4-6 Emulgentes para sistemas agua-aceite.
7-9 Agentes humectantes.
8-18 Emulgentes para sistemas aceite-agua.
13-15 Detergentes.
10-18 Solubilizantes.

Griffin ide6 una escala arbitraria de valores que sirviese como medida del HLB de los
tensioactivos (Griffin, 1949). Asi, por medio de un sistema numérico de indices HLB,
es posible establecer un intervalo de la maxima eficacia para cada tipo de
tensioactivo, deduciéndose de esta escala que cuanto mas alto es el HLB de un
tensioactivo, mayor es su cardcter hidréfilo y por tanto mayor su solubilidad en

disoluciones acuosas.
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1.2.1 Micelas

El término micela se utiliz6 por primera vez en la descripcion de agregados de
jabones y detergentes en disoluciones acuosas (McBain, 1913). La formacién de
micelas es una caracteristica importante de los tensioactivos, de manera que, al igual
que soélo los tensioactivos en forma de monémeros contribuyen a los fenémenos
dindmicos como la actividad espumoégena o la de humectabilidad, otros procesos que
se dan en las interfases, como la interaccion de los tensioactivos con membranas
biolégicas, detergencia o solubilizacion, dependen de las micelas o agregados
presentes en la disolucion (Holmberg y col, 2003). La forma de las micelas
producidas en medio acuoso es importante para determinar diferentes propiedades
de las disoluciones de tensioactivos, tales como la viscosidad, su capacidad de
solubilizar material insoluble en agua o su punto de nube (temperatura a partir del
cual una disolucién isotrépica de tensioactivo se vuelve turbia).

Los cambios en la temperatura, pH, concentracién del tensioactivo, aditivos en
la fase liquida y grupos estructurales en el tensioactivo pueden causar cambios en el
tamafio, forma y nimero de agregacion de las micelas (Rosen, 2004). La formacién de
estos agregados no solo tiene lugar en medio acuoso sino también en otros
disolventes polares y no polares (Lattes y Rico, 1989). Las micelas comienzan a
formarse en disoluciones acuosas de tensioactivo a concentraciones mayores de la
CMC. Esta CMC no es una concentracion tnica, sino un rango de concentraciones.
También es necesario que se alcance una Temperatura Micelar Critica, TMC, la cual
coincide con la temperatura de fusion de las cadenas hidrocarbonadas (McBain y
Hutchinson, 1955).

Por otra parte, la solubilidad de un tensioactivo muestra un fuerte aumento a
cierta temperatura, denominada punto o temperatura de Krafft. Generalmente la
TMC y el punto de Krafft coinciden. En este punto las moléculas de tensioactivo
coexisten como monémeros, micelas y sélidos hidratados y la solubilidad del
tensioactivo es igual a la CMC. Por debajo del punto de Krafft el tensioactivo existe
en forma molecular con una solubilidad limitada, mientras que por encima, los

cristales estan en equilibrio con micelas y monémeros (Schramm y Marangoni, 2000;
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Xia y Nnanna, 2001) (Figura 4). En general un tensioactivo puede mostrar actividad
superficial cuando se usa a una temperatura por encima de su punto de Krafft.

El punto de Krafft puede variar por pequefios cambios en la estructura
quimica del tensioactivo. En general, aumenta con la longitud de las cadenas alquilo
y depende del grupo de cabeza y de los contraiones. La adicién de sal aumenta el

punto de Krafft mientras que otros cosolutos lo disminuyen (Holmberg y Jonsson,

2003; Tadros, 2005).
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Figura 4. Diagrama de fase Temperatura-Concentracién.

Los tensioactivos no iénicos no tienen punto de Krafft, de forma que su solubilidad
puede disminuir con la temperatura y pueden perder sus propiedades de actividad
superficial alrededor de una temperatura dada denominada punto de nube, debido a
que aumentan las interacciones entre las micelas formando superagregados. A
temperaturas por encima del punto de nube la solucién puede separarse en dos fases:

una rica en tensioactivo y otra rica en agua (Schramm y Gerrard, 2000).
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La teoria de la estructura micelar estd basada en la geometria de diferentes formas
micelares y el espacio ocupado por los grupos hidrofilicos e hidrofébicos de las
moléculas de tensioactivos. Segtin esta teoria la forma micelar esta determinada por

el valor del parametro de empaquetamiento (P) (Israelachvili, 1976):
P=v/aol

donde v y 1 son el volumen y longitud de la molécula hidrofébica, y ao es el area de
superficie 6ptima (4rea de seccién transversal) ocupada por el grupo hidrofilico de
un tensioactivo en la interfase micela/agua (Zana, 2005). La forma del tensioactivo y
de las estructuras micelares que se puede formar en una disolucion segtn el

parametro de empaquetamiento se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Agregados de tensioactivo dependiendo del pardmetro de empaquetamiento critico.

T 2 0 A

173 172 1
— | | =
B il o
By mmm -
s i 858

1.2.2. Propiedades solubilizantes

El poder solubilizante de los tensioactivos estd directamente relacionado con su
capacidad de formar micelas. La solubilizaciéon es un proceso dinamico y depende
tanto de la naturaleza del soluto como del tensioactivo empleado. La solubilizacién
de un compuesto también se ve afectada por la presencia de electrolitos, el efecto de
compuestos orgénicos tanto monoméricos como poliméricos, y la temperatura. En

general la cantidad de soluto solubilizado es directamente proporcional a la
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concentraciéon de tensioactivo utilizado, una vez que la formacion de las micelas ha
tenido lugar.

Si el compuesto a solubilizar es hidrofébico o muy poco soluble en agua
(grasas, moléculas aromaticas y farmacos), su solubilidad aumenta cuando el
tensioactivo se encuentra por encima de su CMC. Dicho compuesto es solubilizado
en el nucleo hidrofébico de las micelas, constituyendo los llamados sistemas
solubilizados. Por otro lado, si el compuesto es de tipo anfifilico (alcoholes) puede
dar lugar a micelas mixtas, mientras que si el compuesto es de tipo hidrofilico la
solubilizacién tendra lugar en la interfase micela-medio acuoso (Figura 5) (Rosen,
1978). En perfumeria, esta propiedad es fundamental para que los perfumes (aceites)
se estabilicen en diferentes productos comerciales como cosméticos, detergente,

plasticos, etc.
o A
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Figura 5. Representacion de la accion de detergencia de los tensioactivos.

1.2.3. Otras propiedades

Ademas de las caracteristicas enunciadas anteriormente los tensioactivos pueden
actuar como dispersantes situdndose en la superficie de particulas sélidas en
suspension y previniendo su agregaciéon al producirse una repulsién entre las
cabezas polares. Cuando los monémeros de tensioactivo se adsorben en la interfase
solido-aire o sdlido-liquido crean una pelicula de agua sobre las superficies sélidas
hidrofébicas actuando como humectantes. Por otra parte, los tensioactivos también
pueden actuar como espumantes. La espuma es la dispersiéon de un gas en un

liquido, generalmente aire en agua, donde hay un pequefio volumen de liquido en
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comparacion con el gas. Cada espacio ocupado por aire estd recubierto por moléculas

de tensioactivo adsorbidas a una delgada capa de agua (Figura 6).

Figura 6. Estabilizacién de sistemas espumdégenos por accién de tensioactivos.

Los tensioactivos son también capaces de actuar como emulsionantes, ya que se
sitdan en la interfase aceite-agua dando lugar a microemulsiones (Hoar y Shulman,
1943). La incorporacién de un tensioactivo aumenta la estabilidad del estado disperso
(Figura 7). En ocasiones se requiere la adicién de un co-tensioactivo (suelen ser
alcoholes de cadena corta) y de electrolitos. Al ir variando el contenido de los
componentes los sistemas se pueden convertir en bifasicos o trifasicos, en los cuales
pueden aparecer estructuras lamelares, hexagonales, ctubicas o desordenadas tipo
cristalinas. Uno de los campos més importantes de aplicaciéon de las microemulsiones
es como vehiculos para la liberacion de farmacos ya que poseen un alto poder de
solubilizacién de compuestos activos insolubles en agua y protecciéon de farmacos

sensibles (Lawrence y Rees, 2000).

a b C

Figura7. Representacion esquematica de las microestructuras mas comunes de microemulsiones.
(a) aceite en agua, (b) bicontinua, y (c) agua en aceite.



Introduccién 15

2- TENSIOACTIVOS BIOLOGICOS

Hoy en dia el uso de tensioactivos es practicamente indispensable debido a sus
multiples propiedades y aplicaciones. A pesar del gran nimero de aplicaciones y de
las numerosas ventajas que presentan los tensioactivos tanto en el &mbito industrial
como econdmico y sanitario, uno de los problemas de estos compuestos es que
generalmente son téxicos en mayor o menor medida. En muchos casos los productos
que contienen tensioactivos entran en contacto con la piel, ojos y mucosas pudiendo
provocar diferentes tipos de reacciones adversas. Ademadas, muchos de estos
compuestos proceden del petréleo lo que hace que sean poco biodegradables y
perjudiciales para el medioambiente. Los procesos de manufacturacién y algunos
productos laterales que se forman en estos procesos también pueden ser peligrosos
desde el punto de vista ecolégico, lo cual es muy importante, ya que muchos de ellos
acabaran formando parte del ecosistema una vez son desechados (Makkar y
Cameotra, 2002). Todo esto ha hecho necesario aplicar de forma rigurosa una serie de
regulaciones medioambientales, e incrementar la conciencia de la necesidad de
proteger el ecosistema buscando alternativas menos toxicas y mds respetuosas con el
medio ambiente (Banat y col., 2000; Benincasa, 2007). Los tensioactivos biol6gicos

constituyen tal vez la mas interesante de estas alternativas.

2.1. Definicion y clasificacion de los biotensioactivos

Los tensioactivos biolégicos (biotensioactivos) son moléculas anfifilicas de origen
microbiano, generalmente procedentes de bacterias, hongos y levaduras. Estas
sustancias son sintetizadas principalmente en fase exponencial y los
microorganismos que las producen se dividen en tres categorias segtn el sustrato
que utilicen: los que usan alcanos exclusivamente como fuente de carbono, tales
como Corynebacterium sp. o Arthrobacter sp.; los que s6lo usan sustratos solubles en
agua como fuente de carbono, como es el caso de Bacillus sp.; y los que usan tanto

alcanos como sustratos solubles en agua como fuente de carbono como Pseudomonas
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sp. Debido a interesantes propiedades como su diversidad estructural, baja toxicidad
y biodegradabilidad se estan convirtiendo en una excelente alternativa a los

tensioactivos de origen quimico.

Tabla 5. Clasificacion de los biotensioactivos segtin su grupo polar y microorganismos productores

mas representativos.

TENSIOACTIVO MICROORGANISMO

GLUCOLIPIDOS

- Ramnolipidos. Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp.,

Serratia rubidea
. Arthrobacter paraffineus, Corynebacterium spp.,
*Trealosalipidos. Mycobacterium spp., Rhodococus erythropolis,

Nocardia sp.

Candida apicola, Candida bombicola, Candida

*Soforosalipidos. lipolytica, Candida bogoriensis

*Manosileritrolipidos. Candida antartica.

LIPOPEPTIDOS Y LIPOPROTEINAS

sSurfactina. Bacillus subtilis, Bacillus pumilus
elturina. Bacillus subtilis

*Viscosina. Pseudomonas fluorescens
sLiguenisina. Bacillus licheniformis

FOSFOLIPIDOS Y ACIDOS GRASOS

Co. o Acinetobacter sp.
*Acidos corynomicolicos. Corynebacterium lepus

BIOTENSIOACTIVOS POLIMERICOS

*Emulsan. Acinetobacter calcoaceticus
eAlasan. Acinetobacter radioresistens
eLiposan. Candida lipolytica

BIOTENSIOACTIVOS PARTICULADOS

*\Vesiculas. Acinetobacter calcoaceticus

*Células microbianas Cyanobacteria
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Ademas son capaces de disminuir la tensién superficial e interfacial usando los
mismos mecanismos que los tensioactivos quimicos. Estos biotensioactivos se
pueden encontrar tanto intracelularmente, como adheridos a la pared celular, o
siendo excretados al medio externo.

Los biotensioactivos se clasifican principalmente por su composicién quimica
y origen microbiano. Dependiendo de su grupo polar se pueden clasificar en cinco
grupos diferentes (Desai y Banat, 1997): glicolipidos, lipopéptidos y lipoproteinas,
fosfolipidos y acidos grasos, tensioactivos poliméricos y tensioactivos particulados

(Tabla 5).

a
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Figura 8. Ejemplos de diferentes estructuras de biotensioactivos. a) Glicolipidos; b) Lipopéptidos;

¢) Biotensioactivos poliméricos.
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Por otro lado, los biotensioactivos también se pueden clasificar segin su peso
molecular (Ron y Rosenberg, 2001). Asi, los glicolipidos, lipopéptidos y fosfolipidos
se consideran compuestos de bajo peso molecular con actividad superficial, siendo
capaces de reducir la tensién superficial del agua hasta 25-30 mN/m. Los glicolipidos
estan constituidos por mono-, di-, tri- y tetrasacaridos de azticares como glucosa,
manosa, trealosa, soforosa, celobiosa, manosileritritol, y ramnosa, més el componente
apolar. Dentro de este grupo cabe destacar los ramnolipidos, producidos por
diferentes especies de Pseudomonas, los soforosalipidos producidos por especies de
Candida y Torulopsis, y los trealosalipidos que son sintetizados por Rhodococcus y
otros actinomicetos (Figura 8a). En el caso de los lipopéptidos cabe destacar los
producidos por varias especies de Bacillus, en particular B. subtilis que sintetiza
surfactina, un lipopéptido ciclico y uno de los biotensioactivos conocidos mas
potentes (Figura 8b).

Por otro lado los biotensioactivos de elevado peso molecular se caracterizan
por tener CMC mas altas que los de bajo peso molecular siendo incapaces de reducir
la tensién superficial del agua por debajo de 35-40 mN/m. La propiedad principal de
estos compuestos es su capacidad de estabilizar emulsiones aceite/agua actuando
como bioemulsionantes. Las diferentes especies de Acinetobacter producen
bioemulsionantes de elevado peso molecular como el emulsan, el cual es una mezcla
compleja de un heteropolisacarido y proteinas y es un efectivo agente emulsionante

de hidrocarburos en agua (Figura 8c).

2.2. Papel fisiologico de los biotensioactivos

No se ha podido determinar con claridad el papel fisiolégico que estas moléculas
desempefian para los microorganismos que las producen. Debido a la amplia
variedad estructural y de especies que los sintetizan, las cuales pueden ocupar
habitats muy distintos, lo mas acertado seria adjudicarles diversas funciones, aunque

todas ellas estarian en relacion directa con su caracter anfifilico.
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Diferentes investigadores han revisado el papel fisioloégico de los biotensioactivos
(Neu, 1996; Ron y Rosenberg, 2001; Van Hamme y col., 2006). Alguno de los papeles
que se atribuyen a estas sustancias son movilidad (volar, nadar y desadherirse de
superficies), interaccion célula/célula para la formacién de biofilms, mantenimiento
y maduracién, quorum sensing, amensalismo y patogenicidad. Cuando los
microorganismos patogénicos infectan plantas o animales podrian producir
biotensioactivos, que actuarian como agentes dispersantes para el microorganismo y
como agentes humectantes para la célula hospedadora. También podrian estar
implicados en la diferenciacion celular, accesibilidad a sustratos y resistencia a
compuestos toxicos. Muchos de ellos han demostrado su accién antimicrobiana, en
general con efectos mas marcados sobre microorganismos grampositivos que sobre
gramnegativos, debido a diferencias en la estructura de su pared celular. Asi mismo,
también se han encontrado propiedades antiftingicas y antivirales en algunos de
ellos, principalmente en lipopéptidos y glicolipidos.

Otro posible papel de los biotensioactivos seria el de almacén de fuente de
carbono y energia (Kitamoto y col., 2002). La interacciéon entre microorganismos y
substratos insolubles como hidrocarburos, permitiendo el acceso a los nutrientes
gracias a su accion emulsionante y solubilizante podria ser el papel principal de los
biotensioactivos. Los microorganismos usan una gran variedad de compuestos
organicos como fuentes de carbono y energia. Cuando la fuente de carbono es un
sustrato insoluble como hidrocarburos, los microorganismos facilitan su difusién al
interior celular mediante la producciéon de biotensioactivos. Algunas bacterias y
levaduras excretan al medio biotensioactivos idénicos que emulsionan los
carbohidratos, mientras que otras son capaces de cambiar la estructura de su pared
celular por la sintesis de lipopolisacaridos o biotensioactivos no iénicos (Karanth y
col., 1999). La mayoria de las funciones citadas de los biotensioactivos tienen lugar
extracelularmente, siendo posible que todavia estén por descubrir nuevas actividades

intracelulares.
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2.3. Aplicaciones potenciales de biotensioactivos

El uso de biotensioactivos se ha propuesto para un gran ntimero de aplicaciones
comerciales (Tabla 6). Actualmente, la principal aplicacién de los biotensioactivos se
encuentra en la biorremediacién de contaminaciones por hidrocarburos, y en la
industria del petréleo y el aceite, en particular la mejora de la recuperacion
microbiana de petréleo (MEOR) y la limpieza de tanques de almacenaje. Un ejemplo
de esta actividad son los productos utilizados por la empresa Rhamnolipids Co., que
utiliza ramnolipidos Biorem 80, Esludger 60 y Biorem 70 ® para remediacion. Otro
campo emergente de aplicacion, es la industria biomédica y de cuidado de la salud.
Algunos biotensioactivos han demostrado ser buenas alternativas a productos
sintéticos como agentes antimicrobianos y terapéuticos, debido a diferentes
propiedades bioloégicas como antimicrobianos, antivirales, antiadherentes,
anticancerigenos o como inmunomoduladores. Ademas, los biotensioactivos se
consideran generalmente més seguros que los tensioactivos sintéticos debido a su
origen biolégico, aunque se han llevado a cabo pocos estudios atin para confirmar su
falta de toxicidad (Muthusamy y col., 2008).

En agricultura se aplican por su actividad insecticida y herbicida. Se han
utilizado bioemulsionantes en formulaciones de herbicidas y pesticidas (Rosenberg y
Ron, 1999), y biotensioactivos producidos por bacterias del genero Bacillus para
emulsionar y dispersar en fase acuosa pesticidas de solubilidades bajas como son los
de tipo 6rganofosforados (Patel y Gopinathan, 1986), ramnolipidos producidos por
Pseudomonas syringae en el biocontrol de Candida thistle, y ramnolipidos junto con el
hongo Mytothecium verrucaria como herbicidas en el control de Pueraria lobata (Singh
y col., 2007). Stanghellini y Miller (1997) demostraron que los ramnolipidos son
efectivos contra tres géneros de patégenos zoospoéricos de plantas.

Estos compuestos también tienen aplicaciones potenciales en cosméticos y
productos de higiene personal, detergentes, industria alimentaria, procesos de
manufacturacién y mineria, provisiones de lavanderia, tratamiento y procesamiento

del metal, procesamiento del papel e industria de la pintura. A nivel industrial, los
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heteropolisacaridos de Macrocystis pirifra y Azobacter vinelandii se han usado como

dispersantes en la producciéon de cerdmica (Pellerin y col., 1991)

Tabla 6. Aplicaciones potenciales de los biotensioactivos.

CAMPO DE APLICACION

FUNCION

BIBLIOGRAFIA

Petréleo

Recuperacion y de-
emulsion

Industria farmacéutica

Agente Terapéutico

Medioambiente

Biorremediacion y
lavado de suelos

Agricultura

Control biolégico

Industria Cosmética.

Productos de belleza 'y
cuidado personal

Alimentacion

Emulsionante y de-
emulsionante

Ingrediente funcional

Bioprocesamiento

Procesamiento:

* Mejora del drenaje de petréleo en pozos.

« Liberacion de crudo atrapado en los capilares
de las rocas.

« Humidificacién de superficies solidas.

* Reduccion de la tensién superficial.

* Desemulsién de emulsiones oleosas.

* Solubilizacién de aceites.

* Reduccion de la viscosidad.

+ Agentes humectantes.

¢ Antimicrobiano, antifingico y antivirico.
* Agente adhesivo,
inmunomoduladores, vacunas, terapia génica.

¢ Emulsion de hidrocarburos.

« Reduccion de la tensién superficial.
¢ Secuestro de metales.

* Dispersion.

» Agentes espumantes.

* Detergente.

* Accion directa o facilitando la accion de
otros microorganismos.

« Adyuvante en pesticidas y herbicidas

« Emulsionantes, espumantes, solubilizantes,
humectantes, agentes antimicrobianos,
mediadores de accién enzimatica.

« Emulsionante, solubilizante,
emulsificador, humectante,
desespumante, lubricante.

de-
espumante,

(Kanga y col, 1997; Raiger y
Lopez, 2009; Schramm y Gerrad
2000; Bognolo, 1999)

(Singh 'y Cameotra, 2004,
Rodriguesy col, 2006; Seydlova

moléculas Y Svobodova, 2008; Falagas y

Makris, 20009;
Makkar, 2004)

Cameotra y

(Wang y Mulligan, 2004;
Mulligan, 2005; Finnerty,1994)

(Haferburgy col., 1987 ; Kimy
col., 2004; Wang col., 2005)

(Brown, 1990; Williams, 2009)

(Shepherd, 1995; Nitschke y
Costa, 2007)

e Interaccion con lipidos,
carbohidratos, agente protector.

proteinas y

* Biocatalisis en sistemas binarios acuosos y
microemulsiones.

« Biotransformacion.

» Recuperacion de productos intracelulares.

e Mejora de la produccibn de enzimas
extracelulares y productos de fermentacion.

(Singhy col, 2007)
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2.4. Biotensioactivos frente a tensioactivos quimicos

Se ha demostrado que los biotensioactivos presentan multiples ventajas sobre los
tensioactivos sintetizados quimicamente (Kosaric, 1992; Kitamoto y col., 2002;

Rahman y Gakpe, 2008; Muthusamy, 2008). Entre ellas podemos citar:

* Biodegradabilidad y baja toxicidad. Son facilmente degradados por bacterias y
otros microorganismos de manera que no quedan en el medio ambiente,
mientras que los tensioactivos quimicos presentan una alta toxicidad, y debido
a una gran resistencia a la degradacion terminan acumuldndose en el medio
ambiente.

* Biocompatibilidad y digestibilidad. Esto permite su aplicaciéon en cosmética,
farmacéutica y como aditivos alimentarios.

* Produccién a partir de materias primas renovables. Generalmente, éstas estan
disponibles en grandes cantidades y a precios competitivos.

* Uso en el control medioambiental, en la manipulacién de emulsiones
industriales, control de vertidos de petréleo, biodegradacién y detoxificaciéon
de efluentes industriales y biorremediacion de suelos contaminados.

* Son moléculas orgédnicas complejas con grupos funcionales especificos los
cuales suelen tener una accion especifica. Esto seria de particular interés en la
detoxificacion de contaminantes especificos, desemulsificaciéon de emulsiones
industriales, cosméticos especificos, farmacéutica y aplicaciones alimentarias.

* Son efectivos a temperaturas, pH y salinidad extremos.

 La mayoria poseen una baja CMC y son capaces de reducir la tensién
superficial e interfacial entre interfases liquidas, sélidas y gaseosas, lo que les
permite mezclarse o dispersarse como emulsién en agua u otros liquidos.

* DPoseen una gran capacidad para formar ensamblajes moleculares (vesiculas,
micelas, cristales liquidos, etc.).

* Presentan una gran actividad biolégica variada (accién antimicrobiana,
antivirica, antitumoral, etc.) que les faculta para poder ser usados como

agentes terapéuticos.
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A pesar de todas las ventajas citadas anteriormente, los biotensioactivos siguen sin
poder competir con los tensioactivos de origen quimico debido a varios
inconvenientes (Kosaric, 1992). El principal de ellos es que la producciéon de
biotensioactivos a gran escala suele ser atin cara, y en aplicaciones medioambientales
y la industria del petréleo se necesitan grandes cantidades. Este problema se esta
intentando solventar utilizando materias primas cada vez mas baratas, como
sustancias de desecho de otras industrias, con lo que al mismo tiempo se combate su
efecto contaminante y se equilibran los costes.

Otro problema se encuentra en la obtencién de biotensioactivos puros para
determinadas aplicaciones, ya que los costes de aislamiento y purificacion de los
biotensioactivos generalmente son elevados. En algunas aplicaciones como la
biorremediacion in situ no se requiere una elevada pureza pero esta es de particular
importancia en aplicaciones farmacéuticas, cosméticas y alimentarias.

Las cepas productoras de biotensioactivos son raras y generalmente tienen
una baja productividad. Ademas necesitan medios complejos. Finalmente otro gran
inconveniente en la produccién de biotensioactivos es el control de la formacién de
espuma en los procesos a escala industrial.

Teniendo en cuenta todo lo anterior existen tres aspectos principales que
deberian de mejorar en su produccion: el coste, la funcionalidad y la capacidad de
produccién. Para que los biotensioactivos fueran competitivos econémicamente
(Mukherjee y col., 2006) deberia usarse sustratos baratos o de desecho que
disminuyan los costes del proceso, desarrollarse bioprocesos eficientes, incluida la
optimizacién de las condiciones de cultivo y procesos de separacién rentables para la
maxima producciéon y recuperacion de biotensioactivos, y desarrollarse cepas
superproductoras, mutantes o recombinantes, para aumentar los rendimientos. Para
cualquiera de estas tres mejoras es necesario un mayor conocimiento de los
mecanismos de regulacion y de las cinéticas de produccién en base al
microorganismo y sustrato elegidos.

Los biotensioactivos pueden sintetizarse a partir de diversos sustratos y se
estd dando una gran importancia a los provenientes de recursos renovables (aceites

vegetales, lecherias, destilerias, etc.) (Makkar y Cameotra, 2002). Normalmente, la
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limitacion de nitrégeno conduce a wun incremento en la produccién del
biotensioactivo, y los iones y elementos traza también inciden en la biosintesis.
Concentraciones altas de iones en la fase acuosa inhiben la produccién de
biotensioactivos al afectar sus propiedades de interfase. Asi por ejemplo, altas
concentraciones de cloruro sédico inactivan a los glicolipidos de Torulopsis apicola
(Georgiou y col., 1992).

La calidad y cantidad de la produccién de biotensioactivos dependen de modo
importante de la fuente de carbono, de manera que sustratos inmiscibles en agua
promueven la sintesis de biotensioactivos mientras que compuestos como glucosa,
acetato y acidos tricarboxilicos conducen a la represiéon catabdlica de la sintesis de
biotensioactivos (Nitschke y col., 2005).

Finalmente, el pH, la temperatura, la agitacion y la disponibilidad de oxigeno
también deben ser controlados para la produccién de biotensioactivos (Desai y Banat,
1997; Cameotra y Makkar, 1998). Tarek y col., (2006) han optimizado la produccién de
biotensioactivo a partir de Nocardia amarae usando aceite de oliva como fuente de
carbono, y han descrito que los cultivos agitados tienen un mayor rendimiento que

los estaticos, alcanzando el mayor rendimiento a 150 rpm, en su caso.
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3. TREALOSALIPIDOS

3.1. Estructura quimica de los trealosalipidos

Dentro de los biotensioactivos, los glicolipidos son los més estudiados debido a su
alta tasa de produccién, y a la utilizacién de materias primas renovables como fuente
de carbono en su produccién. Microorganismos del grupo de los micolatos, como
son, Mycobacterium, Rhodococcus, Arthrobacter, Nocardia y Gordonia, producen
trealosalipidos con actividad superficial cuando crecen con hidrocarburos como
fuente de carbono, incluyendo mono-, di- y tetraésteres, donde los restos lipidicos

son cadenas largas de acidos o hidroxidcidos grasos.

OH
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Figura 9. Estructura quimica de algunos trealosalipidos.

La trealosa es el componente basico de los glicolipidos de la pared celular de
micobacterias y corinobacterias. Es un disacdrido no reductor en el que

dos moléculas de glucosa estdn unidas por un enlace a,a-1,1-glicosidico. Los
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tensioactivos trealosalipidicos de diferentes microorganismos difieren en el tamafio y
estructura de su acido micélico, el nimero de dtomos de carbono y el grado de

instauracion (Asselineau y Asselineau, 1978) (Figura 9).

Tabla 7. Propiedades de diferentes biotensioactivos producidos por el género Rhodococcus.

TENSION TENSION
MICROORGANISMO PRODUCTO SUPERFICIAL INTERFACIAL CMC REFERENCIAS
(mN nm?) (mN ntt)
T_real_osa _ 36 17 4
dicorinomicolato
. Trealosa Kimy col., 1990

R erythropolis DSM 43215 | yqnocorinomicolatd 32 14 4

Trehalosa-2,2",3,4- 26 <1 15

tetraester

: Succinoil Ishigami ycal.,
R. erythropolis SD-74
ythrop trealosalipido 26 8 200 1987
R rubropertinctus 60003 TOdO el CUItiVO 31 2.0 n.d.
Ramsay ycol.,
R. aurantiacus 80001 Todo el cultivo 28 0.35 nd. | 1983
R terrae 70006 Todo el cultivo 30 3.0 n.d.
. Sobrenadante libre Espuny ycal.,
Rhodococcus strain 51T7 de células 30 n.d. n.d. 1996
. o Singery

Rhodococcus strain H13-A | Octaacil-trealosa n.d. 0.02 15 Finnerty., 1990

El interés en los trealosalipidos como biotensioactivos se puede remontar al
descubrimiento de dimicolatos de trealosa en la capa de emulsiéon de caldos de
cultivo de Athrobacter paraffineus cuando se cultivaban las células sobre sustratos
hidrofébicos (Martin y col., 1991). El trealosalipido mds conocido, es el llamado factor
cuerda (cord factor). Es un componente de la pared celular de micobacterias. Tiene
una cadena de 4cido micoélico unido por un enlace a-éster al Cs de cada glucosa

dando lugar a trealosa 6,6-dimicolato (Figura 9) (Franzetti y col., 2010). Este
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glicolipido es inmunogénico por lo que se ha intentado usar en la prevencién de
enfermedades como la tuberculosis (Besre y Chatterjee, 1994; Warwick y col., 1994;
Vergne y Dafne, 1998; Brennan y Nikaido, 1995).

Estos compuestos son capaces de reducir la tension superficial del agua de 72
a 26-36 mN m y la tension interfacial entre el agua y una fase hidrofébica de
43 mN m a valores de 17 mN m! y hasta por debajo de 1 mN m-.

Se han elucidado varios tipos de trealosalipidos en respuesta a la presencia de
n-alcanos en el medio de cultivo de bacterias del género Rhodococcus. Estos
glucolipidos varian en el namero y longitud de la cadena (Cz0-Co0) de los acidos
grasos esterificados, asi como en sus propiedades (Tabla 7). La mayoria de los
trealosalipidos sintetizados por Rhodococcus y géneros relacionados estan unidos a la
envuelta celular y son producidos principalmente cuando los microorganismos
crecen en hidrocarburos. Estas caracteristicas tienen significantes consecuencias
negativas en el nivel de produccién y su recuperacion para aplicaciones industriales

(Lang y Philp, 1998).

3.2. Biosintesis de trealosalipidos

La formacién de los residuos micdlicos se debe a una condensacion tipo Claisen entre

dos &cidos grasos, probablemente activados ambos como tioléster:

R-CO-X + (|3H2-CO-Y _ R-CO-(fH-CO-Y _ R-(|3H-CH-(|ZOOH
R, R, OH R,

donde X e Y se consideran los grupos activos. La trealosa-6-fosfato sintetasa (TPS)
cataliza la reaccién clave para la sintesis del residuo de azucar final, trealosa-6-
fosfato, uniendo dos unidades de a-D-glucopiranosil en C; y Ci.. UDP-glucosa y

glucosa-6-fosfato acttian probablemente como los precursores inmediatos:
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UDP-Glucosa + Glucosa-6-fosfato——>»  rekhlosa-6-fosfato + UDP

En Rhodococci alcanotrépicos, TPS es inducida por los n-alcanos. Las reacciones con
mayor implicacion en la sintesis de trealosalipidos se han dilucidado para trealosa
dimicolatos en M. tuberculosis donde la produccion ocurre en las etapas finales de la
sintesis de la pared celular. En esta fase, los acidos micolicos sintetizados son
transportados y unidos al complejo arabinogalactano peptidoglicano de la pared,
seguido por la formacion de trealosa dimicolato, la cual ocurre en cuatro reacciones
(Figura 10). Las dos primeras se dan en el interior de la célula, después se transfiere
el trealosa monomicolato al exterior de la célula gracias a un transportador donde

ocurre la tltima reaccién (Franzetti y col., 2010; Lang y Philp, 1998).

Micolil-S-poliquetido sintasal3 Micoliltransferasa I . . .
citoplasmética 6-O-micolil-B-D-manopiranosil-1-

+ > fosfoheptaprenol
D-manopiranosil-1-fosfoheptaprenol

6-O-micolil-B-D-manopiranosil-1- Micoliltransferasa II
fosfoheptaprenol de membrana
+ » Trealosa monomicolato

Trealosa-6-Fosfato

Trealosa monomicolato dentro Trealosa monomicolato fuera
+ Transportador ABC +

ATP ADP-Pi

Trealosa monomicolato Micoliltransferasa Trealosa Dimicolato
extracelular
e — L

+ Ag85/Fbp/PS1 +

Trealosa monomicolato Trealosa

Figura 10. Via biosintética de trealosa dimicolato.
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3.3. Produccién microbiana

Actualmente el principal obstaculo para la aplicacion a gran escala de
biotensioactivos es el elevado coste de producciéon. El tipo y cantidad de
trealosalipido que se produce depende de las condiciones de crecimiento. Se ha
descrito la produccién de biotensioactivos unidos a la pared celular, capaces de
reducir la tensién superficial, los cuales sélo se producen en presencia de
hidrocarburos como fuente de carbono, asi como la producciéon de bioemulsionantes
extracelulares que se sintetizan s6lo con sustratos solubles (Pirog y col., 2004;
Franzetti y col., 2008).

Las condiciones de cultivo y el uso de sustratos de bajo coste pueden reducir
el coste de producciéon (Ruggeri y col., 2009; Uchida y col., 1989; Abu-Ruwaida y col.,
1991; Espuny y col., 1995). Por ejemplo, la produccién de biotensioactivos suele estar
asociada con la limitacion de nitrégeno, de modo que la sobrefertilizacién, practica
comun para la remediacién in situ, podria tener un efecto negativo. La eficiencia y
éxito comercial del proceso biotecnolégico entero es un punto clave para la
explotacion de trealosalipidos, los cuales suelen encontrarse unidos a la superficie
celular, incrementando el coste aguas abajo y disminuyendo el campo de produccion.
En las etapas de extraccion de trealosalipido se han usado diferentes disolventes. El
mas utilizado es cloroformo:metanol (2:1) aunque también puede utilizarse el
t-butilmetil éter o una mezcla de acetato de etilo:metanol (8:1). Otras técnicas
utilizadas son la precipitacion acida, similar a la usada para ramnolipidos y
surfactina, o diafiltracién y precipitacién con isopropanol.

Para determinar el contenido de trealosalipido en un medio de cultivo o un
extracto se utiliza el método de la antrona (Hodge y Hofreiter, 1962). Este ensayo
colorimétrico se basa en la reaccién de antrona con el aztcar trealosa formando un
complejo coloreado, el cual se puede cuantificar usando un espectrofotémetro. Otra
opcion seria el método del acido sulfairico-fenol (Dubois y col., 1956). Finalmente se
procede a la purificacion del trealosalipido. Se lleva a cabo generalmente usando TLC
o cromatografia en columna. Mediante TLC puede detectarse trealosalipido en un

extracto a la vez que se obtiene informacion sobre la composicién estructural. La fase
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moévil que mas se utiliza es cloroformo:metanol:agua (65:15:2 o 65:25:4). La
purificaciéon a gran escala usando columnas cromatograficas es méas laboriosa ya que
los biotensioactivos se producen a bajas concentraciones. Ademas la presencia de
diferentes tipos estructurales de trealosalipidos y un gran ntimero de otros tipos de
lipidos con n-alcanos (sustrato en el proceso de produccion), complica el proceso de
purificaciéon. Debido a esto se hace necesario un paso preliminar para eliminar el
hidrocarburo usando diferentes mezclas de cloroformo: metanol.

La caracterizacion estructural del trealosalipido purificado se puede llevar a
cabo trabajando con la molécula intacta o rompiendo la estructura entre el
carbohidrato y el acido graso. La espectroscopia de masas (MS) es el mejor método y
se puede usar para identificar todas las estructuras individuales de la mezcla
glucolipidica. Para la caracterizaciéon de los componentes 4cidos graso o carbohidrato
del trealosalipido se utiliza la cromatografia de gases acoplada a la MS (GC-MS).
Para ello es necesaria la hidrdlisis alcalina de la mezcla glucolipidica que da lugar a
la conversién de la porcién lipidica a éster metilico del 4cido graso (Kretschmer y col.,
1982; Kuyukina y col., 2001). La caracterizacion del acido graso aporta una
informaciéon esencial para la identificacion de la estructura. El andlisis del
componente trealosa usando GC o GC-MS después de la conversiéon a derivados
trimetilsililados aporta informacion sobre el enlace éster del acido graso a la trealosa.
Otras técnicas utilizadas para la caracterizacion del trealosalipido son el bombardeo
atomico rapido-MS (FAB-MS) y mdas recientemente desorcion matriz-
asistida/ionizaciéon de laser (MALDI). También se ha utilizado el método de
ionizacion electrospray-MS (ESI-MS) (Niescher y col., 2006), aunque este estudio usa
ionizaciéon positiva y puede ser muy complejo debido a la presencia de iones
protonados con aducto de Na*. La ESI-MS en modo i6n negativo usando HPLC-MS,

podria ser una alternativa mejor (Marqués y col., 2009).
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3.4. Aplicaciones potenciales de los trealosalipidos

El potencial comercial de distintas especies de Rhodococcus es cada vez mas atractivo
(Tabla 8), fundamentalmente debido a su capacidad metabélica para degradar un
amplio rango de contaminantes medioambientales y transformarlos en compuestos
atiles. Esta propiedad hace que puedan ser utilizados en medio ambiente y en la
industria biotecnolégica. Un punto clave en la aplicacion en biorremediacion
medioambiental es su especificidad, debido al hecho de que diferentes cepas
microbianas producen diferentes tipos de moléculas. La aplicacion de trealosalipidos
muestra buenos resultados en experimentos de solubilizacion y biodegradacion de
diferentes compuestos organicos hidrofébicos.

Se han observado actividades y propiedades en estos trealosalipidos que
indican que podrian ser utilizados en aplicaciones industriales asi como en el campo
de la medicina debido a propiedades bioldgicas como antimicrobiana, antiviral,
antiadhesiva, anticancerigeno, o propiedades inmunomoduladoras. Debido a su
origen biolégico son considerados mas seguros que los tensioactivos sintéticos
aunque se han realizado muy pocos estudios para confirmar su falta de toxicidad.
En el sector farmacéutico y biomédico el elevado coste de produccion y
procesamiento aguas abajo se podria compensar debido a las pequefias cantidades de
producto que se requeririan.

La naturaleza dual de los biotensioactivos puede ayudar a los
microorganismos a desplazar otros compuestos emulsionantes de las interfases
aceite/agua. Tal propiedad de desemulsion se puede usar para romper emulsiones
que forman varios pasos de la extraccién y procesamiento del petrdleo, obteniendo

una mejor recuperacién del producto.
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Tabla 8. Posibles aplicaciones de trealosalipidos en diferentes campos.
CAMPO
DE ACTIVIDAD BIBLIOGRAFIA
APLICACION

Medio ambiente

Biodegradacion de hidrocarburos

Oberbremer yol., 1990; Christofi €
Ivshina, 2002

Aumento de la solubilidad de hidrocarburos

Park y col., 1998; Pagecpl., 1999;
Pengy col., 2007

Biorremediacion

Noordman y Jansen., 2002; Kuran
col., 1995.

Menor toxicidad

Ivshina ycol., 1998; Chang ygol.,
2004; Kanga yol., 1997

Descontaminacién de aguas contaminadas.

Producto comercial: “EKOIL".

Ermolenko ycol., 1997

Recuperacion de petréleo de rocas y esquis

o$innerty y Singer, 1984; Ivshina y

aceitosos col., 1998; Rapp yol., 1979
Industria Aumento de la biodegradabilidad de hidrocarbyros ~ Kuyukina ycol., 2005
Extraccién de hidrocarburos Haddadin ycol., 2009
Menor irritacion para la piel que tensioactivos Marques ycol.,2009
guimicos: aplicaciones cosméticas.
Actividad antitumoral. Induccién de la
diferenciacion celular a monocitos e inhibicion|dsoda ycol., 1997; Natsuharagol.,
Medicina la proliferacion celular en lineas celulares HL&) ©990; Orbach- arbouysgpl., 1983.

leucemia promiolecitica humana.

Actividad antiviral: contra HSV e influenzaviru

5. Azuma ycol., 1987

Actividad antibacteriana: contra grampositivo

S. Vollbrecht ycol., 1999.

Aumento de inmunidad no especifica,
inmunomodulacion.

Parant ycol., 1977; Bekierkunst y
col., 1969; Yano ycol., 1984




Introduccién 33

4. MEMBRANAS BIOLOGICAS Y MEMBRANAS
MODELO

Las membranas biologicas constituyen un elemento esencial en la vida de los seres
vivos, puesto que no sélo confieren a las células individualidad, sino que al mismo
tiempo cumplen una serie de funciones biolégicas esenciales. Acttian como barreras
selectivamente permeables, permiten el mantenimiento de un gradiente i6nico a
ambos lados de la membrana (por lo tanto el potencial de membrana) y el paso o
transporte de solutos de un lado a otro de la célula siguiendo un gradiente de
concentracion. Intervienen en respuestas a sefiales externas a las células, mediante
receptores que son capaces de reconocer y responder de manera especifica a sefiales
del medio extracelular (inhibiendo o estimulando actividades internas como el inicio
de la division celular, procesos de inmunidad, la elaboracion de mas glucégeno,
movimiento celular, liberacién de calcio de las reservas internas, etc.), y pueden
llevar a cabo procesos de fusién o de fisiéon sin necesidad de crear grandes roturas en

las superficies celulares.

4.1. Estructura de la membrana plasmatica

Mientras que en las células procariotas existe un tinico compartimento generado por
la membrana plasmatica, en las células eucariotas ademds existen una serie de
membranas intracelulares que componen compartimentos cerrados u organulos,
cada uno de los cuales presenta una especializacién funcional.

Los componentes principales de las membranas son lipidos, proteinas y
glacidos (en forma de glicolipidos o glicoproteinas). Los lipidos proporcionan una
barrera flexible y semipermeable, mientras que las proteinas conforman receptores y
canales que median la transduccién de informacién y regulan el transporte de
moléculas. Dependiendo del tipo de célula, y de si se trata de la membrana

plasmatica o de un orgénulo subcelular, los porcentajes de cada uno de los
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componentes puede variar, poniendo de manifiesto la gran variedad de funciones y
procesos en los que pueden estar implicadas.

Todas las membranas presentan una unidad estructural bésica llamada bicapa
lipidica. En 1972, Singer y Nicholson propusieron el conocido modelo de mosaico
fluido (Singer y Nicholson, 1972) (Figura 11A). Este modelo propone que los lipidos
se disponen formando una bicapa donde se distribuyen las proteinas. La distribucion
de los lipidos y proteinas es asimétrica generando diferencias en ambas hemicapas.
Las proteinas integrales estdin embebidas en la bicapa lipidica a través de uno o
varios dominios, los cuales presentan residuos con cadenas laterales hidrofébicas con
las que interaccionan con los grupos acilo de los fosfolipidos, anclando las proteinas
a la membrana. Estas proteinas pueden atravesar totalmente la membrana dejando
dominios extramembranosos a ambos lados de la bicapa o s6lo parcialmente. Los
dominios o fragmentos transmembrana generalmente adoptan una estructura en
hélice a aunque también se pueden encontrar en forma de hoja . Las proteinas
periféricas sin embargo estdn unidas a las superficies de las membranas por medio
de interacciones electrostaticas y puentes de hidrégeno con grupos lipidicos o grupos
hidrocarbonados de cadena larga unidos covalentemente a la membrana.

Este modelo postula que tanto lipidos como proteinas pueden difundir
libremente en la membrana, pero hoy en dia se sabe que los lipidos no tienen libertad
total de difundir lateralmente ya que la distribucién lateral de los lipidos y proteinas
es heterogénea y muy compleja (Ohvo-Rekila y col., 2002). Numerosas observaciones
experimentales han revelado la presencia de grupos de receptores de membrana y la
existencia de dominios lipidicos diferentes, denominados “rafts” o balsas lipidicas
(Hwang y col., 1998; Simons y Vaz, 2004). Estas balsas estan formadas principalmente
por esfingolipidos y colesterol (Figura 11B), que se asocian espontdneamente entre si
haciendo que su movilidad disminuya, convirtiéndose en una regién membranosa
mas densa que el resto. Se cree que estas asociaciones son muy abundantes y
dinamicas, y hacen que las membranas celulares sean en realidad un mosaico de
dominios mas densos que viajan entre los glicerofosfolipidos mas fluidos. Hay
experimentos que apoyan la idea de que ciertas proteinas tendrian mayor apetencia

por estas balsas y por tanto viajarian en el interior de ellas. Las fuerzas cohesivas que
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mantendrian estas agrupaciones vendrian de interacciones lipido-lipido, proteina-
proteina y proteina-lipido, asi como de efectores supramoleculares (citoesqueleto,
matriz extracelular, otras células). Comparado con el modelo del mosaico fluido, este
nuevo modelo, denominado “mosaico fluido estructurado dindmicamente”, nos da
una descripcion mds real de la estructura y propiedades funcionales de las

biomembranas (Vereb y col., 2003).
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Figura 11. A) Modelo de mosaico fluido. B) Balsas lipidicas.

En general se han descrito cuatro tipos de movimientos para un lipido: “flip-flop” o
movimiento de un lado a otro de la membrana, movimiento transversal donde los
lipidos intercambian sus posiciones con sus vecinos en la misma monocapa,
movimiento rotacional de los lipidos a lo largo de su eje longitudinal, y movimientos

entrépicos de las cadenas hidrocarbonadas que llevan a un desorden local. Los saltos



36 Introduccién

entre monocapas son muy infrecuentes debido a que las cabezas polares de los
lipidos se encuentran con la barrera de las cadenas de 4cidos grasos. El colesterol
posee sin embargo la capacidad de hacer movimientos “flip-flop” con relativa
facilidad. El movimiento de los lipidos garantiza la fluidez de la bicapa asi como
procesos como el transporte o la actividad enzimatica. Las proteinas, siempre que no
presenten interacciones especiales, pueden difundir lateralmente, pero no son

capaces de pasar de un lado a otro de la membrana.

4.2 Lipidos de membrana

Los lipidos constituyen alrededor de un 50% de la masa de las membranas en una
célula animal. Dentro de la célula, los diferentes compartimentos de las membranas
presentan diferentes composiciones lipidicas. Los tres tipos principales de lipidos de

membrana son los fosfolipidos, glicolipidos y el colesterol.

4.2.1. Fosfolipidos

Son los lipidos mas importantes de las membranas. Una molécula de fosfolipido esta
formada por cuatro componentes: acido graso, un esqueleto al que se unen los 4cidos
grasos, un fosfato y un alcohol unido al fosfato. Los acidos grasos que maés
comunmente forman parte de los fosfolipidos de la membrana de células eucariotas
son los que cuentan con un nuamero de atomos de carbono comprendido
generalmente entre 16 y 20, tanto saturados como insaturados (cuyos dobles enlaces
cis producen un acodamiento en la estructura). Los 4cidos grasos mds abundantes
son el acido estearico, palmitico y miristico dentro de los saturados, y el 4cido oleico
como insaturado. El esqueleto al que se unen los acidos grasos puede ser el glicerol o
la esfingosina, dando lugar a los glicerofosfolipidos o esfingofosfolipidos
respectivamente.

En los glicerofosfolipidos el grupo hidroxilo de la posiciéon sn-3 del glicerol se

une a un grupo polar que contiene fosfato y los otros dos grupos hidroxilo se unen a



Introduccién 37

dos acidos grasos de cadena larga generalmente uno saturado y otro insaturado
(Figura 12). Los alcoholes més comunes de los glicerofosfolipidos son la colina,
etanolamina, serina, glicerol e inositol, dando lugar a los glicerofosfolipidos
principales de las membranas: fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),

fosfatidilserina (PS), fosfatidilglicerol (PG) y fosfatidilinositol (PI) (Figura 13).
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Figura 12. Estructura de un fosfoglicérido.

Las principales clases de fosfolipidos presentes en células animales son las PCs y PEs,
que se diferencian especificamente por sus cabezas polares y por la presencia de
dobles enlaces en una o en ambas cadenas hidrocarbonadas.

La PC o lecitina es el fosfolipido méds comtin en las membranas biolégicas. Se
encuentra fundamentalmente en la monocapa externa de la membrana. Las cabezas
polares son zwitterionicas, y debido a la ausencia de donadores de enlaces de
hidrégeno no son capaces de formar enlaces de hidrégeno entre si. Ademads
proporciona superficies de membrana hidratadas o cargadas, permitiendo al agua e
iones unirse a sus cabezas polares.

La PE, al igual que la PC, posee una cabeza polar zwitteriénica pero ésta si que
puede formar enlaces de hidrégeno con otras cabezas polares de PE. Se encuentran

preferentemente en la monocapa interna. Las superficies ricas en PE son hidrofébicas
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y poco hidratadas lo que promueve la formacién de estructuras de tipo no lamelar
para compensar el efecto hidrofébico. La inestabilidad de este fosfolipido es

necesaria en funciones como la fusién de membranas.
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Figura 13. Ejemplos de fosfolipidos presentes en la membrana.

La PSy el PG tienen carga negativa. La PS se encuentra en la mayoria de membranas
de mamiferos, siendo el fosfolipido cargado negativamente mas abundante. Las
cabezas polares tienen tanto donadores como aceptores de enlaces de hidrégeno,
pudiendo asi formar enlaces de hidrégeno entre ellas, lo que hace que el fosfolipido
presente temperaturas de transicion de fase de gel a liquido-cristalino altas. Se
encuentra normalmente en la cara interna de la membrana y al igual que la PC

proporciona superficies de membrana hidratadas o cargadas. Por otro lado, el PG no
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se estabiliza por la formacién de enlaces de hidrégeno y su temperatura de transicion
es similar a la de PCs de peso molecular similar.

En el caso de los esfingofosfolipidos, la esfingomielina (SM) es el tnico tipo
que se encuentra en la membrana. Tiene como unidad estructural la ceramida y su
esqueleto no es el glicerol sino la esfingosina. El grupo amino de esta esfingosina esta
ligado a un &cido graso mediante un enlace amida y el grupo hidroxilo primario de
la esfingosina estd esterificado a la fosforilcolina. La SM es un componente
fundamental de la membrana plasmatica de las células eucariotas Los esfingolipidos
contienen cadenas acilicas largas y muy saturadas que les permite empaquetarse
facilmente juntos, una propiedad que da a estos compuestos temperaturas de
transiciéon de fase mucho mayores que las del resto de fosfolipidos de la membrana.
La diferente capacidad de empaquetamiento de esfingolipidos y fosfolipidos es uno

de los factores que contribuyen a la formaciéon de dominios en la membrana

(Ramstedt y Slotte, 2002; Brown y London, 2000).

4.2.2. Colesterol

El colesterol es un esteroide formado por la unién de cuatro anillos hidrocarbonados.
A un extremo se le une una cola hidrocarbonada y al otro un grupo hidroxilo. En las
membranas se orienta paralelo a las cadenas de &cidos grasos de los fosfolipidos
vecinos. La cabeza polar del colesterol se alinea con las cabezas polares de los
fosfolipidos e inmoviliza los primeros carbonos de las cadenas hidrocarbonadas
estabilizando la membrana (Figura 14).

El colesterol previene el compactamiento de las cadenas hidrocarbonadas a
bajas temperaturas, asi como el aumento de las interacciones débiles entre las
mismas, evitando que cristalicen. Su presencia afecta principalmente al orden y la
estructuracion de las cadenas hidrocarbonadas, generando una fase lipidica
ordenada donde las cadenas se encuentran relativamente rigidas, similar al estado
gel, pero permitiendo una importante difusiéon en el plano de la membrana, como

sucede en la fase liquido-cristalina. Se ha observado que el efecto de la presencia del
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colesterol no es lineal con su concentracién, de manera que bajas cantidades de
colesterol incrementan la permeabilidad de la membrana y a concentraciones
mayores puede llegar a suprimir la transicién de fase y disminuir la permeabilidad.
La presencia de colesterol afecta a las propiedades fisicas de la bicapa y su ubicaciéon
en la membrana depende principalmente de las posibles interacciones con las

distintas zonas de la misma.

CHy

Grupo hidroxilo
del colesterol

Figura 14. Estructura del colesterol.

4.3. Polimorfismo lipidico

La gran variedad de lipidos que contienen las membranas biolégicas, sugiere que
éstos juegan un papel muy importante dentro de las células. Estos lipidos adoptan
diferentes tipos de fases ademés de la fase bicapa caracteristica de la membrana.
Estas estructuras no bicapa estan relacionadas con la funcién y estructura de las
biomembranas. Asi, la importancia biolégica del polimorfismo lipidico se pone de
manifiesto en procesos tan diversos como la fusién de membranas, el trafico de
proteinas mediado por vesiculas, el movimiento transversal de moléculas a través de
la membrana, o la estabilizacién de complejos de proteinas de membrana (Cullis y
De Kruijff, 1979).

Las fases lipidicas pueden clasificarse segtn el tipo de red u organizacién de

largo rango, el orden de las cadenas acilicas (fluidas o extendidas), la curvatura de la



Introduccién 41

fase (normal o inversa), la forma molecular dindmica, o el pardmetro de
empaquetamiento P (ver Introduccién, secciéon 1.3.1).

El sistema de nomenclatura para las diferentes mesofases liotropicas
(conformaciones que pueden adoptar los lipidos debido al cambio en el contenido de
agua) mas ampliamente utilizado es el propuesto por Luzzati (Luzzati, 1968). El tipo
de red se denota por medio de una letra maytscula. Las estructuras peridédicas en
una dimensién son bicapas o fases lamelares (L). Las cadenas hidrocarbonadas se
pueden encontrar en un estado desordenado o fluido todo-gauche (subindice a),
como cadenas elongadas todo-trans (subindice 3) con una conformacién ordenada
tipo gel o como cadenas con enrollamiento helicoidal o mixtas (subindice ). Las
fases hexagonales (H), asi como las oblicuas y las rectangulares, son estructuras
periddicas en dos dimensiones. Finalmente, como estructuras periddicas en tres
dimensiones cabe destacar las estructuras ctbicas (Q). Las fases no lamelares pueden
ser fases de tipo I o fases normales (aceite en agua), cuando una matriz polar rodea a
las cadenas hidrocarbonadas, o fases tipo II o invertidas (agua en aceite), cuando el
disolvente acuoso y las cabezas polares estan rodeados por una matriz hidrofébica
(Seddon, 1990).

Los lipidos puros dispersos en estado liquido-cristalino generalmente
adoptan, ademads de la fase micelar a bajas concentraciones, fases lamelares (bicapas
lipidicas) y fase hexagonal invertida-Hi, la fase no lamelar mas comin en sistemas
biolégicos. Proteinas y péptidos (péptidos ionoféricos, citotoxicos, péptidos de fusion
viral) pueden hacer que los lipidos de membrana adopten fases no lamelares y por
otro lado, los cambios conformacionales de las proteinas como los asociados a la
uniéon de ligandos pueden requerir de fosfolipidos que adopten dichas fases
(Epand, 1998).

Las fases lamelares (L) o bicapas se pueden dividir en funciéon de la
temperatura en dos estados o fases diferentes: fase gel o fase liquido-cristalina
(Figura 15). En fase gel, las colas hidrocarbonadas se encuentran en un estado
parcialmente rigido, altamente ordenado, los dobles enlaces adoptan una
configuracion trans y se empaquetan en redes bidimensionales cuasi-hexagonales,

que se pueden disponer de tres formas diferentes: paralelas a la normal de la bicapa
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(Lg), inclinadas (Lg-), o interdigitadas (Lgr) (Marsh, 1980). La fase lamelar fluida (L) o
liquido-cristalina se caracteriza por el desorden de las cadenas acilicas. Esto se debe a
la rotacion en torno a enlaces C-C, con la aparicién de una disposicion gauche,
generalmente cerca del extremo metilo terminal de la cadena, lo que produce
desviaciones de 60°. Estos acodamientos provocan una disminucién en la anchura de
la bicapa y ademas aumentan el drea superficial por molécula de lipido.

La temperatura es un factor determinante de la fase en la que se encuentra el
lipido. Los cambios en el estado fisico de la membrana, en funcién de la temperatura
y la composiciéon se definen en un diagrama de fases. La temperatura a la cual
coexisten los dos tipos de fase se denomina temperatura de transiciéon (Tm) y su valor
depende del tamafio de las cadenas hidrocarbonadas asi como de su grado de
saturacion.

Por encima de la Tm los lipidos se encuentran en un estado liquido-cristalino
(Lq), mientras que por debajo estan en fase gel (Lg). Antes de llegar al estado liquido-
cristalino, es decir, a una temperatura menor y con una entalpia también menor se ha
observado en algunos fosfolipidos la existencia de otra fase, Pg, donde la superficie
de la membrana presenta leves ondulaciones y se conoce como pretransicion de fase.
En el estado Pp- existe cierto grado de isomerizacion trans/gauche intermedio entre las

fases Ly y Lp.
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Figura 15. Disposicién molecular para las diferentes fases lamelares. (A) Fase gel Lg; (B) Fase gel

inclinada, Lg; (C) Fase ondulada, Pg; (D) Fase liquido-cristalina, L.
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La T de los fosfolipidos puros esta bien definida y la transicién se produce de forma
cooperativa, sin embargo en sistemas biolégicos donde existen mezclas lipidicas
complejas, formadas por mas de un tipo de lipido, la transicién se produce en un
intervalo de temperaturas y suele existir una cooperatividad mas baja. La presencia
de fosfolipidos de cadena corta o con insaturaciones en sus cadenas produce un
descenso de la Tm, debido a que una menor longitud de las cadenas reduce la
tendencia de las colas hidrocarbonadas a interaccionar entre ellas, y la presencia de
dobles enlaces producen torsiones en las colas apolares que pueden facilitar su
movilidad. Por otra parte la presencia de fosfolipidos saturados en la bicapa aumenta
la T debido a que estos fosfolipidos presentan una elevada capacidad de agrupaciéon
y baja movilidad.

Existen diferentes métodos para determinar la Tm como son la resonancia
magnética nuclear, resonancia de spin electrénico, fluorescencia o técnicas
microcalorimétricas, siendo estas ultimas el método de eleccién, pudiendo
determinarse no sélo la Tm sino también los pardmetros termodindmicos asociados al
cambio de fase.

La preferencia de una especie lipidica para dar una estructura caracteristica
depende de su forma molecular dindmica, asi como del parametro de
empaquetamiento (P). Ademads, un pardmetro que también controla el polimorfismo
de fase es la curvatura de Gruner (Gruner, 1985), la cual postula que las restricciones
impuestas por el empaquetamiento de las cadenas hidrocarbonadas y de las fuerzas
que acttan a nivel de las cabezas polares de los lipidos determinan la curvatura que
adopta una monocapa.

Como se puede observar en la Tabla 9, los lipidos cuya cabeza polar ocupa un
area menor que la de sus cadenas acilicas (tipo cono, como las fosfatidiletanolaminas)
tenderdn a formar fases invertidas como las fases hexagonales invertidas o micelas
invertidas con curvatura negativa. Aquellos fosfolipidos que tienen un &rea de
cabeza polar proporcionalmente mayor al area de sus cadenas hidrocarbonadas
tendran una geometria tipo cono invertido y su tendencia natural sera a formar
micelas y estructuras con curvatura positiva. Este es el caso de los lisofosfolipidos.

Finalmente los lipidos con un area de cabeza polar similar a la de su region



44

Introduccién

hidrocarbonada como la fosfatidilcolina, tendran una geometria cilindrica y se

acomodaran formando fases en bicapa.

Mezclas complementarias de lipidos con diferente tendencia a formar

estructuras con curvatura negativa y positiva pueden adoptar estructuras de tipo

bicapa (Hafez y Cullis, 2001; Janes, 1996).

Ademas de la forma del lipido, el tipo de estructura que éste adopta esta

modulada por otros factores como son el grado de instauraciéon de la region

hidrofébica, el tamafio de la cabeza polar, asi como su grado de ionizacion.

Propiedades extrinsecas como el pH, el grado de hidratacién e ionizacién, la

presencia de otros lipidos o de cationes divalentes en la mezcla, o la temperatura,

también afectan al tipo de fase (Cullis y col., 1986).

Tabla 9. Tendencia de los lipidos a adoptar una determinada fase en relaciéon a la forma molecular

dindmica y la curvatura.

Forma
Curvatura molecular Fase Ejemplos
Lisofosfolipidos
M Detergentes
Jd
@J Fosf?li.}?idos tcon gran
. repulsion entre grupos
R,>0 Cono Invertido Micelas polares.
Fosfatidilcolina
% Esfingomielina
Fosfatidilserina
=0 Cilindro Bicapas planas Fosfatidilglicerol
Fosfatidilinositol
Fosfatidiletanolamina
insaturada
w g% “‘:L{,N Cardiolipina
iy &
‘e Colesterol
R<0 Cono Hy, Micelas Acido fosfatidico (pH< 6, Ca 2*)
invertidas

Acido fosfatidico (pH< 3-4)

Fosfatidilserina (pH< 3-4)
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4.4. Membranas modelo

Los liposomas o vesiculas fosfolipidicas son agregados coloidales formados por una
o mas bicapas cerradas. Poseen la habilidad de reproducir la organizacion y las
funciones principales de las células y presentan una similitud con las bicapas
biolégicas. Desde su descubrimiento en la década de los 60, y debido a sus
caracteristicas morfoldgicas y estructurales, han tenido una gran importancia en
numerosas areas de investigaciéon siendo utilizados como modelos de membranas
biolégicas para llevar a cabo estudios en diferentes campos tales como la biofisica,
tisicoquimica, farmacologia, cosmetologia, alimentos, y bioquimica.

Estos agregados se pueden preparar con lipidos obtenidos de fuentes
naturales o de origen sintético, cuya estructura quimica confiere caracteristicas
especificas a la bicapa, determinando su interaccién con el medio. Su utilizacién en el
estudio de mecanismos biolégicos se debe principalmente a propiedades tales como
estructura, composicion quimica y tamafio, las cuales derivan fundamentalmente de
las propiedades de las moléculas que los conforman, en este caso los fosfolipidos. Las
propiedades de la superficie del liposoma y, en consecuencia, el tipo de interacciones
que se daran con el medio, quedaran definidas por las caracteristicas de la cabeza
polar del fosfolipido.

El hecho de que las moléculas fosfolipidicas en presencia de un medio acuoso
se conformen en bicapas, depende de la proporcion lipido-agua, asi como del
parametro de empaquetamiento. Cuando los fosfolipidos se dispersan en medio
acuoso ocasionan una reorganizacion de las moléculas de agua, que conlleva un
aumento de la energia libre. Para minimizar este coste energético, las partes
hidroéfobas de los fosfolipidos se agrupan de tal manera que el nimero de moléculas
de agua afectadas sea minimo. Por esta razon, los fosfolipidos se alinean exponiendo
sus cabezas polares al medio acuoso y las cadenas hidrocarbonadas hacia el interior
formando una bicapa fosfolipidica. Esta estructura sigue siendo energéticamente
desfavorable por lo que la bicapa lipidica tendera a cerrarse sobre si misma evitando
que la parte hidréfoba entre en contacto con el disolvente polar dando lugar a

liposomas (Figura 16).
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Figura 16. Formacién de liposomas en un medio acuoso.

Los liposomas se clasifican fundamentalmente atendiendo a dos propiedades: la
lamelaridad (namero de bicapas concéntricas) y el tamafio. Una de las grandes
ventajas de los liposomas es que la obtencion de diferentes tamafios y lamelaridades
depende exclusivamente del método de preparacion.

En cuanto a las vesiculas multilamelares, también se utilizan los términos
vesiculas oligolamelares OLV (Oligolamellar Vesicles) cuando contienen varias
bicapas pero en menor niimero que las multilamelares, y vesiculas multivesiculares o
MVV (Multivesicular Vesicles) constituidas por bicapas que no son concéntricas.

Para la preparacion de MLV se elimina el disolvente orgénico de la mezcla de
lipidos de la composiciéon deseada hasta obtener una fina pelicula en el fondo de un
tubo. A continuacion se afiade el tampon acuoso adecuado y se agita vigorosamente
hasta obtener una muestra homogénea, manteniendo la temperatura por encima de
la temperatura de transicién de gel a liquido-cristalino del lipido que las forme
(Bangham y col., 1965). Es un procedimiento de preparacién muy rapido y sencillo y
aplicable a una gran variedad de mezclas lipidicas. La vida media de los liposomas
depende del tamafio de las particulas, la carga superficial y la permeabilidad de la
bicapa. Por lo tanto, la naturaleza y densidad de carga superficial de los liposomas
afectan a su estabilidad, difusiéon, distribucién e interacciones con células diana. Las
MLYV son las estructuras adecuadas para el estudio de las propiedades biofisicas de
las membranas y aportan valiosa informacién sobre la dindmica y estructura de sus

componentes.
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Figura 17. Representacién esquematica de la formacion de vesiculas multilamelares (MLV), vesiculas
unilamelares grandes (LUV) y vesiculas unilamelares pequenas (SUV).

Para la formacién de vesiculas unilamelares es necesario el aporte de energia al
sistema. Uno de los métodos mas extendidos de preparacion de las vesiculas
unilamelares pequenas (SUV) es por tratamiento con ultrasonidos de vesiculas
multilamelares (Saunders y col., 1962). Por otra parte, para conseguir que tengan un
tamafio homogéneo se puede llevar a cabo una seleccién por filtracion en gel (Huang,
1969). Las vesiculas unilamelares pequefias presentan un radio de curvatura muy
alto, habiendo restricciones en el empaquetamiento de los fosfolipidos que las
forman, lo que hace que se perturben sus propiedades fisicas en comparacién con las
MLV y se restrinja su uso como membrana modelo.

Las vesiculas unilamelares grandes, o LUV, también se forman a partir de
vesiculas multilamelares por extrusion a través de filtros de policarbonato de tamafio
de poro definido (Hope y col., 1985; MacDonald y col., 1991) (Figura 17). Existen otros
procedimientos para la obtenciéon de LUVs como el que se basa en la solubilizaciéon
del lipido con detergentes y su posterior didlisis (Mimms y col., 1981), o la utilizacién
de disolventes organicos en el denominado método de evaporaciéon en fase reversa
(Szoka y Papahadjopoulos, 1978) (Figura 17). La presencia de numerosos
compartimentos interlamelares en las MLV hace que sea mas adecuada la utilizacién

de LUV en estudios de permeabilizacion o fusién de membranas.
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4.5. Permeabilizacion y solubilizacién de membranas

La mayoria de los componentes de las membranas biolégicas, son moléculas
anfifilicas, las cuales forman cristales o precipitados insolubles en medio acuoso. Los
tensioactivos, por su naturaleza anfifilica, se han venido utilizando para la liberaciéon
de metabolitos en cultivos microbianos (Miozzari y col., 1978), para realizar estudios
estructurales de membranas celulares (Lichtenberg y col., 2000), para la incorporaciéon
de macromoléculas en el citoplasma (Meiners y col., 1991; Le Maire y col., 2000) y en
procesos de permeabilizacion celular (Le Maire y col., 2000; Schreier y col., 2000). No
obstante, ciertos aspectos de su interacciéon con las membranas no estan totalmente
claros atn. En consecuencia, el estudio de las propiedades fisicoquimicas de los
sistemas constituidos por tensioactivos y membranas fosfolipidicas se ha
desarrollado extensamente, especialmente en lo concerniente a los cambios en su
permeabilidad y su solubilizacion.

La solubilizacién se define como la formacién de disoluciones isotrépicas con
estabilidad termodindmica, de sustancias normalmente insolubles o débilmente
insolubles en un disolvente dado, por la introduccién de un componente o
componentes anfifilicos solubles o detergentes (Elworthy y col., 1968). Esta propiedad
de los tensioactivos se utiliza para aislar y purificar proteinas de membrana
(Helenius y Simons, 1975).

El detergente puede atacar a la bicapa lipidica en forma monomérica
(Mecanismo transbicapa de solubilizacion) (Figura 18A). Los mondmeros de
detergente se insertan en la membrana de una manera no cooperativa y mediante
movimientos de flip-flop similares a los que ocurren con los fosfolipidos se
distribuyen en ambas monocapas, formando un agregado mixto (Le Maire y col.,
1987). Como resultado se puede producir la formacién de microcanales o microporos
con moléculas de detergente en los extremos (Mazer y col., 1980; Smart, 1971), o se
forman micelas cilindricas alargadas (Edwards y col., 1989). A través de estas brechas
y posiblemente mediante procesos difusivos los metabolitos almacenados
intracelularmente son excretados o liberados al medio de cultivo (Brodelius, 1988). La

formacion de estos canales son temporales y no deberian dafiar la estructura de las
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membranas celulares, conservandose las células viables para continuar realizando los
procesos metabélicos conducentes a crecimiento y biosintesis (Thimmaraju y col.,
2003).

Si el detergente ataca la bicapa en forma micelar (Mecanismo micelar de
solubilizacién), los lipidos de membrana se extraen de la monocapa externa por la
interacciéon con estas micelas. Hay una redistribucion de los fosfolipidos desde la
monocapa interna a la externa que provoca que lentamente la membrana se

fragmente y finalmente se solubilize (Kragh-Hansen y col., 1998) (Figura 18B).

A B Micela de tensioactivo

Monoémero de | !

detergente I ! /
Fosfolipido extraido

de la monocapa
externa

Monocapa externa

Monocapa interna

Union no cooperativa ﬁ Y Unidn cooperativa

Figura18.  Representacion de los mecanismos de solubilizacién. (A) Mecanismo Transbicapa,

(B) Mecanismo Micelar (adaptado de Kragh-Hansen y col., 1998).

En los procesos de permeabilizaciéon y solubilizacién pueden distinguirse cuatro

etapas:

A) A bajas concentraciones de tensioactivo, éste comienza a interactuar con los
fosfolipidos; pero atin es mayor el nimero de regiones no ocupadas por las
moléculas del detergente. Esta interaccion provoca cambios en las
propiedades fisicas de la membrana como la fluidez o la temperatura de
transicién de fase.

B) Conforme aumenta la concentracién del detergente, comienzan a saturarse las
posibles regiones de unién (punto de la concentracién de saturacién, Csat). Se

producen cambios en la estructura de la bicapa que se traducen en cambios en
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la permeabilidad de la misma sin que esto produzca su disgregacion
(Lichtenberg y col., 1979). Para ello la concentraciéon de tensioactivo debera
estar por debajo del punto de saturacién lo que permitiria mantener la
viabilidad celular (Schreier y col., 2000). Parte del tensioactivo permanece
como mondmero en el seno de la disolucién (Ribeiro y Dennis, 1973).

C) Concentracion critica de saturaciéon (CCS). Se produce la saturacion de la
bicapa por el tensioactivo. En este momento, un aumento de tensioactivo
producird la formacién de micelas mixtas que coexisten con las bicapas
(transicion de fase lamelar a micelar) (Helenius y Simons, 1975).

D) Cuando la cantidad de tensioactivo es suficiente, s6lo existen micelas mixtas
detergente/lipido debido a que la concentracién de detergente enlazado es
tal, que solubiliza a los fosfolipidos e interacttia con las porciones hidrofébicas
de las proteinas, reemplazando a los lipidos que estdn unidos a dichas

proteinas (Goni y Alonso, 2000; Le Maire y col., 2000).
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La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo general la caracterizacion bioquimica
y biofisica del biotensioactivo succinil trealosalipido bacteriano producido por
Rhodococcus sp.. El conocimiento detallado de las actividades biolégicas que posee
cada especie purificada de un biotensioactivo crudo es clave para la introducciéon de
estas moléculas en productos industriales de elevado valor afiadido. Aunque el
mecanismo de accion de la mayoria de tales compuestos no se ha aclarado en detalle
hasta la fecha, es obvio que sus propiedades superficiales y su accién sobre las
membranas juegan un importante papel en la expresiéon de sus actividades. Por ello,
los objetivos iniciales a partir de los cuales se plante6 este trabajo de investigacion

fueron los siguientes:

® Caracterizar el mecanismo de permeabilizacion y solubilizaciéon de
membranas fosfolipidicas inducido por el trealosalipido en sistemas modelo,

incidiendo en el efecto modulador de la composicion lipidica de la membrana.

® Estudiar el proceso de permeabilizacién y solubilizacion de membranas
biolégicas inducido por el trealosalipido, utilizando eritrocitos humanos como

sistema experimental.

® Caracterizar detalladamente a escala molecular la interacciéon del
trealosalipido con diversas proteinas modelo que difieren en su estructura

secundaria, para extender su aplicabilidad en estudios de proteinas.

® Estudiar a nivel molecular los mecanismos de inhibicion de la actividad
enzimdatica por el trealosalipido succinoil bacteriano producido por
Rhodococcus erythropolis 51T7 usando la sPLA> pancreética como modelo, con

el fin de establecer futuras nuevas aplicaciones para este compuesto.
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Las técnicas que se han empleado para la consecucién de estos objetivos son:

Medidas de tensidon superficial, que permite caracterizar las propiedades

superficiales del biotensioactivo.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, que proporciona
informacién acerca de los cambios en la estructura secundaria de la proteina debido a

la interaccidon de esta con el biotensioactivo.

Espectroscopia de fluorescencia, que permite el estudio de los procesos de unién

entre proteina-biotensioactivo y biotensioactivo-membrana.

Calorimetria diferencial de barrido, aporta informacién sobre la desnaturalizacion

térmica de proteinas, y como se afectan por la presencia del trealosalipido.

Calorimetria isotérmica de titulacion, que refleja los procesos de unién proteina-

ligando (biotensioactivo).

Microscopia electronica de barrido, para la caracterizacion del efecto del

trealosalipido en la superficie celular eritrocitaria.
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1. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas para
absorber radiacion. Este término se aplica tanto al estudio de la luz visible en las
longitudes de onda que la componen, como a cualquier tipo de radiacién
electromagnética e incluso técnicas que no suponen radiacion electromagnética como
es la espectroscopia de masas o la electrénica.

La radiacién electromagnética puede describirse como una onda, definida por
un campo eléctrico y otro magnético que oscilan en direcciones mutuamente
perpendiculares y perpendiculares a su vez a la direccion en que se propaga la onda.
Estas ondas se caracterizan por su velocidad (v), frecuencia (v), longitud de onda (A)

y amplitud (A) (Figura 19).
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Figura 19. Representacién esquematica de un haz monocromatico.

El conjunto de ondas electromagnéticas se denomina espectro electromagnético, el
cual comprende un intervalo enorme de longitudes de onda y energia (Figura 19).
Dependiendo de la regién del espectro en la que se trabaje, y por tanto de la energia
de la radiaciéon utilizada, la interaccion molecular serd de diferente naturaleza:
excitacion de electrones, vibraciones moleculares y rotaciones moleculares. Al
cambio entre niveles de energia se le denomina transicion.

Por otro lado, Planck y Einstein demostraron que toda radiacion
electromagnética se comporta como si estuviese compuesta de pequefios paquetes de
energia, llamados fotones. Cada fotén tiene una energia que es proporcional a la

frecuencia de la luz:
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Efoton=hv, ysiv=c/\ entonces E=hc/A

Donde hesla constante de Planck, v la frecuencia, c la velocidad de propagacion de

la radiacién en el vacio y A la longitud de onda.

1.1 Espectroscopia de absorciéon

Segun la teoria cuantica, cada atomo, i6n o molécula tiene un conjunto irrepetible de
estados de energia de los que el de minima energia es el estado fundamental, So.
Cuando un fotén de radiacién incide sobre una de estas particulas, ésta puede
absorber energia y sus electrones pasan a niveles energéticos mas altos. Se dice que

se encuentra en un estado excitado, S1 (Figura 20).
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Figura 20. Diagrama de niveles de energia de un atomo o
molécula. Muestra los cambios producidos cuando la
L) Sy particula absorbe energia.
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La parte de la particula que se excita se denomina croméforo. Para un electrén dado
la diferencia entre esas energias es la cantidad de energia perdida por el electron y es

igual a la energia electromagnética que se transmite:

Ee—Eo=Ef0t(’)n=hC/}\_> r-.[‘=Ie/I()_> %T=Ie/10X100
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Siendo Eela energia del foton en el primer nivel energético excitado, Eola energia del
fotén en el estado fundamental, I el haz de luz transmitida, I, el haz de luz incidente
y T la transmitancia.

Ademas de la atenuacion de la intensidad del haz debido a la absorcién,
también se produce esta disminucién por reflexiéon en las interfases aire-pared y
pared-disolucién, asi como por motivo de la dispersion de moléculas grandes y a
veces por absorciéon de las paredes del recipiente (Figura 21). Para compensar estos
efectos, la potencia del haz transmitida a través de la celda que contiene el analito es
comparada generalmente con la de un haz que pasa a través de una celda idéntica
que contiene s6lo disolvente. Asi la absorbancia experimental se aproxima mucho a

la verdadera mediante la ecuacion:
A= log Isolvente/ Idisolucién = -log T

La absorbancia experimental obedece a la ley de Lambert-Beer que describe la

relacion existente entre la concentracién y la absorbancia.

Pérdidas por reflexion Pérdidas por dispersion

en la interfase \ en la disolucién
4_4_ /

Haz incidenteI, ———» \ ——» Haz emergente I,

/‘—E
\ Pérdidas por reflexiéon

en la interfase

Figura 21. Atenuacién de la intensidad del haz por pérdidas de dispersion y reflexion.

La ley de Lambert-Beer se cumple para cualquier proceso de absorcién en cualquier
zona del espectro y se basa en que cada unidad de longitud a través de la cual pasa la
radiacion absorbe la misma fracciéon de radiacién. La absorcién de la radiacién por
parte de la muestra es proporcional a la anchura del camino 6ptico (anchura de la

celda) (cm), a la concentracién de la disoluciéon (mol/L) y a una constante
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proporcional especifica de cada muestra, ¢, denominada absortividad molar (L mol-

cm1) o coeficiente de extincién molar:

A=¢lc

Esta ley lineal se cumple tnicamente para disoluciones diluidas (c < 0.1M),
pudiéndose producir desviaciones de la linealidad a concentraciones més elevadas,
al variar e como consecuencia de cambios en el indice de refraccion de la disolucion.
Otras desviaciones de la linealidad tienen su origen en la propia instrumentacion:
presencia de luz reflejada y dispersada, luz no estrictamente monocromatica o
detectores de respuesta no lineal (Harris y Bashford, 1987).

Para verificar el cumplimiento de la ley se debe realizar una curva de
calibracién: absorbancia en funcién de la concentracion; para lo cual se preparan
disoluciones de la sustancia de concentraciones conocidas y se mide A a la longitud
de onda elegida. Si es valida la ley para esa sustancia a esas concentraciones la

relacion debe ser una recta que pase por el origen de coordenadas.

1.1.1 Espectroscopia Ultravioleta-Visible

La porcion de la region ultravioleta del espectro electromagnético se extiende desde
200 a 400 nm, mientras que la region visible se extiende hasta cerca de 800 nm. La
excitacion con radiacién UV-vis determina la promocién de un electrén de un orbital
molecular o atémico de baja energia a un orbital de mayor energia. Este salto se
llama transicion electrénica y el proceso de absorcién, absorcion electrénica. La
absorciéon molecular en las regiones UV-vis consiste en bandas de absorcion.

Las medidas llevadas a cabo usando espectrofotémetros nos proporcionan
datos de absorbancia en funcién de la longitud de onda. Estos equipos se componen
de una fuente estable de energia radiante que emite luz policromética entre
350-900 nm. Las ldmparas que mas comtnmente se usan son de tungsteno-halégeno

y de deuterio. El haz de luz pasa a través de un monocromador que separa todas las
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longitudes de onda de ese haz de la longitud de onda deseada. Finalmente, proyecta
este haz de luz monocromatica a través de la muestra y mide la cantidad de luz que
es absorbida por la misma. Esto permite al experimentador obtener informacién
sobre la naturaleza de la sustancia e indicar indirectamente qué cantidad de sustancia

estd presente en la muestra (Figura 22).
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Figura 22. Esquema de un espectrofotémetro.

1.1.2 Espectroscopia de Infrarrojo

La radiaciéon electromagnética infrarroja tiene una energia que no es suficiente para
producir transiciones electronicas; sin embargo, su energia es similar a las pequefas
diferencias energéticas entre los distintos estados vibracionales y rotacionales
existentes en la mayoria de las moléculas. La molécula, al absorber la radiaciéon
infrarroja, cambia su estado de energia vibracional y rotacional.

Los modos de vibracién se clasifican en dos tipos: vibraciones de tension
(“stretching”) por cambios en la distancia de enlace (pueden ser simétricas o
asimétricas), y vibraciones de torsion (“bending”), por cambios en el angulo de
enlace, las cuales pueden ser en el plano como tijereteo (“scissoring”) y balanceo
(“rocking”), o fuera del plano como el “wagging” (Figura 23). Otros tipos de
vibraciones son las vibraciones del esqueleto o vibraciones combinadas. Estos
movimientos se dan en los diferentes enlaces quimicos presentes en los grupos
funcionales de una molécula. La escala de tiempos de dichas vibraciones moleculares

es muy corta (cerca de 1013 s).
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Figura 23. Diferentes tipos de modos vibracionales teniendo en cuenta cambios en la longitud del

enlace y en el dngulo de enlace.

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), ha supuesto un
avance sustancial en la aplicabilidad de esta técnica a los sistemas biologicos. Un
espectrofotometro de FTIR estd compuesto por una fuente de radiacion infrarroja.
Esta radiacion pasa a través de un interferometro de Michelson (elemento
seleccionador de frecuencias) antes de incidir en la muestra, el cual est4 constituido
por un divisor de haz y dos espejos, uno fijo y uno mévil. Asi, el haz incidente se
divide en dos haces perpendiculares de igual energia, uno incide sobre el espejo
movil y el otro sobre el espejo fijo. Se generan por tanto, dos ondas que viajan en fase
en direcciones distintas hacia los espejos y una vez reflejadas las dos ondas se
recombinan produciéndose una interferencia entre ambas. Este haz resultante es el
que atravesard la muestra (Figura 24). El desarrollo del interferémetro de Michelson
junto con la aplicacion del algoritmo de la transformada de Fourier ha mejorado la
relacion sefial/ruido respecto a anteriores espectrofotémetros de infrarrojo basados
en la dispersion.

El interferograma es una representacion de la intensidad respecto al
movimiento del espejo. Una vez que se ha recogido un interferograma, es necesario
convertirlo en un espectro. Esto se consigue a través del algoritmo de la
transformada de Fourier rapida (Fast Fourier Transform o FIT). Tras la aplicaciéon de
la transformada de Fourier, la apodizacion, y la correccion de la fase de los datos, se

obtiene un Unico espectro de la muestra, que dividido por el fondo (un espectro
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tomado en ausencia de muestra), da lugar a una representacién del espectro de
absorcion como una medida de intensidad (absorbancia infrarroja) frente a
frecuencia (o nimero de onda).

Cada agrupamiento de enlaces da lugar a una banda en el infrarrojo siempre
en la misma posiciéon. La intensidad de la banda va a depender del ntimero de
agrupamientos que exista. La posiciéon exacta de las bandas en el espectro aporta
informaciéon sobre las interacciones de los grupos funcionales con el ambiente
(interacciones polares en sistemas biologicos), y el acoplamiento de vibraciones
(conformacién de macromoléculas biolégicas).

Para muestras acuosas, estas se disponen formando una pelicula muy fina
entre ventanas fabricadas con los materiales adecuados en funcién de la naturaleza
de la muestra (CaF, BaF;, ZnS, etc.), teniendo cada tipo de ventana un rango de

transmitancia que ha de ser tenido en cuenta segtin las bandas que se desee estudiar.
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Figura 24. Representacién de los componentes de un Espectrémetro de Infrarrojo por Transformada

de Fourier.

Con frecuencia se obtienen bandas complejas de absorcién, resultado del
solapamiento de varias bandas. Para extraer la mayor informacién posible se han

desarrollado técnicas matematicas de aumento de resolucién como la diferenciaciéon
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y la deconvolucién (“Fourier self-deconvolution”). La primera derivada de un pico
de absorcion aumenta la resolucion. Se calcula restando las absorbancias a longitudes
de onda adyacentes (en el caso de longitudes de onda equidistantes). La segunda
derivada se obtiene aplicando de nuevo este proceso y da lugar a minimos
correspondientes con los picos de absorcion del espectro original, y un hombro para
cada banda facilitando en gran medida la resolucion de los picos solapados. Ademas,
también elimina problemas en la linea base. Sus principales desventajas son que
disminuye la relacién sefial/ruido y aumenta la complejidad del espectro. Debido a
que la diferenciacion es una operacion lineal, la ley de Lambert-Beer sigue siendo
valida en el espectro derivada, por lo que éste puede ser utilizado para
determinaciones cuantitativas. Con la deconvolucién pueden resolverse bandas
separadas. Se hace la inversa de la transformada de Fourier del espectro y después se
multiplica por una funcién suavizante (“smoothing”) y por una funcién Gausiana-
Lorentziana. Finalmente se aplica la transformada de Fourier al interferograma

modificado, repitiendo todo el proceso de manera iterativa.

1.1.2.1. Conformacién de macromoléculas

Dentro del espectro infrarrojo se pueden diferenciar tres zonas: IR lejano, donde se
producen las absorciones debidas a cambios rotacionales; IR medio (MIR o
simplemente, IR), donde tienen lugar las vibraciones fundamentales; e IR cercano
(NIR), donde se producen absorciones debidas a sobretonos y combinaciones de las
bandas fundamentales.

En las moléculas organicas y biolégicas, donde el esqueleto es alifatico, los
grupos funcionales suelen tener una o varias vibraciones altamente localizadas. Esto
permite la rapida identificacién de grupos funcionales de una molécula y que los
cambios de frecuencia sean mds facilmente correlacionables con un cambio en la
constante de fuerza de los enlaces del grupo funcional. Los modos de vibraciéon mas
localizados implican un menor desplazamiento de masa y suelen tener una

frecuencia entre 4000-1000 cm-!, que pertenece a la zona del infrarrojo medio.
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Los grupos funcionales permiten el estudio de moléculas por infrarrojo al simplificar
la asignacion de bandas y la interpretacion de sus cambios. En las proteinas se
pueden encontrar numerosos grupos funcionales. Entre ellos el mds caracteristico y
numeroso es el grupo amida, el grupo que forma el enlace peptidico. Este grupo de
vibraciones incluye nueve bandas de absorcién caracteristicas de las cuales cabe
destacar la banda amida I (vibraciones de tensién del enlace C=O principalmente,
acoplados a la vibraciéon de flexion del N-H y tensiéon del enlace C-N), la banda
amida II (tension C-N y flexién en el plano de N-H), la amida III (tensiéon C-N,
tflexion N-H, flexién en el plano CO), y la amida A (tensién N-H) (Kong y Yu, 2007)
(Figura 25).
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Figura 25. Localizacién de las bandas de absorcién mas importantes dentro del infrarrojo medio.

La banda amida I (1600-1700 cm™) es la mas utilizada ya que da informacién acerca
del tipo y estructura secundaria, y no esté influida fuertemente por cadenas laterales
(Ganim, 2007). Ademas, el acoplamiento bipolar entre las vibraciones amida I de
grupos contiguos hace que la frecuencia amida I de un enlace peptidico sea
directamente sensible a la conformacién que adopta y por lo tanto a la estructura
secundaria en la que se halla (Krimm y Bandekar, 1986).

Como dificultades experimentales para obtener el espectro, se encuentra
principalmente la absorcién del agua, la cual absorbe fuertemente en una region
espectral muy importante, aproximadamente a 1640 cm. La utilizacién de DO en
vez de HO como disolvente lleva a un desplazamiento isotépico ya que se induce el

cambio del N-H del grupo amida a N-D. Debido al cambio de puentes de hidrogeno
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a puentes de deuterio, la frecuencia de vibracion del C=0O disminuye
aproximadamente 10 cm™. La causa es que la sustitucion de hidrégenos por
deuterios hace aumentar las masas desplazadas en las oscilaciones. La banda amida I
pasa a llamarse amida I (Krimm y Bandekar, 1986) que en principio posee la misma

informacién estructural.

Tabla 10. Asignacién de bandas a diferentes estructuras secundarias.

FRECUENCIA VALORES DE LA ESTRUCTURA
REFERENCIAS
(cm™) LITERATURA SECUNDARIA
Hojas B intermoleculares | Torrent y col., 2001
1684 1684-----1686
(agregados) Ganim, 2007
Holzbaur y col., 1996
1674 1674-----1675 Giros pB*
Yey col., 2007
Olinger y col.,1986
1654 1650------1656 Hélice a
Surewicz y col., 1993
Murayama y Tomida,
Estructuras desordenadas | 2004
1644 1640-----1652
y hélices a Fabian y Mantsch.,
1995
Panuszko y col., 2009
1634 1630-----1640 Hojas p**
Smeller y col., 1999
Hojas B intermoleculares | Sanchez y col., 2008
1615 1615-----1618
(agregados) Meersman y col., 2002

* Para algunos autores estas banda se corresponden con estructuras secundarias tipo hélice 0310
(Panuszko y col., 2009, Sanchez y col., 2008).
** En el caso de la albimina se ha comprobado que no tiene estructuras hojas 3 y que esta banda se

corresponde con estructuras desordenadas (Murayama y Tomida., 2004, Takeda y col., 1987).

Existe una correlacion entre las frecuencias amida del enlace peptidico y la estructura
de la molécula. Esta correlacion se utiliza para obtener informacién estructural de

proteinas, principalmente una estimacion de los porcentajes de estructura secundaria

(Ganim y col., 2007).
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Los porcentajes de estructuras secundarias determinados varian entre la estructura
tridimensional refinada y la que no lo esta, entre estructuras tridimensionales de
fuentes diferentes y entre diferentes usuarios que utilizan el método (Levitt y Greer,
1977; Kabsch y Sander, 1983). No todos los autores coinciden a la hora de definir el
intervalo de apariciéon de una estructura, y cuando lo hacen estos intervalos no son
exactamente iguales. Estas discrepancias ilustran la dificultad que puede existir, en
algunos casos, a la hora de asignar una banda a una estructura concreta.

En la Tabla 10 se muestran unos rangos de nimero de onda propuestos y/o
utilizados por diversos autores para asignar las bandas que se resuelven en la banda
amida I a ciertas estructuras secundarias de proteinas, cuando el disolvente utilizado
es D20. Con estos rangos, una vez localizada la posiciéon de una banda componente
en la banda amida I, se puede realizar una asignacién estructural y finalmente

obtener una estimacioén de la estructura secundaria de una proteina.

1.2. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Si una molécula en su estado fundamental absorbe mas energia de la necesaria para
alcanzar S entonces el exceso de energia puede absorberse como energia vibracional.
Esta energia se disipa rdpidamente y la particula baja a los niveles mas bajos de S;.
Esta particula excitada al regresar a So puede hacerlo de diferentes formas: puede
ocurrir sin emitir radiaciéon electromagnética, o de forma radiativa (emitiendo un
foton). A estas dltimas sustancias se les conoce como luminiscentes (fluorescencia y
fosforescencia) (Figura 26).

La energia disipada por el fotén es exactamente igual a la diferencia de energia
entre los niveles vibracionales involucrados. Como consecuencia, aunque todas las
moléculas se exciten a la misma longitud de onda, los fotones emitidos pueden tener
distintas longitudes de onda de emisién, originando el espectro de emisién
fluorescencia (Lakowizc, 2006). Los tiempos de vida del estado excitado son del
orden de 108 segundos. Por otra parte, debido a la energia que se pierde al bajar a

niveles menores de S1 (conversiones internas y relajaciones vibratorias) la luz emitida
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es de menor energia (mayor A) que la absorbida. Asi la luz de fluorescencia de

emision es siempre de A mayor que la de excitacion.

EMISION
(FLUORESCENCIA)

AT
S
[¢p]

Figura 26. Diagrama de niveles de energia de un atomo o
molécula. Muestra los cambios producidos cuando la

particula emite energia.

Un espectrofluorimetro estd compuesto por una lampara que emite luz de alta

intensidad. Esta luz pasa a través de un monocromador que selecciona la A de

excitacion. La luz de excitacion pasa a través de una celda que contiene la muestra.

Muestra

Luz de

@ excitacion

Lampara de luz Monocromador

Luz
—  » transmitida

Monocromador

Luz emitida

IEl ‘
oooo

—_—

Detector

Figura 27. Esquema de un espectrofluorimetro.
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La fluorescencia se propaga desde la muestra en todas direcciones pero debe
observarse en angulo recto respecto al haz de excitacién. El haz entonces pasa por un
segundo filtro o monocromador que aisla un pico fluorescente para medirlo. La
radiacion emitida llega a wun detector fotoeléctrico. Desde los tubos
fotomultiplicadores de los detectores de la muestra y de la referencia, las sefiales son
conducidas a un amplificador de diferencia cuya salida se lee en un ordenador o un

registrador potenciométrico (Figura 27).

1.2.1. Aplicacion al estudio de proteinas

Los fluoréforos presentes en las proteinas son los aminoadcidos aromaticos
(triptéfano, tirosina y fenilalanina). La emisién de fluorescencia de las proteinas suele
estar dominada por los residuos de triptéfano, ya que tanto su coeficiente de
extincion a la longitud de onda habitual de excitacién como su rendimiento cuantico
intrinseco (ndmero de fotones emitidos dividido por el ntmero de fotones
absorbidos) son considerablemente mayores que los de tirosina y fenilalanina.
Ademas, los fotones absorbidos por la tirosina son normalmente transmitidos a los
triptéfanos a través de un fenémeno cuéntico denominado transferencia de energia
por resonancia.

La espectroscopia de fluorescencia permite el estudio de los procesos de union
entre biomoléculas, tales como la asociaciéon proteina-proteina, ya que la emisiéon de
fluorescencia de los fluoréforos, principalmente del triptéfano, depende fuertemente
de su entorno local y este cambia cuando se produce la asociacién, bien porque los
fluoroéforos se localizan en el sitio de unién entre ambas moléculas o bien porque atin
situandose fuera del sitio de unidn, la interaccién provoca un cambio conformacional
global que altera el microentorno de los fluoréforos. Al producirse la interaccién, el
espectro de fluorescencia de las moléculas implicadas puede cambiar, origindndose
variaciones en la longitud de onda maxima de emisién y/o en la intensidad de
fluorescencia, que pueden utilizarse para el seguimiento del proceso de union.

Ademas, para este tipo de estudios también se pueden aplicar otras técnicas basadas
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en la fluorescencia, como la atenuacién de la fluorescencia o la anisotropia de
fluorescencia.

La atenuacién de la fluorescencia consiste en la disminucién de la intensidad
de la emision fluorescente de los fluoréforos como consecuencia de su interacciéon
con una molécula ajena denomina atenuador (“quencher”). Estos factores
ambientales normalmente se deben al disolvente, a solutos presentes en la
disolucién, temperatura, pH, grupos quimicos vecinos o a la concentracién del
fluoréforo. La atenuacion de la fluorescencia puede ser dindmica, cuando el
atenuador colisiona con el fluor6foro durante el tiempo de vida media del estado
excitado, sin producirse alteraciones quimicas en las moléculas; o estatica, si el
atenuador se asocia al fluoréforo formando un complejo estable que impide la
emisiéon de fluorescencia. La atenuaciéon sera mayor cuanto mas accesible sea el
fluoréforo (que depende de la conformacién de la proteina) y mas atenuador haya en
el medio. Los datos de atenuacion de fluorescencia se manejan usando las

herramientas matematicas que aportan la llamada ecuaciéon de Stern-Volmer.

2. TECNICAS CALORIMETRICAS

2.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En general, con esta técnica se estudian los cambios conformacionales inducidos por
la temperatura y/o cambios de fase al calentar o enfriar en un intervalo de
temperatura, que para proteinas, acidos nucleicos y biomembranas suele estar
comprendido entre -20 y 130°C. La DSC mide la capacidad calorifica aparente de un
sistema, en funcién de la temperatura, dando acceso al mecanismo que gobierna el
equilibrio conformacional. Su posterior analisis permite la determinaciéon de los
parametros termodindmicos asociados a la transiciéon inducida por la temperatura.
Los microcalorimetros miden la diferencia de la capacidad calorifica de dos
celdas idénticas, una para la muestra y otra para la referencia (disefio “twin” o de
celdas gemelas). Estas celdas no son desmontables para una mayor reproducibilidad

de los datos y poseen un sistema de presurizaciéon para evitar la formacion de
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burbujas. Ambas celdas se encuentran situadas dentro de una camara adiabatica y
estdn conectadas a una termopila de gran sensibilidad que mide la diferencia de
temperatura entre las dos celdas. Estos aparatos carecen de agitacion mecanica para
evitar aportar calor al sistema.

En el experimento, las celdas con la muestra y la referencia se calientan
simultdneamente a una velocidad constante. Cuando se produce una transiciéon
inducida por la temperatura (por ejemplo la desnaturalizacién de una proteina o una
transicion termotrdpica de fase en una bicapa fosfolipidica), la muestra absorbe parte
del calor que se le esta suministrando a la celda si la transicién es endotérmica. Como
resultado, la celda de la muestra tendria una temperatura algo inferior a la de la
celda de referencia. Este efecto termodindmico es detectado por un sensor de
temperatura y el sistema de control del equipo suministra una potencia calorifica
adicional para que ambas celdas mantengan la misma temperatura. Esta potencia en
exceso es proporcional a la diferencia de capacidades calorificas entre las dos celdas y
sus contenidos. De esta manera se obtiene la capacidad calorifica del soluto en

funcién de la temperatura.

60
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T
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20

Capacidad calorifica
aparente (KJ mol! K1)

10
0

_1 0 1 | | l 1 |
30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 28. Representacion de un pico endotérmico.
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Por lo general se realizan varios barridos de la muestra para comprobar si el proceso
es reversible. Esto resulta importante para el posterior analisis de datos que se basa
en la termodindmica de equilibrio que requiere un proceso reversible. También es
necesario restar al termograma de la muestra el termograma de la linea base
instrumental para el correcto andlisis de los datos.

Tanto en el estudio de proteinas como de lipidos por DSC, el perfil tipico
obtenido se corresponde con uno o varios picos endotérmicos, que se corresponden
con el proceso de desplegamiento en el caso de proteinas, o con transiciones entre
diferentes fases para los lipidos (Figura 28).

Este tipo de experimentos permite hacer un analisis termodindmico completo,
obteniendo los distintos pardmetros termodindmicos asociados a la transicion,
siempre que tenga lugar en condiciones de equilibrio (Privalov, 1979). Al punto
méaximo de la endoterma se le denomina temperatura de desnaturalizacién, T, en el
caso de las proteinas, y temperatura media de transicion de fase, T, en el caso de los
lipidos. La integral del 4rea bajo el pico de la transicién representa la entalpia
calorimétrica (AH) (Kcal mol?), es decir, la cantidad de energia absorbida necesaria
para que tenga lugar la transicion. La entropia (AS) se calcula a partir de: AS=

AH/ T,

La anchura del pico a media altura, ATy, estd relacionada con la
cooperatividad o tamafno de la unidad cooperativa (N= AHvww AH), siendo AHvn la
entalpia de van’t Hoff (determinada a través del ajuste de la endoterma a un modelo
de dos estados), el calor necesario para que cada unidad cooperativa lleve a cabo la
transicion de fase. Cuanto mas estrecho es el pico mayor cooperatividad presenta la
transicion. Si AH = AHyn se trata de una transicion de primer orden entre dos estados
(inicial y final), mientras que si AH > AHyn, es una transicion que implica méas de dos

estados.

2.2. Calorimetria isotérmica de titulacion (ITC)

Esta técnica mide el calor absorbido o liberado en una reaccién quimica a

temperatura constante (Wiseman y col., 1989). Es la técnica experimental mas directa
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para determinar los parametros termodindmicos asociados a la formacién de un
complejo macromolécula/ligando.

Como en el caso de la DSC, el calorimetro funciona por compensacion del
efecto térmico en un entorno adiabético y cuenta con una celda de referencia que, en
este caso, no participa en el proceso de valoracién y se llena normalmente con agua o
tampon. Existe otra celda denominada celda de reacciéon que contiene una disoluciéon
de la macromolécula en el mismo tampon, y lleva un sistema acoplado de inyeccién-
agitacion a través del cual se afiade el ligando (Figura 29). Tras cada inyeccién de
ligando se forma una cierta cantidad de complejo macromolécula/ligando. La
formacion de este complejo estd acompanada por la liberacion (reaccion exotérmica)
o absorcién (reaccion endotérmica) de calor, que genera una diferencia de
temperatura entre ambas celdas, la cual es compensada automéaticamente mediante
un sistema de retroalimentaciéon. La energia eléctrica necesaria para mantener la
igualdad de temperaturas entre ambas celdas tras cada inyeccién, se registra en
forma de picos caracteristicos en la linea base y reciben el nombre de isotermas de
unién. La integral del 4rea bajo los picos corresponde al calor asociado a la reaccion,

entalpia de unién (AH) en el caso de macromoléculas-ligando.

Ligando

Celda
referencia

Celda muestra

Figura 29. Representacién esquematica de la situacién de las celdas y la inyeccién de valorante en un

calorimetro isotérmico de titulacion.
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En las inyecciones iniciales todo el ligando se unird a la proteina, dando lugar a
grandes picos. A medida que aumenta el grado de saturacién, la intensidad de los
picos disminuye hasta alcanzar un valor constante que corresponde al calor de
dilucién del ligando. Este efecto debe ser descontado del calor medido en cada
inyeccion y se determina realizando una curva de diluciéon del ligando en el tampén
bajo las mismas condiciones experimentales. Las isotermas de unién observadas
generalmente se normalizan convirtiendo los datos en kilocalorias por mol de
ligando inyectado, y se representan frente a la relacion molar entre ligando y
macromolécula (Figura 30).

El anélisis de la isoterma de valoracion generada a partir de la dependencia de
el calor medido en cada inyeccion (qi) con la relacién molar ligando/proteina en
términos de un modelo de unién adecuado, permite calcular la constante de unién
(Kp), la estequiometria de la interaccion ligando/proteina (n) y la entalpia de unién
(AH). Conocidos K y AH es posible determinar la energia libre (AG = -RT In Ky = AH
- T AS) y la entropia de unién (AS) (Wiseman y col., 1989). La magnitud y el signo de
AH y AS estan relacionados con el tipo de fuerzas (hidrofébicas, electrostaticas,
puentes de hidrégeno, van der Waals) implicadas en la estabilizacién del complejo
formado y se pueden correlacionar con la estructura de la moléculas interaccionantes
(Leavitt y Freire, 2001).

Si partimos del hecho de que qi tras sustraer la dilucion del ligando es
proporcional a la fracciéon de ligando unido a la proteina y a la entalpia de unién

(AH):

qi=vAL AH

Siendo v el volumen de la celda de reacciéon y AL; la variacion en la concentracion de
ligando libre tras la inyeccién i.

El calor total Q acumulado tras N inyecciones vendra expresado por: Q=2 qgi =
Ve [M]t AHy Ka / (1+ Ka [L]), donde V¢, es el volumen de la celda, [M]: la

concentracién total de macromolécula total, AHy la entalpia de unién por mol de
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ligando (Kcal/mol Lg), Ka la constante de unién y [L] concentracion de ligando libre

(Jelesarov y Bosshard, 1999).
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Wiseman y col., (Wiseman y col., 1989) demostré que la forma de la curva de unién
estd determinada por el producto del nimero de sitios de unién del ligando a la
macromolecula (n) por la constante de unién (K) y por la concentracién total de la
macromolecula ([M]r). A este valor se le denomina parametro de Wiseman (c = [Mo]
Kv n) y debe estar comprendido entre 1 y 1000 para que los pardmetros
termodindmicos puedan ser determinado con fiabilidad mediante ITC. Si el proceso
de unién da un valor de c aproximado a 1 la curva obtenida sera hiperbdlica

mientras que con valores de ¢ més altos la curva se va volviendo sigmoidal.
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3. MEDIDAS DE TENSION SUPERFICIAL.

La tension superficial se expresa en unidades de fuerza por unidad de
longitud (N m™) y depende de las fuerzas cohesivas intermoleculares, las cuales son
diferentes en el seno y en la superficie de un liquido. Existen diferentes métodos de
medida de la tensién superficial. En esta tesis se ha utilizado el método del anillo de
Du Notiy (Du Notiiy, 1919) basado en el angulo de contacto que el liquido establece
con una superficie sélida.

El método de Du Noiiy es una medida dindmica que consiste en suspender
verticalmente sobre la muestra un anillo de platino, sumergirlo por debajo de la

superficie y posteriormente se le hace ascender (Figura 31).

Aumento de la Fuerza Disminuciéndela
fuerza maxima fuerza

Figura 31. Diagramas de fuerzas al ir elevando el anillo de la muestra en medidas de tension

superficial mediante el método de Du Noiiy.

Se mide la fuerza maxima necesaria para sacar el anillo a través de la interfase, y se
utilizan los valores de los radios internos y externos del anillo para obtener el valor

de tension superficial. Para ello se utiliza la ecuacion,

Y=Yy F=(K/I)F
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donde vy, es la tension superficial real, y* la tensién superficial medida, F es un factor
de correccion, K es la fuerza méxima medida y I es la longitud total de las
circunferencias interna y externa del anillo. El factor de correccion se utiliza debido a
que ademas de la fuerza que resulta de la tensién superficial hay otra fuerza debida
al peso de la pelicula que rodea directamente al anillo. Para su célculo influyen sobre
todo la fracciéon de liquido hidrostidticamente efectivo y la diferencia de densidad

entre las dos fases (Harkins y Jordan, 1930).
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1. RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado mediante técnicas de espectroscopia de absorcién,
espectroscopia de fluorescencia y calorimetria, la interaccion de un succinil
trealosalipido biotensioactivo bacteriano producido por Rhodococcus sp. con vesiculas
fosfolipidicas, la cual conduce a la permeabilizaciéon de la membrana, en busca de un
modelo molecular.

La concentracion micelar critica (CMC) del trealosalipido se ha determinado
mediante medidas de tensiéon superficial obteniendo un valor de 300 M. La unién
del trealosalipido a membranas de POPC se ha estudiado mediante ITC. La constante
de unién junto con la CMC, indican que el trealosalipido funciona como un
detergente débil, el cual prefiere incorporarse a la membrana a producir la
micelizacién de la misma. Ademads, la adiciéon de trealosalipido a LUV de POPC
produce la salida selectiva al medio externo de solutos atrapados en su interior, la
cual es dependiente de su tamafio. Se demuestra que se requiere de una etapa de flip-
flop previa a la permeabilizaciéon. La velocidad de este flip-flop se ha medido usando
diferentes sondas fluorescentes, y se ha visto que la composiciéon de la membrana
modula el proceso de salida en gran medida. Esto nos ha llevado a proponer la
incorporaciéon y segregacion del trealosalipido en membranas de fosfatidilcolina
creando dominios laterales, los cuales forman defectos o “poros” a través de los
cuales tiene lugar la salida de solutos con un tamafo determinado. Los resultados
presentados contribuyen al conocimiento de los mecanismos moleculares de la
accion de trealosalipidos biotensioactivos bacterianos relacionada con las membranas

biol6gicas.
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2. INTRODUCCION

Los compuestos anfifilicos con actividad superficial y de origen biol6gico se conocen
como biotensioactivos, y se han descrito nuevas propiedades quimicas y biol6gicas
que hacen que tengan aplicaciones muy interesantes (Desai y Banat, 1997; Cameotra
y Makkar, 1998; Banat y col., 2000; Lang, 2002; Sing y Cameotra, 2004; Rodrigues y
col., 2006). En general, los biotensioactivos se prefieren sobre los tensioactivos de
origen quimico debido a que son mas biodegradables y menos lesivos para el medio
ambiente. Ademas, algunos biotensioactivos juegan un papel interesante por sus
actividades biolégicas, como antifingicos o en general como antimicrobianos (Lang y
col., 1989; Lang y Wagner, 1993; Stanghellini y Miller, 1997). Por otro lado algunos de
estos compuestos pueden producirse a través de procesos biotecnolégicos usando
materiales de desecho como fuente de carbono, lo que tiene un valor afiadido no sélo
desde el punto de vista econémico sino también por razones ecoldgicas (Makkar y
Cameotra, 2002). Ademads se ha dirigido una gran actividad de investigacién hacia la
identificacién de nuevos biotensioactivos y la caracterizacién de sus propiedades
biolégicas y quimicas (Singh y Cameotra, 2004; Rodrigues y col., 2006; Singh y col.,
2007).

La naturaleza quimica de los biotensioactivos es diversa, los ejemplos mas
interesantes incluyen lipopéptidos, glicolipidos, polimeros y otros (Lang, 2002).
Debido a la naturaleza anfifilica de los biotensioactivos, estos se intercalan en las
membranas biolégicas alterando su funcién y propiedades fisicoquimicas (Ortiz y
col., 2009a). Recientemente se han dirigido varios trabajos al estudio de la accién de
diferentes biotensioactivos sobre las membranas, incluyendo lipopéptidos como
surfactina, iturina A (Grau y col., 1999, 2000; Carrillo y col., 2003; Aranda y col., 2005)
y fengicina, o glicolipidos como ramnolipidos (Sanchez y col., 2006; Ortiz y col., 2006;
Aranda y col., 2007a). Todos estos compuestos alteran las propiedades fisicoquimicas
del nucleo hidrofébico de la bicapa y perturban el estado de hidratacion de la
interfase agua/lipido (Sdnchez y col., 2006; Ortiz y col., 2006; Ortiz y col., 2008),
ademas algunos de ellos inducen la permeabilizacién en sistemas de liposomas

(Carrillo y col., 2003), y/o hemolisis (Aranda y col., 2005). La induccién de
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permeabilizacién de membranas por tensioactivos puede ocurrir a concentraciones
por encima o por debajo de su CMC dependiendo de la naturaleza quimica del
tensioactivo. La permeabilizacion puede tener lugar concomitantemente con la
solubilizacién de las vesiculas o sin alteracion de la integridad de las mismas.

Los biotensioactivos que contienen trealosa constituyen un grupo interesante
de compuestos anfifilicos de origen natural (Asselineau y Asselineau, 1978). Estos
trealosalipidos son producidos principalmente por Rhodococci y presentan
propiedades fisicoquimicas y biologicas muy relevantes (Lang y Philp, 1998). Los
trealosalipidos (TL) reducen significativamente la tension superficial del agua
(Ramsay vy col., 1983), y forman microemulsiones (Singer y col., 1990). De este modo
se ha propuesto un gran nimero de aplicaciones para estos compuestos (Lang y
Philp, 1998). Ademas se ha visto que los succinil trealosalipidos inducen la
diferenciaciéon de lineas celulares de leucemia (Sudo y col., 2000) e inhiben la
actividad de la proteina quinasa (Isoda y col., 1997). La mayoria de las acciones
biolégicas de estos trealosalipidos biotensioactivos se relacionan con su capacidad de
perturbar la bicapa fosfolipidica.

El conocimiento detallado de las propiedades bioldgicas de un tensioactivo
determinado es importante, ya que permitird la seleccion de compuestos para usos
especificos en funcién de las propiedades deseadas. En este capitulo se realiza un
estudio detallado de los mecanismos moleculares y cinéticos de cada accién en
particular con relacién a su capacidad de permeabilizar la membrana lipidica. Se han
usado técnicas de calorimetria, fluorescencia y espectroscopia de absorcién para
estudiar la interaccion de succinil trealosalipidos biotensioactivos bacterianos
producidos por Rhodococcus sp. con vesiculas fosfolipidicas, que conduce a la
permeabilizacion de la membrana. La cinética de los procesos se caracteriza
detalladamente. Se encuentran diferencias significativas en funciéon de la
composiciéon de la bicapa, lo cual ayuda a explicar los mecanismos que emplea este

TL para perturbar la membrana.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Materiales

1-Palmitil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfocolina ~ (POPC),  1-palmitil-2-oleil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (POPE), 1-palmitil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (lisoPC), y
colesterol fueron adquiridos de Avanti Polar Lipids Inc. (Birmingham, AL). 5(6)-
Carboxifluoresceina (CF) (99% por HPLC) y FITC-dextranos (FD4: PM 4000; y FD10:
PM 9400) se adquirieron de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). N-(Fluoresceina-5-
thiocarbamil)-1,2-dihexadecanil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (FPE) se adquiri6é de
Molecular Probes (Eugene, OR). El resto de reactivos se obtuvieron con la mayor
pureza disponible. Los tampones y sales inorganicas fueron de grado analitico. El
agua purificada fue desionizada en un equipo milli-Q de millipore (Millipore,
Redford, MA) y mostré una resistividad de aproximadamente 18 MQ.

La disoluciones stock de los distintos fosfolipidos y del trealosalipido se
prepararon en cloroformo/metanol (2:1) y se almacenaron a - 80°C. La concentracién
de fosfolipido se determiné mediante el método de Bottcher (Bottcher y col., 1961) en
el que la concentracion de fosfolipidos o de sus derivados hidroliticos se puede
cuantificar mediante la deteccion de fésforo inorgénico. En primer lugar se llevo a
cabo una digestion quimica en medio acido (acido perclérico 70%) a 190°C durante
30 min. para liberar el grupo fosfato de la estructura del fosfolipido. Tras la adicién
de un 22% p/v de una disoluciéon de reactivo molibdato (heptamolibdato
amonico/&cido sulfarico 1:6.5 p/v) los oxoaniones metélicos de molibdato amonico
en este medio fuertemente 4cido encierran a los aniones fosfato en estructuras
llamadas polianiones. La reaccién colorimétrica se desarrollé incorporando &acido
ascorbico al 10% p/v e incubando las muestras a 100°C en un bafio durante 15 min.
La medida de la densidad 6ptica se realizé en un colorimetro a una longitud de onda
de 812 nm. El tampén usado fue 150 mM NaCl, 5 mM Hepes pH 7.4 a no ser que se
indique otro distinto. El agua y todos los tampones mencionados se filtraron a través

de filtros de 0.2 pm antes de su uso. La osmolaridad de todos los tampones y
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disoluciones se comprobd y ajusté usando un osmémetro Osmomat 030 (Gonotec,

Berlin, Alemania).

3.2. Produccidon y purificacion de trealosalipido

La cepa 51T7 se aislé de muestras de suelo contaminado con aceite después de un
cultivo enriquecido con queroseno y se identific6 como Rhodococcus sp. (Espuny y
col., 1995). Esta cepa se mantuvo en diferentes cultivos de TSA (Pronadisa, Espafia) y
se conservo en crioviales a -20°C. Los biotensioactivos se produjeron, purificaron y
caracterizaron como se ha descrito anteriormente (Aranda y col., 2007b). Brevemente,
los cultivos se incubaron a 27°C y se airearon mediante agitaciéon (100 rpm). El
in6culo se preparé por incubacién de la cepa en un medio mineral con 10 g L1 de Ci3
parafina durante 36 h. Un 2% v/v de este cultivo se utilizé como inéculo en un
matraz de 500 mL con 50 mL de medio. Los compuestos con actividad superficial se
aislaron por extraccion liquido-liquido. El producto aislado se analiz6 por
cromatografia en capa fina en silicagel G60 wusando como fase movil
cloroformo/metanol/agua (65:25:4) y revelando con vapor de yodo. La GS/MS llevo
a la determinaciéon de los residuos de succinilo, heptanoilo, decanoilo, nonanoilo y
undecanoilo. La principal fracciéon con actividad superficial se identificé con H-

NMR y BC-NMR como un 2,3,4,2’-trealosa tetraéster.

3.3. Preparacion de vesiculas

Para los experimentos de salida de CF las vesiculas fosfolipidicas se prepararon
mezclando en cloroformo las cantidades apropiadas de los distintos fosfolipidos
como se indica en cada caso. El disolvente se evaporé bajo un flujo de N2 (g)
obteniendo una fina pelicula en el fondo de un pequefio tubo de vidrio. Las tltimas
trazas del disolvente se eliminaron desecando durante 2-3 horas en una bomba de
vacio. A las muestras secas se les afiadié 1 mL de tampén que contenia 75 mM de CF,

5 mM Hepes pH 7.4 y se formaron vesiculas multilamelares (MLV) mediante
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agitacion mecanica de la muestra. Las vesiculas unilamelares grandes (LUV) se
prepararon mediante extrusion repetitiva de las MLV a través de un filtro de
policarbonato de 0.1 pm (Nuclepore, Pleasanton, CA). Las vesiculas se separaron del
material no encapsulado por filtraciéon en gel de Sephadex G-75. Inmediatamente
después de ser preparada, la suspension de vesiculas se deposité cuidadosamente en
la parte superior de una columna y la elucién se realiz6 utilizando 150 mM NaCl,
5 mM Hepes, pH 7.4 como tampoén de elucion. Bajo estas condiciones las LUV
eluyeron con el volumen muerto, mientras que la CF libre qued¢ retenida. Las LUV
se recogieron en un tubo y la concentraciéon de lipido se determiné como se menciona
con anterioridad mediante el método de Bottcher.

Para la encapsulaciéon de FITC-dextrano de peso molecular 4.000 y 10.000, las
LUV se prepararon esencialmente como se describe arriba en un medio que contenia
20 mM FD4 o 10 mM FD10, 5 mM Hepes, pH 7.4 respectivamente. Se ajust6 la
osmolaridad con NaCl a la del tampén de eluciéon descrito arriba. Las LUV se
separaron del material no encapsulado mediante filtracién en gel en una columna de
Sephacryl S-300 en el mismo tampén descrito més arriba.

Las vesiculas que cotenian FPE se prepararon mezclando las cantidades
apropiadas de la sonda fluorescente FPE (normalmente 1 mol%) en cloroformo junto
con el fosfolipido, y se prepararon LUV esencialmente como se describe para
vesiculas con CF, en un tampén que contenia 150 mM NaCl, 5 mM Hepes pH 7 4.

Las SUV de POPC se prepararon por sonicaciéon de MLV en 150 mM NaCl, 5 mM
Hepes pH 7.4. La suspension se someti6 a ultrasonidos en un equipo Cole-Parmer
(Cole-Parmer, Chicago, IL) usando una sonda de titanio durante 10 min en modo
pulsado. La muestra se mantuvo en un bafio de agua a 4°C para evitar el
calentamiento. Finalmente la suspensién de SUV se centrifugé durante 30 min en una
ultracentrifuga de sobremesa para eliminar las vesiculas grandes y particulas de
titanio de la sonda. El didmetro medio de las vesiculas fue de unos 36 nm, segiin se

determiné por dispersion de luz dindmica.
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3.4. Medidas de turbidez

Se prepararon LUV de POPC como se describe con anterioridad en tampén 150 mM
NaCl, 5 mM Hepes pH 7.4. Las medidas de turbidez se realizaron en un
espectrofotometro Uvikon XL (Bio Tek, Winooski, VT), en una celda termostatizada

a 25°C con agitacion magnética.

3.5. Medidas de fluorescencia

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo en un espectrofluorimetro PTI
Quantamaster (Photon Technology, New Jersey, USA). Se usaron cubetas de cuarzo
con un paso Optico de 1 cm. La salida de CF de las LUV se midi6 en el mismo
tampon que se indicé antes y se usaron como longitudes de onda de excitaciéon y
emision 430 y 520 nm respectivamente. Para calibrar la escala de fluorescencia, la
liberacién maxima se indujo por rotura de las vesiculas con 1% (v/v) de Triton X-100
y este valor se tomé como el 100% de liberacién de CF.

El TL se afiadié desde una disolucion stock 5 mM en el mismo tampén en el
que estaban dispersas las LUV. El volumen que se afiadi6 fue siempre menor al 10%
del volumen total del tampén en la cubeta, y en cualquier caso, se corrigié la
intensidad de fluorescencia para esa diluciéon en cada caso. Las longitudes de onda
utilizadas en LUV con FD4 y FD10 fueron 490 y 520 nm, excitacién y emisién
respectivamente. Todas las medidas se realizaron en celdas termostatizadas a 25°C y

con agitacion magnética.

3.6. Medidas de tension superficial

La tension superficial en equilibrio (Yrs) se midié a 25°C con un tensiémetro digital
Kriiss K9 (Kriiss, Helsinki, Finlandia) mediante el método del anillo. El instrumento
se calibré con agua ultrapura (72 mN m1), etanol puro (22.7 mN m) y etanol/agua

al 30.5% (34.4 mN m) para garantizar la precision en el rango completo de tensiéon
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superficial. Antes de cada medida, el anillo de platino y todo el material de vidrio se
lavé con acido crémico, agua desionizada, acetona y finalmente, en el caso del anillo,
se flame6 con un mechero Bunsen. La solucién acuosa de TL se prepar6 por pesada
en un tampoén que contenia 150 mM NaCl, 5 mM Hepes pH 7.4 y se dej6 equilibrar a

25°C antes de las medidas.

3.7. Calorimetria isotérmica de titulacion

Los experimentos de calorimetria isotérmica de titulaciéon (ITC) se llevaron a cabo en
un calorimetro VP-ITC (MicroCal, Northampton, MA), equipado con una celda de
1.442 mL de volumen. Los datos se procesaron con el software Origin proporcionado
con el equipo.

El reparto de TL en membranas fosfolipidicas se determiné por ITC. En este
experimento la celda del calorimetro se llené con TL 50 uM, es decir, por debajo de su
CMC. La jeringa se llen6 con SUV de POPC, normalmente a una concentracion
2 mM. Las inyecciones secuenciales de lipido (5-10 pL) en la solucién de TL
condujeron al reparto de TL libre en la membrana con la concomitante evolucioén de
calor. La disminucién progresiva del TL libre hace que la evolucién de calor sea
progresivamente menor. Para la evaluacion de los datos experimentales seguimos el
modelo descrito para otros tensioactivos (Heertklotz y Seelig, 2000a, 2001). De

acuerdo con este modelo, los datos de ITC se ajustaron a la ecuacién:

0
i(i) __K Cu _AHT + 0y, (Ecuacion. I1.1)
one (1+ K CE)

Donde 0hi/dni? es el calor de reacciéon después de cada inyeccion de lipido, Cor y
CO. son las concentraciones correspondientes al TL y vesiculas de POPC, K es el
coeficiente de reparto, AH™1L es el calor estandar de reaccién para la transferencia de
TL desde la fase acuosa a la membrana, m, y qai es el calor de dilucién de la inyeccion

de la suspension de SUV. El coeficiente de reparto K se define como Rp/CrLf, siendo
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Rp la relacion TL/lipido en la membrana y Crif la concentracion de TL libre.
Ajustando los datos de unién experimentales a la Ecuacion.I.1 es posible determinar

K, AH™71 y qai para la unién de TL a membranas de POPC.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Concentracién micelar critica de trealosalipido

El TL producido por la cepa 51T7 de Rhodococcus sp. posee una cola formada por tres
acidos grasos de diferente longitud (C7, Co y Ci11), y un grupo polar que contiene la
molécula de trealosa y un residuo succinilo (Figura I.1). Este succinilo proporciona
un grupo carboxilo libre a la molécula de trealosalipido, que dependiendo del pH
puede estar protonado (neutro) o disociado (negativo). El pKa del TL se determiné
por titulaciéon con NaOH de una disolucién 2 mM en NaCl 150 mM (resultados no

mostrados).

/\/\/\/\

HOH, C
CH,OH

CD
HO /’ \"/\COO _

OH

Figura I.1. Estructura quimica del trealosalipido de Rhodococcus sp.

Se obtuvo un pKa 6.1 que indicaba el cardcter acido del grupo carboxilo, y que a
pH 7.4 s6lo una pequefia proporcién (aprox. 5%) de las moléculas estaban en forma
protonada, es decir, la mayoria de las moléculas de TL portaban una carga negativa.
Asi a pH y fuerza iénica fisiologica, el TL se considera con carga negativa
(tensioactivo anidnico).

La CMC del TL se determin6 por medidas de tensién superficial. La Figura 1.2

muestra la yst en funcién de la concentracion de TL (escala logaritmica). Una
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disolucién diluida del biotensioactivo presentaba un valor de yrs proximo al del agua
pura (70 mN m1). Al ir aumentando la concentraciéon de TL, la yrs disminuy¢6 hasta
alcanzar un valor de 26 mN m para TL 10 mM. El valor de CMC obtenido a partir
de estas medidas fue aproximadamente 300 pM. Este valor es del mismo orden que el

descrito para otros biotensioactivos glicolipidicos como el ramnolipido (Aranda y

col., 2007).

70 -
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Figura I.2. Determinacién de la CMC del trealosalipido por medidas de tensién superficial. La tensién
superficial (Yst) se representa en funcién de la concentracién total de trealosalipido (Crr) para una

serie de disoluciones a 25°C.

4.2. Reparto de trealosalipido en membranas de POPC

La termodindmica de unién de TL a membranas de POPC se determiné mediante
experimentos de ITC en los que una dispersion del lipido se titul6 con una disoluciéon
de biotensioactivo a una concentracion por debajo de su CMC, es decir, en estado
monomérico. Todos los experimentos se llevaron a cabo a 25°C, y a un pH y fuerza

i6nica fisioldgicos. En estos experimentos, tras inyectar SUV de POPC a una
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disolucién de TL, se produjo el reparto del biotensioactivo en la membrana. El
reparto del tensioactivo en la membrana fue exotérmico, asi como el calor de
dilucién. La integraciéon de los picos de titulacion proporcioné los calores de
reaccion, los cuales se dividieron por la cantidad de lipido inyectado. La
representacion de dhi/dnr? frente a la concentracion total de lipido (Crorc) se muestra
en la Figura 1.3. La linea sé6lida corresponde al mejor ajuste de los datos conforme al
modelo de reparto descrito en la secciéon experimental 3.7 de este capitulo. (Ecuacion

L1).

>AHT + (Ecuaciéon.I.1)

8h,/dn, (kcal mol™)

-1,0 | | | | |
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Cropc (MM)

Figura 1.3. Determinacién por ITC del reparto del trealosalipido en vesiculas unilamelares de POPC.
El calor de inyeccién por mol de lipido inyectado (8hi/dni’) se representa en funcién de la
concentracion total de lipido (Crorc). Los experimentos se llevaron a cabo a 25°C. Los datos mostrados
corresponden a dos experimentos diferentes. La linea solida es el ajuste teérico de acuerdo con la

Ecuaciéon.I.1.
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Este procedimiento de ajuste permiti6 la determinacién simultanea del coeficiente de
reparto, K; la entalpia de reparto en la membrana AH"rr y el calor de dilucién, gai.
Los parametros obtenidos fueron: K = 46.2 mM-1, AH"1, = -0.89 Kcal moll, y qai = -
0.054 Kcal mol-. Asi, el calor de dilucién fue pequefio, suponiendo menos del 10%
del calor de reaccion.

Para los detergentes no ionicos existe una relaciéon entre la CMC y el reparto
en la membrana (Heerklotz y Seelig, 2000b). A pesar de la naturaleza aniénica del TL
bajo nuestras condiciones experimentales, es interesante resaltar que nuestros
resultados de CMC (300 pM) y K (46.2 mM1) se ajustan bien con pardmetros

similares a detergentes no iénicos como C12EOs y C12EOy.

4.3. El trealosalipido induce la salida del contenido de

vesiculas fosfolipidicas y cambios de la turbidez

La salida de contenidos de vesiculas al medio externo se monitorizé mediante sondas
fluorescentes encapsuladas en el interior de vesiculas de POPC. La Figura 1.4, panel
A, muestra las curvas de salida de CF de LUV de POPC en funcién del tiempo,
obtenidas tras la adicion de concentraciones crecientes de TL (manteniendo un rango
de concentracién por debajo de la CMC de TL). Como observacion general, la salida
fue un proceso lento y tuvo un periodo de retardo inicial de 1-2 minutos para todas
las concentraciones de TL. La duracién del periodo de retardo fue independiente de
la concentraciéon de TL, pero conforme aumentaba la concentracién del glicolipido,
iba aumentando la velocidad inicial de salida. La salida de contenidos se complet6 en
unas 2-3 horas dependiendo de la concentraciéon de TL. Se obtuvieron resultados
similares a concentraciones menores y mayores de LUV de POPC.

La Figura 1.4, panel B, muestra el cambio de la absorbancia a 400 nm (turbidez)
en funcién del tiempo para suspensiones de LUV de POPC 25puM, al anadir
diferentes concentraciones de TL por debajo de su CMC. Se observé que la adicion
del biotensioactivo disminuy6 la turbidez dependiente del tiempo. Se observé un

pequetio descenso de la turbidez a todas las concentraciones estudiadas (0.02-0.03 A).
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Figura 1.4. (A) Salida de CF en funcién del tiempo (aumento de la intensidad de fluorescencia) en

LUVs de POPC a varias concentraciones de TL. (B) Cambios en la turbidez (absorbancia a 400 nm) en

funcién del tiempo a varias concentraciones de TL. Las concentraciones de TL (UM) se muestran a la

derecha de las curvas. La concentracién de POPC fue de 25 pM, y la temperatura se mantuvo

constante a 25°C.

Estos resultados sugieren en principio la solubilizacion de la membrana. Si este fuera

el caso entonces los solutos de elevado peso molecular atrapados en el interior de las

vesiculas se liberarian al medio externo. Para comprobar esta posibilidad, se usaron

fluoresceina-dextranos de diferentes pesos moleculares. Mediante un método similar

al usado para CF, estos compuestos se encapsularon en el interior de vesiculas de
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POPC a una concentracion relativamente alta, a la cual se producia autoextinciéon de
la fluorescencia, de manera que se observa un aumento de fluorescencia al diluirse
conforme se produce la salida de los mismos al medio externo (Tournois y col., 1990).
La Figura .5 muestra el efecto de la adiciéon de TL a LUV de POPC conteniendo FD4.
Se observé una lenta atenuacion de la fluorescencia de FD4 por efecto de la adiciéon
de TL, la cual se estabiliz6 después de unos 2-3 minutos, indicando que la sonda no
se liberaba al medio externo. La subsiguiente adiciéon de Triton X-100 llevé al
incremento de la fluorescencia, como consecuencia de la salida de FD4 al medio
externo. Se obtuvieron resultados similares al utilizar FD10 (resultados no

mostrados).
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Figura I.5. Efecto de la adicién de TL sobre la fluorescencia de FD4 atrapado en LUVs de POPC. La
concentracion de POPC fue de 25 uM. El TL se afiadi6é a una concentracién final de 25 pM, a tiempo
cero. Cuando se indica (flecha), se afiadié un 1% de Triton X-100 para romper las vesiculas. Las

medidas se llevaron a cabo a 25°C.

La relacion tensioactivo/lipido en la membrana limitante, que inicia la solubilizacién
de ésta, Ry sat, se puede simplificar como el producto de K*CMC (Heerklotz y Seelig,
2000b). En el caso del TL el producto K*CMC = 13.8, sugiriendo que el TL se



Capitulo | 107

comporta como un detergente bastante débil el cual prefiere insertarse en la
membrana a producir la micelizacion de los lipidos. Los detergentes débiles
requieren relaciones detergente/lipido > 1 para provocar la desintegraciéon de la
membrana, lo que esta en concordancia con nuestros resultados que muestran que el
TL induce la salida de solutos de bajo peso molecular, como la CF, pero no de los de
alto peso molecular como FD4 o FD10. Estos resultados dejan fuera la posibilidad de
que el TL a esas proporciones tensioactivo/lipido induzca la desintegraciéon o
solubilizacién de la membrana. Asi, el leve descenso de la turbidez observado al
afiadir el TL tendria que deberse por lo tanto a otras razones. Probablemente, la
incorporacién del TL en dominios laterales en las membranas de POPC, da lugar a

bicapas mixtas con un menor efecto sobre la dispersion de luz.

4.4 Velocidades de unioén y flip-flop de trealosalipido en
membranas de POPC

El panel A de la Figura 1.6 muestra los primeros tres minutos del efecto inducido por
TL a una concentraciéon 25 M en la salida de CF de vesiculas de POPC (25 pM),
mostrado anteriormente en la Figura 1.4. Se observé un periodo de retardo de unos
90 s, anterior a la salida de CF. La existencia de este periodo de retardo previo a la
liberacién de CF inducida por el TL a diferentes concentraciones, sugiere que son
necesarias una o mas etapas previas para la insercion adecuada del glicolipido en la
membrana, antes de que se produzca la permeabilizacion de la misma. Para
comprobar esta hipétesis se realizaron una serie de experimentos usando sondas
fluorescentes sensibles a la presencia del TL, concretamente FD4 y FPE.

La fluorescencia de FPE incorporada en las membranas fosfolipidicas se
atentia por acidos grasos aniénicos, usandose para monitorizar la unién y transporte
de esos compuestos en la bicapa lipidica (Brunaldi y col., 2007; Simard y col., 2008).
Puesto que el TL lleva un residuo succinilo cargado negativamente es factible que
este glucolipido pueda atenuar la fluorescencia de FPE detectando asi la llegada del

TL a la cara externa de la membrana. El panel B de la Figura 1.6, muestra el efecto de
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la adicién de TL bajo las mismas condiciones que en el panel A, sobre la fluorescencia
de FPE incorporada a membranas de LUV de POPC. Se observé que el TL producia
atenuacion de la fluorescencia de FPE. Las curvas en funcién del tiempo eran
claramente bifasicas, de forma que primero tenia lugar un atenuacién rapida de
aproximadamente el 50% del total, seguido de una atenuacién lenta que se
estabilizaba pasados unos 90 s.

Estos resultados condujeron a la idea de que son necesarias dos etapas antes
de que se produzca la salida de los solutos del interior de las vesiculas: la unién de
TL (adsorcién) a la monocapa externa de la membrana (paso a), y el flip-flop desde la
monocapa externa a la interna (paso b). Nuestra propuesta es que estos dos pasos
ocurren en los primeros 90s, es decir, el tiempo correspondiente al periodo de retardo
en las curvas de la salida de CF (Figura 1.6, panel A, paso a+b). S6lo entonces el TL
bien organizado en la bicapa provocaria la salida de CF (Figura 1.6, panel A, paso c).
El resultado obtenido usando LUV de POPC que contienen FPE en ambas caras
(Figura 1.6, panel B) indica que la absorciéon de TL a la cara externa de la membrana
es muy rapido (Figura 1.6, panel B, paso a), como se ve por la practicamente
instantanea atenuacién del 50% de la fluorescencia de FPE por la adiccién de TL (FPE
en la cara externa), mientras que el flip-flop del glicolipido hacia el interior de la
membrana es mas lento, requiriendo de unos 90s para completar la atenuacion de la
fluorescencia de FPE (FPE en el interior de la membrana) (Figura 1.6, panel B, paso b).

Para corroborar este mecanismo se realizé un tercer experimento (Figura 1.6,
panel C). Se afiadié TL a LUV de POPC que contenian FD4 encapsulado dentro de su
volumen acuoso interno, como se explica arriba. El glicolipido atenué la
fluorescencia de FD4 de forma lenta y dependiente del tiempo sin observarse el paso
rapido inicial, niveldndose la fluorescencia después de 90-120 s. En este caso la
atenuacion de la sonda atrapada en el interior ocurre después de que el TL llegue a la
parte interna de la membrana y su difusién al espacio acuoso. Al ser la adsorcién a la
cara externa muy rapida, la atenuaciéon de la fluorescencia deberia reflejar la
velocidad del flip-flop. Como se muestra en la Figura 1.6, panel C, la atenuacién de la
fluorescencia de FD4 fue lenta, llevando unos 90 s para completarse, permaneciendo

la sonda atrapada en las vesiculas.
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Figura 1.6. Experimentos con sondas fluorescentes para observar las etapas de interaccién del
trealosalipido con LUVs de POPC. En todos los casos, se afiadié TL (concentracién final 25 uM) a una
suspensiéon de LUV de POPC 25 pM a 25°C. (A) Curva de salida de CF. (B) Efecto en la fluorescencia
de FPE incorporado a la membrana de LUV de POPC. (C) Efecto en la fluorescencia de FD4 atrapado
en el interior de LUVs de POPC. Los estados indicados corresponden a (a) difusién rdpida del TL y
unién a la monocapa externa de la membrana, (b) flip-flop de la monocapa externa a la interna, y (c)

salida de CF al medio externo.

La velocidad de flip-flop del TL que medimos fue lenta en comparacién con la de
acidos grasos libres que muestran un flip-flop muy rapido a través de bicapas

fosfolipidicas (Simard y col., 2008), mientras que fue rdpida en comparacién con el
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flip-flop de fosfolipidos que puede durar varias horas (Kol y col., 2003), siendo de la

misma magnitud que la publicada para ceramidas (Lépez-Montero y col., 2005).

4.5. Efecto de la composicion de la membrana lipidica en la

permeabilizacién inducida por trealosalipido

Como se explico en la seccion 3.3 de este capitulo, el TL induce la salida completa de
CF para todas las proporciones TL/POPC ensayadas, después de un periodo de 2-3
horas. Asi, para tener medidas cuantitativas de la velocidad de salida de CF para
diferentes concentraciones de biotensioactivo, se determiné la velocidad inicial de
salida a partir de la tangente a las curvas al comienzo de la liberacién de CF, y se
expres6 como el porcentaje maximo de salida (determinado por desintegracion de las
vesiculas con TX-100) por minuto. La dependencia de esa velocidad inicial de salida
de CF en funcién de la concentracion de TL se muestra en la Figura 1.7, para LUV de
diferentes composiciones lipidicas. En todos los casos la velocidad inicial de salida
aument6 con la concentraciéon de TL alcanzando un méximo alrededor de una
concentraciéon 200 pM (valor cercano a la CMC del TL).

Examinando la influencia de la composicién lipidica de la bicapa en la salida
de CF se puede elaborar el mecanismo molecular subyacente. Los resultados
mostraron que la composicién lipidica afecta en gran medida a la velocidad de
liberaciéon de CF. Para todas las concentraciones de TL estudiadas, la inclusiéon de
colesterol o POPE en la membrana redujo considerablemente la velocidad inicial de
salida, sugiriendo un efecto opuesto al del TL. El efecto del colesterol es
particularmente importante ya que solo se observé el 20% de salida después de dos
horas de incubacién para muestras que contenian 50% (no mostrado). Por otro lado
la presencia de concentraciones subliticas de lisoPC estimulaba la salida de CF

inducida por TL a todas las concentraciones del biotensioactivo ensayadas.



Capitulo | 111

Porcentaje de salida de CF
(%max min)

Cpp (M)

® LUV pope A LUV pope/f eol [1:1)
A LUV pope/ lysope (20:1) o LUV popef col (2:1)

O LUV pope/ pope (3:1) m LUV pope/ col (5:1)

Figura 1.7. Efecto de la composicién de la membrana sobre la velocidad inicial de salida de CF de
LUVs inducida por TL. La velocidad inicial de la salida de CF se muestra en funcién de la
concentracion de trealosalipido (Crr) para LUV de diferentes composiciones tal y como se indica en la

leyenda.

La molécula de TL tiene una cabeza polar grande formada por la unidad de trealosa
que contiene un residuo succinilo, y una porcién hidrofébica comparativamente
menor formada por tres cadenas acilicas de longitud media, considerandose como
una molécula con forma molecular de cono invertido, y confiriendo por tanto
curvatura positiva a las membranas en las que se incorpora (Cullis y De Kruijff,
1979). Esta teoria podria explicar porqué la presencia de cantidades subliticas de
lisoPC, la cual es una molécula también con forma de cono invertido, facilita la
permeabilizaciéon inducida por el TL, debido a la suma de los efectos de ambas
moléculas sobre la curvatura de la membrana. Por otro lado, en trabajos anteriores se

describi6 que el TL facilita la formacion de fases hexagonales invertidas en



112 Capitulo |

dielaidilfosfatidiletanolamina (Ortiz y col., 2008) mediante la deshidrataciéon de la
region interfacial, lo cual acenttia la forma de cono de POPE, siendo por tanto
complementaria a la de TL y contrarrestando su efecto sobre la curvatura de la
bicapa. Ademas POPE es un lipido no bicapa y se ha mostrado que causa un
incremento en la presion lateral de la regiéon hidrocarbonada de la bicapa (De Kruijff,
1997) y en el orden de las cadenas acilicas (Lafleur y col., 1996), lo que podria
contribuir a explicar el efecto protector de POPE en la permeabilizaciéon inducida por
TL. Probablemente esta explicacion podria tener también alguna relaciéon con el
efecto del colesterol. Se ha descrito que la inclusiéon de 40-50% de colesterol en
membranas de fosfatidilcolina evita casi completamente la permeabilizacion pasiva
de CF e iones (Bhattacharya y Saubhik, 2000), la salida de téxicos medioambientales
(Ortiz y col., 2005) y la salida de contenidos inducida por tensioactivos (Apel-Paz y
col., 2000). Se sabe que en la bicapa el colesterol afecta al orden de las cadenas acilicas
de los fosfolipidos, asi como influye en las propiedades mecanicas de la membrana
(Miao y col., 2002; Henriksen y col., 2006). El efecto protector del colesterol frente a la
permeabilizaciéon inducida por TL podria ser el resultado del incremento en el
movimiento de las cadenas acilicas de los fosfolipidos por este esterol (Stockton y
Smith, 1976; Miao y col., 2002; Henriksen y col., 2006), dando lugar a un
empaquetamiento lipidico mas compacto (Urbina y col., 1995), haciendo por ello mas
dificil la insercién del tensioactivo e impidiendo o disminuyendo asi la formacién de
poros. El efecto del colesterol podria ser de particular interés cuando se considera el
caso de membranas bacterianas que no contienen colesterol, mientras que las
membranas de células eucariotas contienen sobre un 50% (Miao y col., 2002). Esto
abre la posibilidad de aplicaciones del TL como un compuesto activo de membrana
que podria distinguir entre bacterias y por ejemplo membranas celulares de
mamifero. Con respecto a esto se ha sugerido que este hallazgo podria ser ttil para la
aplicacion de este tipo de tensioactivos en enfermedades de transmision sexual
(Apel-Paz y col., 2005). Considerados en su conjunto, los efectos de POPE y colesterol
reflejan presumiblemente una influencia general sobre las propiedades fisicas de

bicapas de POPC.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha abordado el estudio del mecanismo de interaccién de un
trealosalipido biotensioactivo bacteriano con membranas fosfolipidicas modelo, el
cual conduce a la permeabilizacién de la membrana. Se eligi6 POPC como especie de
fosfatidilcolina representativa para preparar vesiculas de membrana. En resumen, se
ha mostrado que el trealosalipido producido por Rhodococcus sp. actta como un
detergente débil el cual prefiere insertarse a la membrana a producir la micelizacién
de la misma. Un resultado importante es que el TL induce la salida de CF pero no de
otros solutos de mayor peso molecular como algunos dextranos. En un trabajo previo
de nuestro grupo de investigacion se ha demostrado por DSC y microscopia de
fuerza atémica que el TL se incorpora en membranas POPC y se segrega en dominios
laterales, los cuales estan constituidos por glicolipido puro (Aranda y col., 2007).
Nuestra propuesta es que esos dominios podrian constituir defectos en la membrana,
actuando como poros selectivos al tamafio los cuales permiten la salida de CF pero
no de solutos mayores. La formacion de esos poros podria también estar vinculada al
proceso de flip-flop del TL, existiendo indicios de que la traslocacién a través de la
membrana lipidica es un proceso mediado por poros (Gurtovenko y Vattulainen.,
2007). Ademas, los resultados de permeabilizaciéon de membranas de POPC por TL
para solutos de tamafo pequefio como la CF indican que ocurre sin la solubilizacién
de la membrana.

La capacidad de una molécula de atravesar la membrana lipidica es
importante para algunas aplicaciones como la administraciéon externa de drogas o
compuestos biolégicamente activos. Con respecto a esto, nosotros hemos mostrado
que el TL puede realizar flip-flop en las membranas de fosfolipidos en una escala de
tiempo de minutos, y este flip-flop se requiere para la adecuada insercion del
biotensioactivo en la bicapa antes de la formacién de poros de permeabilizacion. Por
otra parte, nuestros resultados han mostrado claramente que la adsorciéon del TL a la
monocapa externa de membranas de POPC es un proceso muy rapido mientras que

el flip-flop del glicolipido es més lento.
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Finalmente, la composicion lipidica de la membrana modula el efecto del TL, el cual
acttia como una molécula con forma molecular de cono invertido. El colesterol inhibe
fuertemente la salida de contenidos vesiculares inducida por TL, lo que puede tener
una gran relevancia dado las grandes diferencias en los contenidos de colesterol
entre membranas bacterianas y de mamiferos. Los resultados obtenidos en este
capitulo suponen una contribucién para explicar el mecanismo molecular de la

accion biolégica del TL relacionado con las membranas biolégicas.
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1. RESUMEN

Una cepa de la bacteria Rhodococcus sp., cultivada bajo condiciones adecuadas
produce un succinil trealosalipido que se comporta como biotensioactivo, y muestra
diferentes actividades biolégicas interesantes. El TL ha mostrado tener una gran
tendencia a repartirse en la membrana, por lo que la caracterizacion de su interacciéon
con membranas modelo y membranas biolégicas es de crucial importancia. En este
trabajo, se han usado eritrocitos humanos como modelo de experimentacién. E1 TL
produce la hinchazén de los glébulos rojos seguida de hemolisis, a concentraciones
por debajo de su concentracion micelar critica. Las medidas cinéticas muestran que,
con la adicién de TL, la salida de K* precede a la de la hemoglobina. La adicién de
protectores osmoéticos de tamafio apropiado al medio externo hace posible disminuir
y hasta evitar la hemolisis. Los resultados indican que el TL causa hemdlisis de
eritrocitos humanos por un proceso coloide-osmético, muy probablemente mediante
la formacién de dominios de permeabilizacién, o “poros”, ricos en el biotensioactivo,
en la membrana de los eritrocitos. Por otra parte, mediante microscopia electrénica
de barrido se muestra que el TL induce esferocitosis y equinocitosis de los glébulos
rojos, lo que encaja perfectamente dentro del marco de la teorfa de acoplamiento de
bicapas. Estos resultados contribuyen a establecer la base molecular de las

propiedades biol6gicas del biotensioactivo.
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2. INTRODUCCION

Existe una amplia variedad de microorganismos que lleva a cabo la produccién de
compuestos anfifilicos con actividad superficial. Asi, el término biotensioactivo se
usa comuinmente para definir compuestos anfifilicos con actividad superficial de
origen biolégico. La intensa investigacion en este campo en las tltimas décadas ha
supuesto la descripcion de nuevas propiedades biolégicas, lo que deriva en
interesantes aplicaciones potenciales (Desai y Banat, 1997; Cameotra y Makkar, 1998;
Banat y col., 2000; Lang, 2002; Singh y Cameotra, 2004; Rodrigues y col., 2006). Los
biotensioactivos presentan varias ventajas frente a los tensioactivos de origen
quimico, particularmente en relacion a su biodegradabilidad y compatibilidad
medioambiental. Otras caracteristicas de algunos biotensioactivos estan relacionadas
con algunas de sus actividades biolégicas, por ejemplo, como antifngicos o, en
general, como agentes antimicrobianos, lo que extiende su uso a otros campos (Lang
y col., 1989; Lang y Wagner, 1993; Stanghellini y Miller, 1997). Algunos de estos
compuestos pueden producirse a través de procesos biotecnolégicos en los cuales la
fuente de carbono proviene de materiales de desecho o diferentes productos
industriales, lo que supone un valor afiadido no s6lo desde el punto de vista
econémico sino también desde el punto de vista ecolégico (Makkar y Cameotra,
2002). Asi, la identificacion de nuevos biotensioactivos y la caracterizaciéon de sus
propiedades biolégicas y quimicas es objeto de una intensa actividad investigadora
(Singh y Cameotra, 2004; Rodrigues y col., 2006; Singh y col., 2007).

Las estructuras quimicas mas frecuentes entre los biotensioactivos incluyen
lipopéptidos, glicolipidos, polimeros, y otros (Lang, 2002). Debido a su naturaleza
anfifilica, cuando se incorporan biotensioactivos a sistemas bioldgicos, aquéllos se
reparten preferiblemente en la membrana, alterando sus propiedades fisicoquimicas
y, por lo tanto, su funcionalidad (Ortiz y col., 2006; Aranda y col., 2007a; Ortiz y col.,
2009). Muchos trabajos recientes se han dirigido al estudio de la accién de distintos
biotensioactivos sobre las membranas, incluyendo lipopéptidos como la surfactina o
la iturina A (Grau y col., 1999; Grau y col.,2000; Carrillo y col.,2003; Aranda y col.,
2005), o glicolipidos como los ramnolipidos (Ortiz y col., 2006; Aranda y col., 2007a;
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Sénchez y col., 2006; Sanchez y col., 2010), y los trealosalipidos (Aranda y col., 2007b;
Ortiz y col., 2008; Ortiz y col., 2010; Zaragoza y col., 2009). Se ha demostrado que estos
compuestos alteran las propiedades fisicoquimicas del ntcleo hidrofébico de la
bicapa y perturban el estado de hidratacion de la interfase lipido/agua (Ortiz y col.,
2006; Sanchez y col., 2006, Ortiz y col., 2008). Algunos de ellos inducen
permeabilizacién de membranas fosfolipidicas modelo (Carrillo y col., 2003; Sanchez
y col., 2010; Ortiz y col., 2008), y/o hemélisis de eritrocitos humanos (Aranda y col.,
2005; Sanchez y col., 2010; Latoud y col., 1986; Haussler y col., 1998; Kracht y col., 1999;
Dufour y col., 2005). La permeabilizacién de membranas fosfolipidicas, membranas
modelo o membranas biolégicas como las de los eritrocitos inducida por
tensioactivos, puede ocurrir a concentraciones por debajo o por encima de la
concentraciéon micelar critica (CMC), cuyo valor depende fundamentalmente de la
naturaleza quimica del tensioactivo. Sin embargo, la permeabilizacién de membranas
puede tener lugar concomitantemente con la solubilizacién de las mismas, o sin
alteracion de su integridad fisica, dependiendo del mecanismo molecular del
proceso.

Los biotensioactivos glicolipidicos que contienen trealosa, aunque
identificados hace algunas décadas (Asselineau y Asselineau, 1978), constituyen un
grupo emergente de compuestos. Estos biotensioactivos son producidos
principalmente por Rhodococci y presentan propiedades fisicoquimicas y bioldgicas
muy interesantes (Lang y Philip, 1998). Los trealosalipidos reducen la tension
superficial del agua (Ramsay y col., 1983) y forman microemulsiones (Singer y col.,
1990). Se han propuesto diferentes potenciales aplicaciones para estos compuestos
(Lang y Philip, 1998). Los succinil trealosalipidos inducen la diferenciacién celular de
lineas celulares de leucemia (Sudo y col., 2000), e inhiben la actividad de la proteina
quinasa (Isoday col., 1997). Dada su naturaleza tensioactiva, con un marcado carécter
anfifilico, lo mas comdn es que la mayoria de sus acciones biol6gicas estén
relacionadas con su interaccién con las bicapas de fosfolipidos. Asi, es de gran interés
caracterizar la cinética y los mecanismos moleculares de sus acciones, en particular,
las relacionadas con su capacidad de permeabilizar la membrana. En este trabajo, se

ha caracterizado la actividad hemolitica de un succinil trealosalipido bacteriano
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producido por Rhodococcus sp. Los experimentos de cinética y proteccion osmética
aportan evidencias de un mecanismo coloide-osmético para la hemodlisis. Estos
resultados junto al trabajo sobre la permeabilizacion de membranas modelo por
accion del trealosalipido (Zaragoza y col., 2009) ayudan a explicar el mecanismo por
el cual este biotensioactivo puede ejercer su accion perturbadora de la integridad y

funcionalidad de la membrana.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

La sacarosa y los diferentes polietilenglicoles (PEGs) se obtuvieron de Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafia). Las sales inorganicas y los tampones fueron de grado analitico, y el
resto de reactivos fue de la maxima pureza disponible. El agua purificada se
desioniz6 en un equipo Milli-Q de Millipore (Millipore, Bedford, M.A., USA), hasta
una resistividad de aprox. 18 MQ. La disoluciones stock de TL se prepararon en
cloroformo/metanol (2:1) y se almacenaron a -80°C.

En este estudio se utilizé6 normalmente un tampén conteniendo 150 mM NaCl,
5 mM Hepes, pH 7.4, a no ser que se indique otro. El agua y todas las disoluciones
tampoén mencionadas se filtraron a través de filtros de 0.2 pm antes de su uso. La
osmolaridad de todas las disoluciones y tampones se comprobd usando un
osmémetro Osmomat 030 (Gonotec, Berlin, Alemania).

La producciéon del biotensioactivo a partir de la cepa 51T7 (NCIB) de
Rhodococcus sp., asi como la purificacion del componente TL se llevé a cabo como se

ha descrito anteriormente (Capitulo I, seccién 3.2).
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3.2. Hemolisis

Los eritrocitos humanos se prepararon justo antes de los experimentos a partir de
concentrados de glébulos rojos (RBC) obtenidos de un banco de sangre local. Las
células se lavaron dos veces con el tampoén 150 mM NaCl, 5 mM Hepes, pH 7.4, y
finalmente se resuspendieron en el mismo tampén antes de su uso. Todas estas
operaciones se realizaron a 4°C.

Para las medidas de liberaciéon de K* y de hemoglobina, el concentrado de
eritrocitos anterior se diluy6 con el mismo tampoén hasta obtener una suspensién con
una Asq = 1. La liberacién de hemoglobina se determiné después de la incubacién de
los eritrocitos con TL bajo las diferentes condiciones, y midiendo la absorbancia a
540 nm después de sedimentar las membranas por centrifugacién durante 2 min en
una microfuga de mesa. La temperatura se mantuvo a 37°C y la cantidad total de
hemoglobina se estableci6 lisando los eritrocitos con agua destilada, tomando este
valor como el 100% de liberaciéon de hemoglobina.

La liberacion de K* desde el interior de los eritrocitos se midi6 utilizando un
electrodo selectivo de K* (Jenway, Reino Unido) como se detalla a continuacién. Se
afladi6 TL desde una disoluciéon stock 5 mM en tampén y la salida de K* se
monitorizé de modo continuo usando un registrador. Las medidas se realizaron bajo
agitacion magnética continua en una cubeta provista con una camisa de
termostatizacion que permitia mantener la temperatura constante a 37°C mediante
un bafio de agua circulante. El total de K* liberado se determiné lisando las células

con 100 pl de colato sédico al 10%.

3.3. Experimentos de proteccion osmética

Los eritrocitos se prepararon como se ha descrito en el apartado anterior en un
tampon que contenia 135 mM NaCl, 5 mM Hepes, pH 7.4, mas 30 mM de una de las
siguientes sustancias: sacarosa, PEGs 400, 600, 1000, 3350, 6000 y 10000, usadas como

protectores osmoticos. El TL se afiadié desde una disoluciéon 5 mM en tampoén a las
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diferentes concentraciones que se indican en cada experimento, y la hemolisis se
determiné después de incubar durante 1 h a 37°C. Para los calculos se utilizaron los
siguientes didmetros moleculares (Kuga, 1981): sacarosa, 9.8 A; PEG 400, 11.2 A; PEG
600, 13.8 A; PEG 1000, 17.8 A; PEG 3350, 32 A; PEG 6000, 54 A; PEG 10000, 72 A.

3.4. Microscopia electronica de barrido

Las muestras para microscopia electrénica de barrido se prepararon como se describe
a continuacién. A las muestras de sangre (1.5 ml) se afiadieron 150 pl de
glutaraldehido al 3% en tampén fosfato y se incubaron durante toda la noche. Las
células se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se descart6. Al
precipitado se le afiadi6é glutaraldehido al 2.5% y se incub6 durante 4 h. El fijador se
extrajo después de una centrifugacién como la anterior, y las células se lavaron 3
veces con agua destilada. El precipitado final se resuspendié en un volumen minimo
de agua destilada y se situé una gota sobre una rejilla de laton para microscopia
electrénica de barrido, dejandose secar en una estufa a 37°C durante 1 h. Las
muestras se examinaron en un microscopio electrénico de barrido Jeol JSM-6100

(Tokio, Japon).

4. RESULTADOS

4.1. Induccién de hemdlisis por el trealosalipido

Dada la importancia de las posibles aplicaciones potenciales de los biotensioactivos,
por ejemplo en cosmética o como transporte de drogas, se ha estudiado la actividad
hemolitica de varios ejemplos representativos. Esto ha incluido a lipopéptidos como
la surfactina (Kracht y col., 1999; Dufour y col., 2005) y la iturina A (Aranda y col.,
2005; Latoud y col., 1986), y a glicolipidos como los ramnolipidos producidos por
Burkholderia pseudomallei (Haussler y col., 1998) o Pseudomonas aeruginosa (Sanchez y

col., 2010).
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La actividad hemolitica de los tensioactivos y consecuentemente de los
biotensioactivos, puede ocurrir a través de dos mecanismos diferentes (Bielawski,
1990). La hemolisis puede estar causada por rotura directa de la membrana a través
de su solubilizaciéon, lo cual ocurre a relaciones altas tensioactivo/membrana, o
puede deberse a la permeabilizacién de la membrana para solutos de bajo peso

molecular, lo que ocurre normalmente a concentraciones bajas y conduce a la lisis

osmotica.
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Figura IL.1. Dependencia de la hemdlisis eritrocitaria con la concentracién de TL. Los eritrocitos se
incubaron durante 1 h a 37°C a diferentes concentraciones de TL, y se determiné la cantidad de
hemoglobina liberada. Los datos corresponden a la media de tres experimentos independientes + error

estandar (barras de error).

La dependencia de la hemolisis con la concentracion de TL se muestra en la Figura
I1.1. En este experimento, la hemdlisis se determiné a un tiempo fijo, después de una
hora de incubacién en presencia de diferentes concentraciones de TL. Se observé una
variacion sigmoidal de la hemdlisis con la concentracion de TL. A concentraciones

por debajo de 20 UM, el porcentaje de hemdlisis no fue significativo, sin embargo un
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aumento de la concentracién tan sélo de 20 a 40 uM, supuso alcanzar un valor de
hemélisis del 100%.

El comportamiento sigmoidal de la hemodlisis inducida por el TL es indicativo
de un proceso complejo en el cual es necesario que se acumule suficiente
biotensioactivo para inducir la lisis osmoética de los eritrocitos. Esto ocurre a
concentraciones relativamente bajas, en el rango de 20 UM (por debajo de la CMC
que es 300 pM), en buena correlaciéon con resultados previos que muestran que el TL
es un detergente débil que en presencia de membranas prefiere repartirse en la
membrana a llevar a cabo la micelizaciéon de la misma (Zaragoza y col., 2009).

La Figura I1.2 muestra la induccién de hemolisis de los eritrocitos humanos
por el TL en funcién del tiempo para diferentes concentraciones de biotensioactivo.
Todas las concentraciones utilizadas se mantuvieron por debajo de 300 pM, valor que
corresponde a la CMC del TL determinada anteriormente (Zaragoza y col., 2009). Se
observo que la hemdlisis era un proceso relativamente lento, incluyendo la presencia
de un periodo de retardo inicial en todas las curvas. Después del periodo de retardo
inicial, la hemolisis aumentaba linealmente con el tiempo. Esta velocidad constante
fue esencialmente la misma para todas las concentraciones ensayadas; sin embargo,
el periodo de retardo, asi como el tiempo requerido para obtener el 100% de la
hem6lisis fue considerablemente mas corto conforme aumentaba la concentraciéon de
TL. Una observacion general fue que la hemdlisis era un proceso notablemente lento,
en una escala de minutos a horas dependiendo de la concentraciéon del
biotensioactivo.

La presencia de un periodo de retardo, en el rango de minutos, en las curvas
de salida de hemoglobina indica que se requieren uno o mas pasos previos antes de
que la membrana eritrocitaria se vuelva permeable a la hemoglobina. Uno de esos
pasos es la formacién de un “poro”, en el sentido mas amplio del término, y la salida
de solutos de bajo peso molecular como se muestra mas abajo. De esta manera,
nuestros hallazgos soportan la idea de que la hemdlisis no ocurre simplemente por
rotura directa de la organizacién molecular de la membrana, sino a través de un

mecanismo mds complejo.
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Figura IL.2. Salida de hemoglobina desde eritrocitos humanos, inducida por el trealosalipido en
funcién del tiempo. El TL se afiadié a tiempo cero desde una disolucién stock 1 mM a las
concentraciones finales indicadas en la leyenda. La salida de hemoglobina se determiné mediante el
ensayo discontinuo a 37°C. El 100% de salida de hemoglobina se determiné mediante la lisis de las
células con agua destilada. Los datos corresponden a la media de tres experimentos

independientes * error estdndar (barras de error).

4.2. Salida de K* de eritrocitos humanos

La cinética de salida de K* de los glébulos rojos, y su comparaciéon con la de
hemoglobina, normalmente arroja luz sobre el mecanismo de hemolisis. La salida de
K* inducida por TL en los eritrocitos humanos se monitorizé continuamente en un
ensayo distinto (Figura I1.3, panel A), bajo las mismas condiciones que se han
descrito para la hemolisis. Se pudo observar que los iones de K* comienzan a salir

también después de un periodo inicial de retardo de 2 a 3 min. En este caso el
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periodo de retardo parecié que era independiente de la concentraciéon de TL, de
forma diferente a la observada en las curvas de salida de hemoglobina, mientras que
la velocidad de salida si era dependiente de la concentraciéon de glicolipido. Es
interesante que el periodo de retardo de 2 0 3 min observado en las curvas de salida
de K* sea del mismo rango que el periodo de retardo de 2 min previamente descrito
para la salida de carboxifluoresceina inducida por TL en vesiculas unilamelares de
fosfatidilcolina (Zaragoza y col., 2009), siendo en ambos casos independiente de la
concentraciéon de trealosalipido. En este trabajo, se observé que eran necesarias dos
etapas previas a la insercion del TL en la membrana diana antes de que comenzara la
salida de solutos: primero, la adsorciéon del biotensioactivo a la cara externa de la
membrana, y segundo, el flip-flop a la monocapa interna, siendo este tultimo el paso
limitante. La concordancia entre los datos experimentales en las membranas modelo
y las de eritrocito, sugiere que estos mismos pasos podrian ser necesarios para que se
produzca la salida de K*.

La Figura I1.3, panel B presenta las cinéticas relativas de salida de K* y
hemoglobina obtenidas por la adiciéon de 30 pM de TL a eritrocitos humanos. Se
observo claramente que la salida de K* era un proceso maés rapido y que precedia a la
hemdlisis. De esta manera, no se apreci6 salida de hemoglobina hasta que la salida
de K* alcanz6 valores de aproximadamente el 70% del maximo.

Estos datos sugieren que las regiones de permeabilizacion formadas
primariamente en la membrana de los eritrocitos inducidas por TL llevan a una
salida de K* comparativamente rdpida, dando lugar a cambios osméticos a través de
la membrana con hemdlisis por un mecanismo coloide-osmético. Después de la
salida rapida de K*, el agua entra debido al gradiente osmético creado por la
hemoglobina atrapada en el interior, los eritrocitos se hinchan, ocurren dafios, y

finalmente sale la hemoglobina.
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Figura IL.3. Panel A: salida de K* de eritrocitos humanos inducida por trealosalipido. El trealosalipido
se afiadi6 a tiempo 0 a la concentracién final indicada en las curvas (UM) desde una disolucién stock 1
mM. La salida de K* se monitorizé usando un electrodo selectivo de K+ a 37°C. E1 100% de la salida
de K* se determiné después de romper las células con colato sédico. Panel B: cinética relativa de la
salida de hemoglobina y K* inducidas por trealosalipido. Las medidas se realizaron a 37°C en

presencia de 30 uM trealosalipido. Los datos corresponden a un experimento representativo.
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4.3. Proteccion osmotica de la hemolisis

El diferente comportamiento cinético de la salida de K* y de hemoglobina se podria
explicar mediante un mecanismo coloide-osmotico. Si la hemdlisis tiene lugar a
través de un proceso coloide-osmoético, entonces la hemolisis de los eritrocitos se
deberia evitar al afiadir un soluto de tamafo adecuado a la disolucién acuosa
externa. La razén de esta consideracion esta basada en el hecho de que si la presion
osmotica de la hemoglobina intracelular se equilibra con otro soluto afiadido al
tampon externo, el cual no puede pasar a través del poro de membrana, entonces no
ocurrird la hemdlisis. Los experimentos de proteccion osmoética mostrados en la
Figura II.4 confirmaron el mecanismo coloide-osmético sugerido. Se realizé un
experimento de protecciéon osmotica (Figura I1.4) para determinar el tamafio del poro
de membrana usando protectores de diferentes tamafios. Se represento el porcentaje
de hemolisis frente al didametro del protector osmoético presente en cada caso. La
hem6lisis se pudo evitar con compuestos de un didmetro mayor al del PEG 3350
(34 A) independientemente de la concentracién de TL utilizada, lo que nos indic6 que
el poro tenia un diametro préximo al del PEG 3350, o sea en torno a 34 A. Asi, un
tamario de poro de 34 A seria suficiente para dar lugar al flujo libre de solutos de
bajo peso molecular como K* que tiene un radio iénico de 1.33 A, pero no permite el
paso de la hemoglobina.

Debemos considerar la posibilidad de que si se produjese una unién fuerte e
inespecifica del TL al PEG, deberia reducir la concentraciéon efectiva del
biotensioactivo, actuando de la misma forma que los protectores osméticos. Sin
embargo, resultados previos mostraron que un biotensioactivo glicolipidico
relacionado, el dirramnolipido de P. aeruginosa, causaba la hemdlisis a través de un
mecanismo litico directo en lugar de por un proceso coloide-osmoético, indicando la
ausencia de unioén del glicolipido al PEG (Sanchez y col., 2010). Es razonable esperar
un comportamiento similar para el succinil trealosalipido bajo estudio.

No tenemos datos experimentales que nos den detalles sobre la estructura de
esas regiones de permeabilizacién, o poros, en las membranas celulares sanguineas.

Deberian consistir en un ndmero determinado de moléculas de TL interactuando
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fuertemente unas con otras o, debido a su naturaleza anfifilica, con fosfolipidos
vecinos. Esto se sostiene por la gran tendencia de estos biotensioactivos glicolipidicos
a autoagregarse en la membrana formando dominios lo que ya fue visualizado por
microscopia de fuerza atémica, en membranas fluidas de fosfatidilcolina
(Aranda y col., 2007b). Esta acumulacién de moléculas de glicolipido en una regién
definida de la membrana del eritrocito podria llevar a la permeabilizacién localizada
para pequefios solutos (K* en este caso), del mismo modo que se induce la salida de
carboxifluoresceina en vesiculas de fosfatidilcolina (Zaragoza y col., 2009), resultando

en un comportamiento tipo “poro”.
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Figura II.4. Hemolisis de eritrocitos humanos inducida por trealosalipido en presencia de protectores
osmoéticos. El trealosalipido se afiadié a la suspensiéon de eritrocitos humanos a diferentes
concentraciones finales: 40 (®), 60 (©), y 80 (m) pM. las medidas se realizaron a 37°C. El didmetro de

los protectores y el detalle de la determinacién de la hemdlisis se han explicado en la secciéon
experimental 2.4. Los datos corresponden a la media de tres experimentos independientes * error

estandar (barras de error).
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4.4. Cambios morfolégicos en los eritrocitos humanos

inducidos por trealosalipido

Los cambios morfoloégicos producidos en eritrocitos humanos tras su incubacién con
TL se observaron mediante microscopia electronica de barrido. La Figura IL5
muestra imagenes de eritrocitos humanos antes y después de incubarlos con TL a
una concentraciéon de 60 pM, asi como el efecto de la incorporaciéon del protector
osmotico PEG 3350. Los eritrocitos normales presentaron una morfologia tipica con
forma de disco deprimido en el centro, y con un tamafio promedio de 5 pm (Figura
I1.5, panel A). Al incubar con TL 60 pM (Figura II.5, panel B), los eritrocitos se
transformaron en esferocitos (células hinchadas) con presencia de crenaciones en la
superficie celular (equinocitos); el tamafio celular se mantuvo sin cambios. El mismo
experimento se llevé a cabo en presencia de PEG 3350, un protector osmético frente a
la hemolisis inducida por TL, como se ha descrito mas arriba. El PEG apenas tuvo
efecto en la morfologia de los eritrocitos, y ademas éstos mantuvieron su forma
discoidal normal y su tamafio (Figura II.5, panel C). En correlacién con los resultados
de la hemolisis presentados arriba, la adicién de TL en presencia de PEG no condujo
a la formacion de esferocitos (Figura I1.5, panel D), es decir se evit6 el hinchamiento
osmotico. No obstante, aunque en la mayoria de las células la forma de disco era
todavia patente, estas eran mas irregulares y la superficie celular no era suave sino
que contenia protrusiones de diferentes tamafios. Comparando las células tratadas
con TL en ausencia de PEG, el namero de protuberancias fue menor mientras que su
tamario era en general mayor.

Asi, el efecto del TL en la morfologia del eritrocito se resume en la formacién
de células hinchadas (esferocitos) y células crenadas (equinocitos). Debido a que el
TL es un anfifilo cargado negativamente a pH neutro, este escenario se ajusta a la
hipétesis del acoplamiento de bicapas (Sheetz y Singer, 1974), la cual propone que las
drogas anidnicas se intercalan preferentemente entre los lipidos presentes en la
monocapa externa de la membrana ampliando esta monocapa en relaciéon a la
monocapa interna y formando asi células crenadas. De hecho se ha observado que

otros anfifilos anidnicos, tales como los alquilsulfatos de sodio, son potentes agentes
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equinocitogénicos (Isomaa y col., 1987). En presencia de PEG 3350, no se observa la
formacién de esferocitos inducida por TL, confirmando el papel protector de esos
PEG frente a la lisis osmética; sin embargo, la equinocitosis todavia ocurre. Es de
esperar que para un volumen relativo celular dado, el nimero de espiculas de
equinocitos aumente mientras su tamafo disminuya cuando el numero de moléculas
anfifilicas intercaladas en la bicapa externa de la membrana celular aumente (Iglic y

col., 1998).

Figura II.5. Efecto del trealosalipido en la morfologia de los eritrocitos humanos. Se observaron
micrografias electrénicas de barrido de eritrocitos control en ausencia y presencia de PEG 3350
(paneles A y C respectivamente) y de eritrocitos incubados con trealosalipido 60 UM en ausencia y

presencia de PEG 3350 (paneles B y D respectivamente). La barra de escala corresponde a 5 pm.
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Nuestra observacion es que en presencia de PEG el ntimero de espiculas es mas
pequefio y el tamafio es mayor que en su ausencia. Esto deberia significar un menor
reparto del trealosalipido en la monocapa externa o un mayor porcentaje de
biotensioactivo en la monocapa interna frente a la externa, comparado con el control.
Finalmente, se ha sugerido que el citoesqueleto de los eritrocitos es el responsable de
la formacién de las formas equinociticas presumiblemente debido a la deformacién
de corte del esqueleto (Iglic, 1997). Hemos observado sustanciales diferencias
morfolégicas entre las células tratadas con TL en ausencia y presencia de PEG 3350, y
el efecto del TL relacionado con el citoesqueleto no se puede descartar de nuestro
sistema.

La formacioén de células crenadas como se discute arriba indica que hay un
reparto preferencial del TL en la monocapa externa frente a la monocapa interna de
la membrana. Estos resultados enfatizan el papel del lipido constituyente de la
membrana del eritrocito en la hemolisis inducida por el TL, el cual puede ser también

el caso para otros biotensioactivos.

5. CONCLUSIONES

El succinil trehalosalipido biotensioactivo producido por Rhodococcus sp. causa la
hem6lisis de eritrocitos humanos a través de un mecanismo coloide-osmético. Este
comportamiento tipo poro se puede explicar por la formacién de dominios de
permeabilidad en la membrana eritrocitaria, como se observa en membranas modelo.
Las medidas de las cinéticas de salida de hemoglobina y K* se correlacionan bien con
los resultados previos de la permeabilizacién de membranas modelo inducida por
TL, sugiriendo un mecanismo similar y enfatizando el papel central de los lipidos
constituyentes de la membrana en el mecanismo de hemdlisis. Los cambios
morfolégicos en las células sanguineas después de la incubacién con TL incluyen
esferocitosis y equinocitosis, y pueden ser explicados por la hipotesis del

acoplamiento de bicapas.
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1. RESUMEN

Una de las mayores aplicaciones de los tensioactivos es prevenir la agregacion de
proteinas durante su manipulacién. En este trabajo, se ha identificado y purificado
un trealosalipido bacteriano (TL) con actividad biotensioactiva, secretado por
Rhodococcus sp., y se ha estudiado la interacciéon de este glicolipido con proteinas
modelo usando calorimetria diferencial de barrido (DSC), espectroscopia de
infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), calorimetria isotérmica de titulacion
(ITC) y espectroscopia de fluorescencia. Se seleccionaron la Albimina sérica bovina
(BSA) y el Citocromo c (Cit-c) debido a sus notables diferencias en estructura
secundaria: BSA practicamente no contiene hoja-B y posee un 66% de a-hélice,
mientras que Cit-c posee alrededor de un 25% de hoja- y 45% de a-hélice.

La calorimetria diferencial de barrido muestra que la adiccién de TL a BSA a
concentraciones menores de su CMC, desplaza la temperatura de desnaturalizacion
térmica de la proteina a valores mas altos. Por FTIR se observa que el TL no altera la
estructura secundaria de la BSA nativa pero que la presencia de TL protege la
proteina frente a la desnaturalizacién térmica, principalmente evitando la formacién
de agregados B. Los estudios de fluorescencia intrinseca de triptéfano (Trp) de BSA
muestran que la adicion de TL a la proteina nativa conduce a cambios
conformacionales. BSA, por encima de su temperatura de desnaturalizacién, en
ausencia de TL hace que los residuos de Trp se encuentren menos accesibles al
atenuador, como se muestra por el descenso del valor de la constante de atenuaciéon
de Stern-Volmer, mientras se previene la desnaturalizacion en presencia del
biotensioactivo, en concordancia con los resultados de FTIR. En el caso de Cit-c, la
interacciéon con TL da lugar a una nueva transicién de desnaturalizacién térmica,
como se observé con DSC, a temperaturas menores de la temperatura de
desnaturalizacién de la proteina nativa, es decir se facilita la desnaturalizacion
térmica. La unién de TL a BSA y Cit-c nativos, como se determiné por ITC, sugiere
una interaccion no especifica del biotensioactivo con la proteina. FTIR indica que el
TL modifica la estructura secundaria del Cit-c. La desnaturalizaciéon de la proteina en

presencia de TL conduce a una mayor proporcion de agregados B que en ausencia de
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éste (20% frente a 3.9%). El estudio de la fluorescencia de Trp tras la adicién de TL a
Cit-c resulta un escenario completamente opuesto al descrito para BSA. En este caso,
la adicion de TL aumenta considerablemente el valor de la constante de atenuaciéon
dindmica, tanto en la proteina nativa como en la desnaturalizada, asi la interaccion
con el glicolipido induce cambios conformacionales que facilitan la exposicién de los
residuos de Trp al atenuador. Considerando la estructura de ambas proteinas
podriamos decir que las caracteristicas de la interaccion de TL, promoviendo o
evitando la desnaturalizacion térmica, son dependientes de la estructura secundaria
de la proteina. Ademads, nuestros resultados sugieren que la naturaleza de estas
interacciones es inespecifica. Esto podria involucrar dominios hidrofébicos de las
proteinas los cuales se encuentran tapados en la proteina nativa exponiéndose tras la

desnaturalizacién térmica.
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2. INTRODUCCION

La albimina sérica es una molécula extraordinaria debido a sus propiedades y
aplicaciones, la cual se ha usado como modelo general para el estudio de
interacciones de tensioactivos con proteinas globulares (Vasilescu y col., 1999; Valstar
y col., 2000; Moriyama y Takeda, 2005; Singh y Kishore, 2006; Orién y col., 2006). La
albtimina, como transportador, puede unir un gran niimero de compuestos organicos
de tamafio medio, incluyendo acidos grasos, aminoécidos, esteroides o tensioactivos.
Es una proteina de cadena simple con 581 aminoacidos y un peso molecular de
66,300 y su estructura y propiedades fisicoquimicas se han descrito detalladamente
(Vijai y Foster, 1967; Carter y He, 1990; He y Carter, 1992; Carter y Ho, 1994; Carter y
col., 1989). Las propiedades y eficacia de algunas drogas farmacéuticas se pueden
modificar en base a su interaccién con BSA.

El Citocromo c (Cit-c) es una proteina globular pequefia que consiste en 104
aminodacidos (peso molecular 12,327) en una tnica cadena polipeptidica (N-terminal
acetilado), la cual estd unida a un grupo prostético hemo protoporfirina IX mediante
dos enlaces tioéter. De los 104 residuos, 24 son lisinas, argininas e histidinas. Es una
proteina que se encuentra en las mitocondrias de todas las células eucariotas asi
como en células procariotas, funcionando como un transportador de electrones en la
cadena respiratoria (Margoliash y Schejter, 1966; Bushnell y col, 1990; Naeem y Hasan
2004; Stevens, 2011). Recientemente se ha identificado el Cit-c como un importante
mediador en la via apoptética (Liu y col, 1996; Cai y col, 1998) y se ha usado como
modelo para estudios de cinética y termodindmica de la proteina nativa.

Los tensioactivos son compuestos esenciales para el estudio de la estructura y
funcién de proteinas de membrana (Ananthapadmanabhan, 1993). Los estudios de
las interacciones especificas y no especificas de los tensioactivos y las proteinas son
muy importantes debido a su posible aplicaciéon industrial y en investigaciéon de
sistemas tensioactivo/proteina. Algunos ejemplos de estas aplicaciones los
encontramos en el campo de la cosmética y detergencia, asi como en diferentes
métodos bioquimicos de laboratorio (Lindman y Karlstrom, 1990), y tienen gran

interés en el desarrollo de nuevas aplicaciones para los biotensioactivos (Singh y
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Cameotra, 2004). El objetivo de este trabajo es presentar un estudio detallado a nivel
molecular de la interacciéon de un succinil trealosalipido biotensioactivo bacteriano
producido por Rhodococcus sp. (Ver capitulo 1, Figura 1.I), con proteinas modelo, BSA
y Cit-c, para definir las caracteristicas bésicas de estos compuestos y extenderlo a su

aplicabilidad en estudios de proteinas.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Todos los reactivos usados fueron de la mayor pureza posible. El agua purificada fue
desionizada en un equipo milli-Q de Millipore (Millipore, Bedford, MA, USA) y
mostré una resistividad de 18 MQ. BSA (esencialmente libre de &cidos grasos y
globulina; min. 99%; PM: 66,300) y Citocromo c de corazén bovino (pureza 103%
basada en un contenido en agua 3.6%; PM: 12,327) fueron de Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO).

El tampo6n usado para este trabajo fue 150 mM NaCl, 5 mM HEPES pH 7.4. El
agua y todas las soluciones utilizadas se filtraron a través de filtros de 2 pm antes de
su uso.

La producciéon del biotensioactivo a partir de la cepa 51T7 (NCIB) de
Rhodococcus sp., asi como la purificacion del componente TL se llevé a cabo como se

detalla con anterioridad (Capitulo I, secciéon 3.2).

3.2. Preparacion de la muestra

Las muestras acuosas se prepararon por dispersion de la cantidad requerida del
biotensioactivo en el tampoén apropiado. Se disolvié la cantidad deseada de TL en
CHCl3/MeOH (2:1) y después el disolvente se evaporé bajo un flujo de N2 (g) para
obtener una delgada capa en el fondo de un tubo de vidrio. Las dltimas trazas de

disolvente se eliminaron desecando a vacio durante un minimo de 3 h. Se aitadio la
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disoluciéon tampén a las muestras desecadas y se agité a temperatura ambiente hasta
obtener una suspensién homogénea.

Las disoluciones de proteinas se prepararon justo antes de los experimentos,
a una concentraciéon de 1.5 mM en el tampén apropiado, por agitacion a 25°C. La
concentraciéon se comprobé mediante absorcion ultravioleta usando €= 44,720 M1
cm! para BSA y € = 106,100 M1 cm para Cit-c. La disoluciéon stock se diluy6 a la

concentraciéon deseada en el mismo tampoén antes de los experimentos.

3.3. Calorimetria diferencial de barrido de alta sensibilidad

La desnaturalizacion térmica de BSA y Cit-c se monitorizé6 mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC) usando un calorimetro VP-DSC de alta sensibilidad de
MicroCal (Northampton, MA, USA). Los termogramas se recogieron entre 40 y 90°C
para BSA y entre 40 y 110°C para el Cit-c, a una velocidad de calentamiento de
30 °C h'l. Se sabe que existe una dependencia entre la velocidad de barrido y la
temperatura de transicion, por lo se utilizé la misma velocidad de barrido tanto para
las proteinas puras como para las proteinas en presencia de TL, pudiéndose asi
realizar las comparaciones oportunas. Ademads, la velocidad de barrido utilizada ya
ha sido usada en este tipo de estudios con esas y otras proteinas (Giancola y col.,
1997; Deep y Ahluwalia, 2001; Grasso y col., 1995). La concentracién usada para
todas las proteinas fue de 0.05 mM (con pesos moleculares de 66,300 y 12,327 para
BSA y Cit-c respectivamente), a menos que se indique otra distinta. Los datos
calorimétricos se analizaron usando el software Origin proporcionado con el equipo
para obtener los valores de AH y Tm. El procedimiento de ajuste de la curva se llev6 a
cabo con algunos termogramas transformados con un software usando una funcién

gausiana.
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3.4. Calorimetria isotérmica de titulacion

Los experimentos de ITC se llevaron a cabo en un calorimetro de titulaciéon VP-ITC
de MicroCal (Northampton, MA, USA), provisto con una celda de mezcla de 1.442
ml. Los datos se analizaron con el Software de Origin proporcionado con el equipo.
Los experimentos se llevaron a cabo como sigue. La jeringa del calorimetro se
llené con una disolucién de TL 2 mM (unas 20 veces mayor que la CMC). Se realiz6
la inyeccion de alicuotas de 10 pl de esta disolucion sobre una disolucién 0.1 mM de
las proteinas en el mismo tampoén, contenida en la celda del calorimetro. La inyeccién
de esta disolucion en la disolucién de proteina da lugar a la liberacion de calor
debido a la unién del TL a la proteina. Los experimentos se realizaron a 25°C. La
celda del calorimetro se agit6 de manera continua a una velocidad de 260 rpm. Los
datos se corrigieron con los valores de los calores de diluciéon del TL, que se

determinaron en experimentos separados.

3.5. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

Las muestras para los experimentos de FTIR se prepararon usando un tampoén de
D20 que contenia 100 mM NaCl, 100 mM fosfato, pD 7.4 (pH 7.0). La concentracién
de NaCl se ajust6 a 100 mM para tener una osmolaridad similar a la utilizada en
otros experimentos. Se evitd el uso de Hepes para estos experimentos porque este
compuesto presenta bandas en el infrarrojo que podrian interferir con las de la
proteina, mientras que el uso de tampon fosfato disminuye la posibilidad de la
presencia de bandas de infrarrojo que pudieran interferir en la determinacién
estructural de BSA o Cit-c. Una alicuota de la muestra (aprox. 30 pl de una solucién
de 0.2 mM) se situ6 entre dos ventanas de CaF> usando espaciadores de teflén de
50 pm, y el conjunto se monté en un soporte termostatizado.

Los espectros de infrarrojo se adquirieron en un espectrémetro de infrarrojo
por transformada de Fourier Nicolet 6700 (FTIR) (Madison, WI) equipado con un

ordenador para la recoleccion de datos. Cada espectro se obtuvo por la acumulaciéon
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de 256 interferogramas con una resolucién nominal de 2 cm™.. El equipo se purgd
continuamente con aire seco para minimizar la contribucién de los picos del vapor de
agua atmosférica. La celda donde estaba la muestra se mantuvo termostatizada a
25°C usando un Peltier (sistema Proteus para Nicolet).

Se tomaron espectros para las proteinas en estado nativo en presencia y
ausencia de TL. Los espectros se tomaron a intervalos de 2°C, dejando un tiempo de
equilibrado entre temperaturas de 5 min. El espectro del tampén en D>O tomado a
las mismas temperaturas se rest6 interactivamente usando el software Omnic o
GRAMS/32 (Galactic Industries, Salem, NH). Se construy6 un espectro sintético para
la contribucién de las cadenas laterales de Gln y Asn usando los datos publicados
(Chirgadze y col., 1975) para espectro en D;0O, teniendo en cuenta las secuencias de
aminodcidos de BSA (Hirayama y col., 1990) y Cit-c (Bushnell y col., 1990). Este
espectro se sustrajo al espectro de las proteinas, considerando la concentracién de
proteina (0.2 mM) y el espaciador (50 UM). Se aplicaron la derivacién y auto-
deconvolucion de Fourier para resolver las bandas componentes de la regiéon amida
I' del espectro (Kauppinen y col., 1981; Cameron y Moffatt, 1984). La estructura
secundaria de la proteina se cuantific6 por un andlisis de ajuste de curva de las
bandas componentes de la regiéon amida I' usando el software Grams. Durante el
proceso de ajuste del méximo de las bandas determinado por la deconvolucién se

permiti6é un error de + 2 cm-1.

3.6. Espectroscopia de fluorescencia

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo en un espectrofluorimetro PTI
Quantamaster (Photon Technology, New Jersey, USA). En los experimentos de
atenuacion de acrilamida, se afiadieron alicuotas de una disolucion de acrilamida 10
M a la disolucién de proteina para alcanzar la concentracion de acrilamida deseada.
La concentracién final de proteina fue 0.02 mM y la de TL 0.2 mM. Se utiliz6 una
longitud de onda de excitaciéon de 295 nm y se obtuvo el espectro de emisién entre

300 y 400 nm. La anchura de rendijas fue de 2 nm para BSA y de 5 nm para Cit-c.
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Todas las medidas se realizaron en celdas termostatizadas a 25°C, y se usaron
cubetas de cuarzo de 1 cm.

Los datos experimentales de atenuaciéon de fluorescencia de triptéfano se
analizaron mediante métodos convencionales para distinguir entre fluorescencia
estatica, la cual es debida a la formacion de un complejo estable no fluorescente entre
el atenuador y el fluoréforo, y la atenuaciéon dindmica, debida a la colisién dindmica
entre el atenuador y el fluoréforo. La fluorescencia en la mayoria de las proteinas es
heterogénea. Una forma conveniente de representar los datos de atenuaciéon de

fluorescencia es mediante la ecuacion de Stern-Volmer:

O

F (2 L+K, [Q]) V[Ql)

Ecuacion (I11.1)

donde Fo y F son las intensidades de fluorescencia en ausencia y presencia del
atenuador, K; y Vi son las constantes de atenuacién dindmica y estatica para el
componente i de fluorescencia (puede representar diferentes residuos Trp de la
proteina), f; es la contribucion fraccional del componente i al total de fluorescencia, y
[Q] es la concentracion molar del atenuador (Eftink y Ghiron, 1981). K, Vi, y fi se
determinaron mediante un ajuste no linear de los datos experimentales con la

Ecuacion I11.1.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la interaccion de TL sobre la desnaturalizacion

térmica de BSA y Cit-c

En estos experimentos se utilizaron disoluciones diluidas tanto de BSA como de Cit-c

para minimizar los efectos que pudieran darse debidos a la agregacion de la proteina.
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Figura III.1. Termogramas de DSC para la desnaturalizacién térmica de BSA en ausencia y presencia
de TL. Los experimentos se llevaron a cabo bajo las condiciones explicadas en Materiales y Métodos.
La concentracion de BSA fue de 0.05mM. Los ndmeros sobre las curvas corresponden a la

concentracion de TL (mM). La velocidad de barrido fue de 30°C hl.

La Figura III.1 muestra los termogramas de DSC para BSA en presencia de
concentraciones crecientes de TL. BSA pura presenta un desplegamiento
endotérmico inducido térmicamente, con una temperatura media (Tm) centrada a
62.9°C y una entalpia media de desnaturalizacion 4H = 187 + 1 Kcal mol-l. Esta
transicion, asi como la nueva transicién que se observa en presencia de TL mostrada
en la Figura III.1, fueron totalmente irreversibles, como se comprobd por sucesivos
barridos después de enfriar la muestra. Estos datos coinciden en lo esencial con otros
publicados con anterioridad (Almeida y col., 2004; Giancola y col., 1997; Singh y
Kishore, 2006; Sanchez y col., 2008), teniendo en cuenta las diferencias en las
condiciones experimentales. Concentraciones de TL por debajo de 0.1 mM (relacion
molar TL/proteina 2:1) no alteran esta transicion. Sin embargo, después de la adicién
de TL en una proporcién molar de 4:1 (0.2 mM TL), comenzo6 a aparecer una segunda

transicion endotérmica centrada a 65.9°C, la cual fue la tnica presente a una
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proporciéon molar de 6:1 (0.3 mM) y a concentraciones mayores de TL, sugiriendo que
corresponde a la desnaturalizacién térmica de BSA rica en interacciones con TL.

Ademas, el incremento de la concentracion de TL por encima de una
proporcion molar 4:1 desplaza la transicion a 67°C. Nosotros proponemos que esta
transicion endotérmica que tiene lugar a una mayor temperatura (66-67°C)
corresponde a la desnaturalizaciéon de BSA que interacciona con TL, lo que se hace
mas evidente conforme aumenta la concentracién del biotensioactivo.

La Figura III.2 muestra los termogramas de DSC del Cit-c en ausencia y
presencia de concentraciones crecientes de TL. El Cit-c puro presenta un
desplegamiento endotérmico inducido térmicamente con una temperatura media
(Tm) centrada en 80.1°C y una entalpia media de desnaturalizacion 4H = 123.8 £ 1
Kcal moll. Estos datos estin de acuerdo con otros publicados con anterioridad
(Privalov y Khechinashvili, 1974; Zhang y Rowe, 1994; Makhatadze y Privalov, 1995).

Esta transicion, asi como las nuevas transiciones observadas en presencia de
TL, fueron totalmente irreversibles, como se comprob6 por sucesivos barridos
después de enfriar la muestra. Tras la adicién de TL en una proporcién molar de 2:1
(0.1 mM TL), comenzé a aparecer una segunda transicion endotérmica centrada a
63.3°C. Al incrementar la concentracion de TL a una proporcién molar 4:1 (0.2 mM
TL) la endoterma a temperatura menor prevalece sobre la endoterma de mayor
temperatura. Asi como la endoterma de mayor temperatura corresponde a la
desnaturalizaciéon de moléculas de Cit-c puro, la transicion endotérmica que tiene
lugar a una menor temperatura corresponderia a la desnaturalizacion de Cit-c rico en
interacciones con TL. El aumento de ruido observado en presencia de TL podria
deberse al incremento de complejos proteina-biotensioactivo involucrados en la
desnaturalizaciéon de la proteina, como se ha descrito para mezclas con otros

biotensioactivos (Turro y Lei, 1995; Andersen y col., 2008).
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Figura III.2. Termogramas de DSC para la desnaturalizacién térmica de Cit-c en ausencia y presencia
de TL. Los experimentos se llevaron a cabo bajo las condiciones explicadas en Materiales y Métodos.
La concentraciéon de Cit-c fue de 0.05 mM. Los ntimeros de las curvas dan la concentracién de TL

(mM). La velocidad de barrido fue de 30°C h!

4.2. Union de TL a BSA y Cit-c

Mediante calorimetria isotérmica de titulacion se estudi6é cuantitativamente la unién
de TL a BSA y Cit-c. Los datos se ajustan a un modelo con un sitio de unién para
ambas proteinas, obteniéndose los parametros n (nimero de moléculas de TL unidas
por mol de proteina), K (constante de unién), y 4H (entalpia de union).

La Figura III.3 muestra los datos de unién de TL a BSA en un experimento
tipico de ITC. Estos datos indican que BSA se satura con una molécula de TL
monomérico (n= 0.72 * 0.41) unida por molécula de BSA, de una forma
esencialmente no cooperativa. Se obtuvo un valor de 4H de -2.94 * 2.43 Kcal mol,
AS = 12.7 Kcal mol -1 K1y la constante de afinidad K = 1.5 x 104 £ 1.5 x 10+ ML

Esta baja uniéon podria deberse a la carga negativa que tiene la BSA a pH 7
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(Peters, 1985), produciendo repulsiones electrostéticas con las cargas negativas de las
moléculas de TL. La unién de tensioactivos a BSA se produce principalmente por
interacciones electrostdticas o hidrofébicas, y el resultado anterior sugiere que la
unién de TL se produce por interacciones hidrofébicas. Esto se apoya por el hecho de
que la entropia de uniéon fue positiva (4S > 0), estando aceptado que una reaccion
con una entropia positiva principalmente involucra interacciones hidrofébicas. El
consenso general actual es que la albumina posee hasta seis zonas de unién a
ligandos que pueden alojar diferentes tipos de moléculas anfipaticas (Carter y He,
1990; Carter y Ho, 1994; De y col, 2005) y que puede unir decenas de pequefios
tensioactivos anionicos como n-decilfosfato (Jones y col., 1975) o dodecilsulfato de
sodio (Deep y Ahluwalia, 2001). Ademéas la AH de la interaccién de estos
tensioactivos anioénicos es de 70 Kcal mol!, que comparada con los valores en el
rango de -3 Kcal mol! que se han obtenido para el TL, y la baja constante de afinidad,
sugiere que la unién de TL es mucho més débil, indicando probablemente una
interaccién inespecifica. Por otro lado, los parametros de unién de TL fueron muy
parecidos a los obtenidos para un biotensioactivo rammnolipidico bacteriano
(Sanchez M y col., 2008), lo que significa que este tipo de tensioactivos, que poseen
cabezas polares voluminosas en comparacion por ejemplo con el dodecilsulfato de
sodio, no presentan interacciones especificas con BSA, sino mas bien interacciones
inespecificas con dominios hidrofébicos de la proteina.

No se pudo obtener curvas de unién de ITC reproducibles para Cit-c
(resultados no mostrados), indicando que no habia unién o que ésta se producia sin
intercambio de calor neto. Es posible que la interaccién TL/proteina nativa sea de
naturaleza inespecifica de forma que no pudiera obtenerse una curva de unién de
saturacion apropiada.

El Cit-c tiene un dominio catiénico con siete residuos de Lys localizados
alrededor del grupo hemo, donde interaccionan micelas de SDS (Oellerich y col.,
2003) y, como proteina globular soluble, no posee dominios hidrofébicos expuestos
en la superficie, aunque hay un segmento hidrofébico en el centro del anillo de
lisinas que esta localizado en la vecindad inmediata del grupo hemo y que se ha

sugerido como una diana potencial para la unién de monémeros de SDS (Oellerich y
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col., 2003). Nuestros resultados sugieren que los mondmeros de TL deberian

interaccionar con las porciones hidrofébicas de la proteina de forma inespecifica.

Kcal mol! TL
S
(0]

-1.0

-1.2

-1.4

|
_1'6II.I.IIIII.II

0.0 02 04 06 08 10 12 14 16 1.8 2.0
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Figura IIL.3. Determinacion por ITC de la unién de TL a BSA. Se muestra el calor de inyeccién por mol
de TL inyectado en funcién de la relacion molar TL/BSA en la celda del calorimetro. Los datos
corresponden a una concentraciéon de BSA de 0.1 mM. Se muestran los datos de un experimento

representativo. La linea sélida es el ajuste tedrico.

4.3. Determinacion de los cambios estructurales en BSA y

Cit-c inducidos por TL mediante FTIR

Los cambios estructurales producidos en ambas proteinas como consecuencia de las
interacciones con TL se estudiaron mediante la evaluacién de la banda amida I” del
espectro de FTIR. La banda amida I" es una banda compleja de absorciéon en el
infrarrojo formada por varios componentes. Algunas estructuras raras o minoritarias

podrian interferir con la asignacién de bandas. Por ejemplo, la absorcién de giros-3
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aproximadamente a 1665 cm! esta cerca de una banda caracteristica de infrarrojo que
representa hélice-310. Por otra parte, la vibracién de algunas cadenas laterales de
aminodcidos podria tener pequenas contribuciones en la intensidad de la banda
amida caracteristica de la proteina. Finalmente, un procedimiento experimental
incorrecto podria también dar lugar a un espectro erréneo. Todas estas
complicaciones indican que no existe una correlacién simple entre el espectro de
infrarrojo y los componentes estructurales secundarios, y es necesario ser cauteloso
en la interpretacion del espectro de infrarrojo de las proteinas (Ye y col., 2007; Kong y
Yu, 2007). En nuestros experimentos, la banda amida 1" estd formada por
componentes centrados aproximadamente a 1684, 1674, 1654, 1645, 1634, y 1615 cm!
como se determiné por derivaciéon y autodeconvolucién (ver Seccion 3.5 de este
capitulo). Estos maximos estan en concordancia con los descritos en la literatura (Le
Gal y Manfait, 1990; Jackson y Mantsch, 1995; Murayama y Tomida, 2004; Zhang y
Yan, 2005, Panuszko y col., 2009). La correlacion entre las posiciones de la banda
amida I” y la estructura secundaria de las proteinas muestra que la banda centrada
aproximadamente a 1654 cm! corresponde a hélices-a, la de 1674 cm! corresponde a
giros, el componente de 1645 cm! a estructuras desordenadas y el componente
centrado en 1634 cm-! corresponde a hojas-B. Las bandas centradas a 1615 y 1684 cm-!
podrian asignarse a la formaciéon de hojas-B antiparalelas intermoleculares
resultantes de la agregacion de la proteina debido al tratamiento térmico. Una
excepcion es BSA. La estructura de BSA nativa totalmente hidratada posee
aproximadamente un 66% de hélice-a, un 31% de estructuras desordenadas (cadenas
extendidas) y muy baja proporcién de hojas-B; estos resultados pueden variar
considerablemente dependiendo de la concentracién de la proteina, pH, temperatura,
etc (Carter y He, 1990; He y Carter, 1992; Carter y Ho, 1994; Carter y col., 1989). Existe
una cierta contradiccion en la literatura concerniente a la estructura de BSA,
particularmente en relacién a la asignacion de las estructuras B y estructuras
extendidas o desordenadas. Mientras algunos autores han mostrado que BSA no
contiene esencialmente estructuras 3 y que posee una proporciéon de un 23% de
estructuras desordenadas (Carter y He, 1990; Carter y Ho, 1994; Murayama y

Tomida, 2004), otros han descrito que posee entre un 8 y un 15% de hojas 3 con una
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menor proporcion de estructuras desordenadas (Sjoholm y Ljungstedt, 1973;
Imamura y col., 2009; Charbonneau y Tajmir-Riahi, 2010). De acuerdo con estos datos
y la asignacion de bandas descrita en la literatura (Murayama y Tomida, 2004; Wetzel
y col., 1980; Takeda y col., 1987) nosotros asignamos la banda de 1674 cm’ a
estructuras helicoidales (quiza una hélice-310) (Jackson y Mantsch, 1995) y las bandas
de 1645 y 1634 cm a estructuras desordenadas (cadenas extendidas), las cuales
estaban mas de acuerdo con nuestros datos experimentales.

Por otro lado, se debe saber que las cadenas de GIln y Asn absorben en la
regién de la banda amida I” (Chigadze y col., 1975; Venyaminov y Kalnin, 1990). Tal y
como se explicé en la seccion de métodos experimentales, se corrigié el espectro de
FTIR para la contribucién de esas cadenas por substraccion del correspondiente
espectro sintético. Se ha sugerido que la banda de 1645 cm™ podria deberse a la
deuteracion de residuos de Asn, sin embargo, como esta banda sigue presente
después de la deconvolucién del espectro corregido para la contribuciéon de las
cadenas laterales de Asn, concluimos que esta es debida a estructuras desordenadas
en BSA, las cuales estan de acuerdo con los datos de la literatura (Ye y col., 2007;
Murayama y Tomida, 2004).

La Figura III.4 muestra el efecto del TL en la estructura secundaria de BSA
totalmente hidratada, determinada por ajuste de la banda amida I” como se explica
arriba. El ajuste del espectro de BSA nativa a 25°C (Figura IV.4A) dio un 67.2% de
estructura hélice-a, 32.2% de estructura extendida o desordenada, y solo un 0.6% de
agregados 3 (Tabla 1), de acuerdo a los datos publicados (Peters, 1985; Wetzel y col.,
1980; Takeda y col., 1987). Después de calentar e incubar a 70°C, aparecen claramente
dos bandas a 1684 y 1615 cm! (Figura II1.4B) indicando un incremento de estructuras
B agregadas (9.2%) a expensas de hélice-a, la cual disminuye a 58.6%. Estos
resultados estan de acuerdo con datos publicados que muestran que la agregacion

estd acompafiada del desarrollo de hojas B (Clark y col., 1981).
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Figura IIL4. Banda amida I" de BSA nativa a 25°C en ausencia (A) y presencia de TL (C); y BSA
incubada a 70°C en ausencia (B) y presencia de TL (D). La concentracién final de la proteina y el TL
fueron 0.2 y 0.5 mM, respectivamente. Las medidas se llevaron a cabo en un tampén en DO que
contenfa 100 mM NaCl, 100 mM fosfato pD 7.4. Se muestra el espectro original de BSA (linea
discontinua larga), el espectro de las cadenas de Gln y Asn (linea discontinua corta), y el espectro de
BSA al que se le ha sustraido el espectro de los aminoacidos (linea continua). Las lineas de puntos

corresponden a las bandas componentes obtenidos después de ajustar como se explica en el texto.

La proporciéon de hélice-a después de la desnaturalizaciéon térmica es bastante
elevada, indicando que la conformacién hélice-a de BSA es bastante resistente a la
desnaturalizacién (Harmsen y Braam, 1969). La adiciéon de una concentracion 5 mM
de TL a BSA nativa a 25 °C (Figura I11.4C) no afecta esencialmente a la estructura de
la proteina, reteniendo un 71.1% de estructura helicoidal, 28.0% de cadenas

desordenadas y 0.9% de agregados (. Sin embargo, después de incubar a 70°C
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(Figura I11.4D) la proporcién de estructuras [3 agregadas fue menor en presencia de
biotensioactivo (1.2%) que en ausencia (9.2%). Puede verse que después de calentar,
la disminucién de estructuras helicoidales fue concomitante con el incremento de
estructuras desordenadas y estructuras 3. Estos resultados muestran claramente que

existe un efecto protector de TL contra la desnaturalizacion térmica.

Tabla III.1. Estructura secundaria de BSA y Cit-c nativos y desnaturalizados (0.2mM) en ausencia y

presencia de TL (0.5mM) determinada por FTIR.

ESTRUCTURA SECUNDARIA (%)
Hélice-a | Hoja-B | Desordenadas Giros-B | Agregados-B
BSA nativa 67.2 0.0 32.2 0.0 0.6
BSA + TL 711 0.0 28.0 0.0 09
BSA
desnaturalizada 58.6 0.0 32.2 0.0 9.2
BSA
desnaturalizada 62.7 0.0 36.1 0.0 1.2
+TL
Cit-c nativo 39.2 24.5 23.1 12.4 0.8
Cit-c nativo + TL 40.5 29.8 20.8 8.9 0.0
Cit-c
Y 17.11 46.0 14.2 18.7 3.9
Cit-c
desnaturalizado 26.6 33.2 7.0 13.2 20.0
+TL

Varios tensioactivos catiénicos, anidnicos y no iénicos, incluidos SDS y TX-100,
inducen cambios sustanciales en el contenido helicoidal de BSA (Singh y Kishore,
2006; Takeda y col., 1987), indicando un efecto desnaturalizante. La interacciéon de

dirramnolipido secretado por Pseudomonas aeruginosa con BSA causa un efecto similar
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en la desnaturalizacion térmica, disminuyendo la proporcién de la agregaciéon 3 por
desnaturalizacién (Sanchez y col., 2008), sugiriendo que este tipo de glicolipidos,
incluido nuestro TL, probablemente interactuarian con las mismas regiones de la
proteina. El hecho de que la interacciéon de TL con BSA resulte en un efecto protector
abre la posibilidad de utilizar este biotensioactivo en estudios de proteinas.

Segun la literatura, Cit-c posee una media de 35-45% de hélice-a, 12-39% de
estructuras desordenadas, 10-25% de hoja-B y 14-25% giros (Ye y col., 2007; Dousseau
y Pézolet, 1990; Dong y col., 1992; Bushnell y col., 1990). La figura 6 muestra el efecto
de TL en la estructura secundaria de Cit-c. Puede verse que la adicién de TL a Cit-c
nativo no altera esencialmente la forma de la banda amida I” (Figura IIL.5 A y C).

Después de la desnaturalizacion la forma de la banda cambia
considerablemente (Figura IIL.5 B), y esta modificacién es mucho mds pronunciada
en presencia de TL (Figura III.5 D). Ajustando el espectro de Cit-c nativo a 25°C
(Figura IIL.5 A) obtuvimos un 39.2% de hélices a, 24.5% de estructura 3, 23.1%
desordenadas, 12.4% de giros B y solo 0.8% de agregados [ (Tabla 1), en
concordancia con resultados publicados con anterioridad como se comenté arriba.
Después de incubar a 90°C (Figura IIL.5 B) se observé un incremento en hojas-3
(46.0%) y agregados B (3.9%) a expensas de hélice-a, la cual disminuyo a 17.1%, y
estructuras desordenadas, las cuales disminuyeron a 14.2%. Al afadir TL a una
concentracion 5 mM a Cit-c nativo a 25°C (Figura II.5 C) no se ve afectada
esencialmente la estructura de la proteina, la cual tiene un 40.5% de estructuras
hélice, 20.8% cadenas desordenadas, 29.8% de hojas-B y 8.9% de giros. Sin embargo
después de incubar a 90°C en presencia de TL (Figura IIL.5 D), la proporcién de
agregados [3 fue mayor (20%), mientras que la proporciéon de hojas-B y giros fue
menor. Estos resultados indican que la presencia de TL desestabiliza la proteina, un
efecto contrario mostrado para BSA, sugiriéndose que la interaccién de TL con Cit-c

involucra motivos estructurales de diferente naturaleza a los involucrados en la

interaccion TL/BSA.
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Figura IIL.5. Banda amida I" de Cit-c nativo a 25°C en ausencia (A) y presencia de TL (C); y Cit-c
incubado a 90°C en ausencia (B) y presencia de TL (D). La concentracién final de la proteina y el TL
fueron 0.2 y 0.5 mM, respectivamente. Las medidas se llevaron a cabo en un tampén en DO que
contenfa 100 mM NaCl, 100 mM fosfato pD 7.4. Se muestra el espectro original de Cit-c (linea
discontinua larga), el espectro de las cadenas de Gln y Asn (linea discontinua corta), y el espectro de
Cit-c al que se le ha sustraido el espectro de los aminoacidos (linea continua). Las lineas de puntos

corresponden a las bandas componentes obtenidos después de ajustar como se explica en el texto.

4.4. Efecto del TL en la fluorescencia intrinseca del Trp

El efecto de TL en la estructura de BSA y Cyt-c se determiné también a través del

estudio del efecto de la interacciéon de TL en la fluorescencia intrinseca del Trp de las
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proteinas. La Figura III.6A muestra el efecto de TL en el espectro de emisiéon del Trp
de BSA nativa. La proteina pura muestra un espectro de emisiéon centrado en 342 nm.
Al anadir concentraciones crecientes de TL la atenuacién de la fluorescencia del Trp
disminuye progresivamente. Asi el TL no puede actuar directamente como un
atenuador de la fluorescencia del Trp, sino que esta atenuacién debe ser consecuencia
indirecta del cambio conformacional que induce el TL en la proteina como se
describe por FTIR. Un comportamiento similar se ha observado en la interaccién de
Tween 80 y Tween 20 con BSA (Gelamo y Tabak, 2000). Ademas, conforme la
concentracion de TL se incrementa de 0 a 500 M, el maximo de emision tiene un
cambio moderado de 342 a 338 nm, compatible con el movimiento de los residuos de
Trp a un ambiente mas hidrofébico, como consecuencia del cambio conformacional o
por interaccién directa con porciones hidrofébicas del biotensioactivo.

En una segunda serie de experimentos se utiliz6 acrilamida como atenuador,
que es un atenuador que no perturba y que normalmente no se une a la proteina. En
este caso la atenuacion de la fluorescencia se debe normalmente al contacto fisico
entre atenuador y fluordforo, y por lo tanto depende directamente de la medida en
que el atenuador puede acercarse al fluoréforo. Asi la accesibilidad de los residuos
Trp a los sitios de unién del ligando en la proteina se puede comprobar con estudios
de atenuacioén. La Figura II1.6B muestra la grafica de Stern-Volmer para la atenuacion
de la fluorescencia intrinseca del Trp de BSA por acrilamida en diferentes
condiciones.

Los datos experimentales se ajustaron a la Ecuacién III.1, y en todos los casos
la contribucioén de la atenuacion estatica fue esencialmente despreciable al igual que
para los datos de Cit-c mostrados abajo. La gréfica para BSA nativa en ausencia y
presencia de TL fue esencialmente lineal, mientras que para BSA desnaturalizada se
observé una gréfica ligeramente curvada. Primero deberia observarse que la gréfica
correspondiente a BSA desnaturalizada en ausencia de TL presenta una pendiente
algo diferente del resto. Los datos ajustados a la Ecuaciéon IIL.1, permitieron
determinar la constante de atenuacién dindmica de Stern-Volmer, asi como las

fracciones de fluoréforos accesibles en el caso de fluorescencia heterogénea (Tabla 2).
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Figura IIL.6. Efecto de TL en la fluorescencia intrinseca del Trp de BSA. (A) Espectro de emision de
BSA nativa en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de TL. Concentracién de BSA 20 uM.

(B) Gréfica de Stern-Volmer para la atenuacién de la fluorescencia de BSA nativa por acrilamida
(25°C) y BSA incubada a 70°C (desnaturalizada), en ausencia y presencia de TL. (®) BSA nativa, (O)
BSA desnaturalizada, (m) BSA en presencia de TL, y (o) BSA desnaturalizada en presencia de TL. Las

concentraciones de proteina y TL fueron 20 y 200 pM, respectivamente.

Se observé que BSA nativa presenta una poblacién simple de fluoréforos de Trp con
una constante de atenuacion dindmica de 3.7 M-1. La adicién de TL a BSA nativa no
afecta esencialmente a los pardmetros de atenuacién (K1 = 3.30 M), es decir, la
accesibilidad de Trp no se vi6 afectada, indicando que el biotensioactivo no modifica
esencialmente la estructura de la proteina, como puede observase por FTIR. La
desnaturalizacién de la proteina en ausencia de TL lleva a la conversiéon de una
mayor proporcion de fluoréforos de Trp (82%) en una fraccién con una menor
constante de atenuacién (1.60 M), consistente en un incremento de agregados 3
observados por FTIR (Tabla IIl.1), la cual disminuye la accesibilidad de Trp al
atenuador. Es muy interesante la observacion de que la desnaturalizacién en
presencia de TL mantiene una elevada proporciéon de residuos de Trp (87%) con una

constante de atenuacién bastante mayor (2.70 M), confirmando el efecto protector
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de TL en el proceso de desnaturalizacién mostrado arriba, el cual disminuye la
formacion de agregados . BSA contiene 580 aminodacidos y se caracteriza por un bajo
contenido de triptéfano. Los triptéfanos se localizan en las posiciones 134 y 212. El
Trp-134 parece localizarse cerca de la superficie de BSA en la segunda hélice del
primer dominio, estando més expuesto que el Trp-212 (Ruiz-Pefa y col., 2010;
Samson y col., 2005). Segtn esto, nuestros resultados sugieren que los cambios
conformacionales que ocurren durante la agregacion de la proteina en la
desnaturalizacién dan lugar a una menor exposiciéon del Trp-134, proceso que
disminuye por la unién de TL a motivos apropiados de la proteina.

Se llevaron a cabo experimentos similares de fluorescencia para el Cit-c. De
acuerdo con la literatura, el Cit-c contiene un tnico residuo de triptéfano (Trp-59) el
cual se localiza en la depresiéon de una cresta donde se localiza el grupo hemo. El
Trp-59 forma un puente de hidrégeno con uno de los grupos propionicos del hemo
(Fisher y col., 1973; Stellwagen y col., 1972; Myer y col., 1980) por lo que la sefial de
fluorescencia es débil debido a la proximidad del Trp-59 al grupo hemo
(Schlamadinger y col., 2010). Se observé (Figura III.7 A) que al afiadir concentraciones
crecientes de TL al Cit-c nativo se produjo un aumento progresivo de la
fluorescencia. Estos resultados sugieren que la interaccion de TL induce la
desnaturalizacién de Cit-c, dando lugar a un cambio conformacional que incrementa
la distancia entre el grupo hemo y el triptéfano, disminuyendo asi la eficiencia de
transferencia de energia por resonancia e incrementando la intensidad de
fluorescencia del Trp dador. Un incremento de fluorescencia similar se describié
recientemente por la adiciéon de SDS a Cit-c, y se sugiri6é el mismo tipo de explicaciéon

(Ahluwalia y col., 2011).
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Figura II1.7. Efecto de TL en la fluorescencia intrinseca del Trp de Cit-c. (A) Espectro de emisién de
Cit-c nativo en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de TL. Concentracién de Cit-c

20 pM. (B) Grafica de Stern-Volmer para la atenuaciéon de la fluorescencia de Cit-c nativo por

acrilamida (25°C) y Cit-c incubada a 90°C (desnaturalizada), en ausencia y presencia de TL. (®) Cit-c
nativa, (O) Cit-c desnaturalizada, (m) Cit-c en presencia de TL, y (o) Cit-c desnaturalizada en presencia

de TL. Las concentraciones de proteina y TL fueron 20 y 200 uM, respectivamente.

Los resultados de atenuacion por acrilamida se muestran en la Figura IIL.7B. La
grafica de Stern-Volmer para el Cit-c nativo fue practicamente lineal, indicando
claramente que existe una poblacién homogénea de fluoréforos. De hecho, los datos
que se muestran en la Tabla III.2 indican la presencia de una tnica fraccién con Ki=
1.1 M1, lo que se corresponde con una accesibilidad intermedia. La desnaturalizaciéon
de la proteina en ausencia de TL da lugar a una curva en la gréfica de Stern-Volmer
(Figura III7 B), con una fraccién mayor (88%) menos accesible (K2 = 0.10 M-1), debido
a la formacion de agregados B (Tabla IIL.1).
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Tabla III.2. Constantes de fluorescencia dindmica (Ki, K2) y contribucién fraccional de los
correspondientes componentes (fi, f) para la atenuacion de la fluorescencia por acrilamida de BSA y
Cyt-c bajo diferentes condiciones. Las concentraciones finales de las proteinas y TL fueron 0.02 y

0.2 mM respectivamente. Datos de un experimento representativo.

£ K; (M7) f, K, M)
BSA nativa 1 3.70 0 -
BSA
damamaE o 0.18 5.80 0.82 1.6
BSA nativa + TL 1 3.30 0 -
BSA
desnaturalizada 0.87 2.70 0.13 89.50
+TL
Cit-c nativo 1 1.10 0 -
Cit-c
desnaturalizado 0.12 27.40 0.88 0.10
Cit-c nativo + TL 0.16 47.30 0.84 2.76x1010
Cit-c
desnaturalizado 0.13 119.50 0.87 0.60
+ TL

De acuerdo con los resultados de DSC, FTIR y fluorescencia, la adicién de TL a Cit-c
nativo da lugar a un cambio conformacional dando como resultado una poblacion
predominante de proteina (84%) con residuos de Trp practicamente inaccesibles (K2
= 276 x 1010 M), sin embargo queda todavia una pequefia proporcion de
fluoréforos con una mayor accesibilidad (16%). La desnaturalizacion en presencia de
TL no muestra el efecto protector que se observa en el caso de BSA. Sin embargo,
nuestros resultados indican que el TL se une o interacttaa con el Cit-c, aumentando la
proporcion de estructuras desordenadas a expensas de hélice-a, facilitando la
agregacion [3 (Tabla IIL.1) y dando lugar a un efecto desnaturalizante como se

observ¢ por la disminucion de la accesibilidad de Trp (Tabla IIL.2).
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5. CONCLUSIONES

La relevancia de los estudios de interaccién proteina-tensioactivo se deriva de las
multiples aplicaciones de los sistemas proteina-tensioactivo: por ejemplo, para las
industrias alimentarias o farmacéuticas, y en bioquimica analitica. BSA es rica en
estructuras o hélice y contiene una baja proporciéon de estructuras 3, mientras que el
Cit-c posee entre un 10 y un 25% de estructura 3, y ambas proteinas se han usado
como proteinas modelo. Nuestros datos muestran que, en el caso de BSA, no hay
efecto desnaturalizante y por el contrario la proteina se estabiliza frente a la
desnaturalizacién térmica al interaccionar con TL. La interaccién es bastante
inespecifica como muestran los datos de ITC, pero lo suficientemente intensa como
para producir una estabilizacién importante de la proteina frente a la
desnaturalizacion térmica. Probablemente la localizacién de BSA en un ambiente mas
hidrofébico por la incorporacién por ejemplo de micelas de TL contribuya a esta
estabilizacion. Por otro lado la interacciéon TL-Cit-c es muy inespecifica, pero lo
bastante fuerte como para promover la desnaturalizacion de la proteina, justo el
efecto contrario al observado para BSA. Teniendo en cuenta la estructura de ambas
proteinas, se puede derivar de nuestros resultados que la interaccién de TL con BSA,
una proteina rica en a-hélice, protege de la desnaturalizacion térmica, mientras que
la interaccion con Cit-c, con un mayor contenido en hojas-B, facilita la
desnaturalizacion térmica. El hecho de que el TL afecte mas fuertemente a proteinas
desnaturalizadas que a las nativas puede sugerir que existe una interacciéon diferente
con dominios hidrofébicos, los cuales se encuentran enterrados en la estructura
nativa y se exponen tras la desnaturalizaciéon. En cualquier caso la diferente
naturaleza de los dominios involucrados en la interacciéon con BSA o Cit-c parece
clara. Algunos tensioactivos se suelen afiadir para prevenir y/o minimizar la
agregacion de la proteina durante diferentes procesos, y el distinto efecto de TL en
BSA y Cit-c nos indica que el efecto del biotensioactivo depende en gran medida de
las caracteristicas estructurales de la proteina en cuestion, por lo que estudios de este

tipo deberian llevarse a cabo antes de su aplicaciéon préctica en casos particulares.
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Interaccion de un biotensioactivo trealosalipido segregado por
Rhodococcus erythropolis 51T7 con una fosfolipasa Ax de

secrecion.

Zaragoza A, Teruel JA, Aranda FJ, Ortiz A (20Q&}eraction of a trehalose lipid biosurfactant produced
by Rhodococcus erythropolis 51T7 with a secretory phospholipase A (Enviado).
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1. RESUMEN

Los trealosalipidos producidos por Rhodococci presentan actividades biolégicas
Unicas y propiedades fisicoquimicas muy interesantes. Estos compuestos alteran la
estructura y propiedades de los fosfolipidos de membrana e interactian con las
proteinas. Las fosfolipasas A2 constituyen una clase de enzimas que hidrolizan el
enlace ester sn-2 de los glicerofosfolipidos, liberando un acido graso libre y un
lisofosfolipido. La familia de la fosfolipasa A> se compone de fosfolipasas Az de
secrecion (sPLAy) y fosfolipasas Az intracelulares. En este trabajo se muestra como el
succinil trealosalipido aislado de Rhodococcus erythropolis 51T7 actta como un
inhibidor de la sPLA; porcina pancreética. Se observaron dos modos de inhibicién
esencialmente distintos. En primer lugar se estudi6 la inhibicién lenta de la actividad
de sPLA2 por preincubaciéon de la enzima con el trealosalipido en ausencia de
sustrato. Esto significa que se produce una interaccién directa del trealosalipido con
la enzima induciendo cambios estructurales en la misma, como se demuestra
mediante espectroscopia de fluorescencia del triptéfano y FTIR. Por otra parte, la
incorporacién de trealosalipido en el interior de la membrana fosfolipidica diana dio
lugar a una inhibicién enzimdtica rdpida. Las medidas cinéticas indican una
inhibicién competitiva por modificaciéon del sustrato. Estos resultados se discuten a
la luz de datos previos de otros inhibidores de sPLA, y se afiaden a la lista de
actividades bioldgicas interesantes descritas para estos trealosalipidos de Rhodococcus

erythropolis.
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2. INTRODUCCION

Los lipidos microbianos se han convertido en una campo de estudio interesante
debido a la posibilidad de obtener lipidos especificos a partir de materiales de
desecho de bajo coste y renovables (Subramaniam y col, 2010). Algunos de estos
compuestos tienen actividad superficial, y debido a su baja toxicidad, caracter
biodegradable, eficacia a temperaturas y pH extremos y propiedades bioldgicas
Unicas hay un creciente interés en considerar estos lipidos naturales como una
alternativa potencial a sus equivalentes sintetizados quimicamente (Desai y Banat,
1997; Cameotra y Makkar, 1998; Singh y Cameotra, 2004). Los glicolipidos que
contienen trealosa constituyen un grupo emergente de compuestos interesantes
(Asselineau y Asselineau, 1978) y se han propuesto un gran nimero de posibles
aplicaciones de estos compuestos en diferentes campos (Lang y Philp, 1998), debido a
sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas.

Las PLA; constituyen un grupo diverso de enzimas con respecto a su
secuencia, funcién, localizaciéon y dependencia de cationes divalentes (Schaloske y
Dennis, 1761; Lambeau y Gelb, 2008). Juegan un papel muy importante en varios
procesos celulares, como el metabolismo fosfolipidico y la digestion, asi como en la
produccién de precursores de reacciones inflamatorias. Estas tltimas enzimas
catalizan la hidrolisis del enlace éster de la posicion sn-2 de los fosfoglicéridos de la
membrana celular para liberar 4cido araquidénico, un precursor de eicosanoides
incluyendo prostaglandinas y leucotrienos. La misma reaccion produce
lisofosfolipidos que representan otra clase de mediadores lipidicos. La familia de
PLA? de secrecién (sPLA), consiste en enzimas de bajo peso molecular que requieren
Ca?*, siendo enzimas de secrecién que estdn implicadas en un gran namero de
procesos biolégicos, tales como modificacion de la generacién de eicosanoides,
inflamacion, defensa del hospedador y ateroesclerosis. Las enzimas del tipo sPLA>
abundan en el jugo pancreatico. Estas tienen una extensiéon caracteristica de 5
aminoécidos, denominada lazo pancreatico, en el centro de la molécula, y un grupo I
especifico con un puente disulfuro entre la cysll y la cys77. La fosfolipasa A:

pancreatica bovina es una enzima lipolitica de peso molecular 14000. Cataliza la
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hidrolisis del enlace éster de la posicion Cz de los sn-3-fosfoglicéridos. El Ca?* es un
cofactor esencial para la reaccién. La enzima activada es capaz de digerir de manera
muy eficiente estructuras ordenadas de fosfolipidos como micelas (Dijkstra y col,
1981; Murakami y Kudo, 2002; Garcia-Garcia y Serruys, 2009).

El aumento del ntimero de inhibidores de fosfolipasas A lipoliticas conocidos
deberia ayudar a elucidar las funciones fisiolégicas y actividades metabdlicas de
estas enzimas, y esos inhibidores podrian convertirse en nuevos agentes potenciales
para el tratamiento de diversas enfermedades inflamatorias (Magrioti y Kokotos,
2010). En la investigacion de nuevos inhibidores de la fosfolipasa Az se han descrito
compuestos naturales de diversos origenes (Oliver y col, 1996; Carrier y col, 1998;
Grau y Ortiz, 1998). Este trabajo presenta en detalle un estudio a nivel molecular de
los mecanismos de inhibicién de la actividad de la sPLA> pancreatica por el succinil
trealosalipido bacteriano producido por Rhodococcus erythropolis 51T7, con el fin de

establecer futuras nuevas aplicaciones para este compuesto.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Materiales

Todos los reactivos usados fueron de la mayor pureza disponible. El agua purificada
fue desionizada en un equipo milli-Q de Millipore (Millipore, Redford, MA) y
mostré una resistividad de aproximadamente 18 MQ. La sPLA> porcina pancreéatica
(suspension en sulfato amonico) fue de Sigma Chemical Co (St. Louis, MO). BODIPY-
PC (1,2-bis-(4,4-difluoro-5,7-dimetil-4bora-3a,4a-diaza-s-indacena-3-undecanoil)-sn-
glicero-3-fosfocolina) fue de  Molecular Probes (Eugene, OR). 1,2-
Dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) fue de Avanti Polar Lipids (Birminghan, AL). El
tampon usado en este trabajo fue 150 mM NaCl, 5 mM Hepes pH 7.4, si no se indica
otra cosa. El agua y todas las disoluciones usadas en este trabajo se filtraron a través
de filtros de 0.2 pm antes de usarse. La produccién del biotensioactivo a partir de la

cepa 51T7 (NCIB) de Rhodococcus sp., asi como la purificacion del componente
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trealosalipido (TL) se llevé a cabo como se ha descrito anteriormente (Capitulo I,

seccion 3.2).

3.2. Preparacion de la muestra de trealosalipido

Las muestras acuosas se prepararon por dispersion de la cantidad requerida del
biotensioactivo en el tampén apropiado. Se disolviéo la cantidad deseada de
trealosalipido en CHCl3/MeOH (2:1) y después el disolvente se evaporé bajo un flujo
de N2 (g) hasta obtener una delgada capa en el fondo de un tubo de vidrio. Las
tltimas trazas de disolvente se eliminaron desecando a vacio durante un minimo de
3 h. Se anadi6 la disoluciéon tampoén a las muestras desecadas y se agitdé a

temperatura ambiente hasta obtener una suspensién homogénea.

3.3. Preparacion de liposomas

Los liposomas se prepararon mezclando 2 mg de DOPC y 0.014 mg de BODIPY-PC
en aproximadamente 1 mL de cloroformo en un tubo de vidrio. El disolvente se
evapord bajo un flujo de N2 (g) obteniendo una fina pelicula en el fondo de un
pequetio tubo de vidrio. Las tltimas trazas del disolvente se eliminaron desecando
durante 2-3 h en una bomba de vacio. A las muestras secas se les afiadié 1 mL de
tampon que contenia 50 mM KCl, 10 mM CaClz, 2 mM Hepes pH 7.4 y se formaron
vesiculas multilamelares (MLV) mediante agitacion mecénica de la muestra. Esta
suspension se sometié a ultrasonidos con un equipo Bandelin Electronic Sonoplus
(Berlin, Alemania), provisto de una microsonda de titanio, durante 10 min en modo
pulsado al 50% de potencia. La muestra se mantuvo en un bafo de hielo para evitar
el calentamiento. Finalmente la suspensiéon de vesiculas unilamelares pequefias
(SUV) se centrifugé durante 10 min en una microfuga de sobremesa para eliminar las

vesiculas grandes y las particulas de titanio liberadas de la sonda (Barenholz y col,

1977).
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Los liposomas que contenian distintos porcentajes de TL mezclados con DOPC se
prepararon de una forma similar, mezclando las cantidades adecuadas de las
disoluciones stock de TL y DOPC en cloroformo antes de la evaporacion del
disolvente. La concentracion de lipido se determiné como se menciona con

anterioridad mediante el método de Bottcher (Bottcher y col, 1961).

3.4. Ensayo fluorescente continuo de la actividad sPLA;

pancreatica

La enzima se obtuvo como una suspension en sulfato amoénico, con una actividad
especifica de ca. 800 U/mg. La disolucion stock se preparé después de centrifugar la
enzima en una microfuga de sobremesa, eliminar cuidadosamente el sobrenadante y
disolver el pellet en una disoluciéon tamponada que contenia 50 mM KCl, 10 mM
CaClz, 2 mM Hepes pH 7.4, a una concentracion final de 0.5 mg/mL. Las medidas de
fluorescencia se llevaron a cabo en un espectrofluorimetro Quantamaster PTI
(Photon Technology, NJ). Se usaron cubetas de cuarzo de 1 cm. Las longitudes de
onda de excitaciéon y emision fueron 488 y 530 nm respectivamente. La anchura de las
rendijas fue de 2 nm. La sPLA: se afiadi6 a partir de la disoluciéon stock de 0.5
mg/mL comentada anteriormente. Tanto para la enzima nativa como para la
preincubada con TL, la concentracion final de sPLA; fue 5 pg/mL, si no se indica otra

cosa. Todas las medidas se realizaron en una celda termostatizada a 25°C.

3.5. Atenuacion de fluorescencia con acrilamida

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo en el espectrofluorimetro PTI
Quantamaster (Photon Technology, New Jersey, USA) citado anteriormente. En los
experimentos de atenuacion por acrilamida, se afadieron alicuotas de una disolucion
5 M de acrilamida a la disolucién de proteina hasta alcanzar la concentracion de

acrilamida deseada. La concentracién final de proteina fue 25 pg/mL y la
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concentraciéon final de TL cuando estaba presente fue de 200 uM. Se utiliz6 una
longitud de onda de excitacion de 295 nm y se obtuvo el espectro de emisiéon entre
300 y 400 nm. La anchura de rendijas fue de 5 nm tanto para el monocromador de
excitacion como para el de emisiéon. Todas las medidas se realizaron en celdas
termostatizadas a 25°C, y se usaron cubetas de cuarzo de 1 cm.

Los datos experimentales de atenuaciéon de fluorescencia de triptéfano se
analizaron mediante métodos convencionales para distinguir entre fluorescencia
estatica, la cual se debe a la formacién de un complejo estable no fluorescente entre el
atenuador y el fluoréforo, y atenuacion dindmica, debida a la colisién dindmica entre
el atenuador y el fluoréforo. En general, la fluorescencia en la mayoria de las
proteinas es heterogénea. Una forma conveniente de representar los datos de

atenuacion de fluorescencia es mediante la ecuaciéon de Stern-Volmer:

O

F (2 L+K, [Q]) V[Ql)

Ecuacion (IV.1)

donde Fo y F son las intensidades de fluorescencia en ausencia y presencia del
atenuador, K; y Vi son las constantes de atenuacién dinamica y estatica para el
componente i de fluorescencia (puede representar diferentes residuos Trp de la
proteina), f; es la contribucion fraccional del componente i al total de fluorescencia, y
[Q] es la concentracion molar del atenuador (Gelamo y Tabak, 2000; Schlamadinger y
col, 2010; Lange y col, 1994). K, Vi, y fi se determinaron mediante un ajuste no linear

de los datos experimentales a la Ecuacién IV.1.

3.6. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

Las muestras para los experimentos de FTIR se prepararon usando un tampoén en
D20 que contenia 50 mM KCl, 10 mM CaClz, 2 mM MES pD 7.4 (pH 7.0). Se situ6 una

alicuota de la muestra (aprox. 30 pl de una soluciéon de 0.2 mM) entre dos ventanas
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de CaF: usando espaciadores de teflon de 50 pm, y el conjunto se mont6 en un
soporte termostatizado Symta.

Los espectros de infrarrojo se adquirieron en un espectrometro de infrarrojo
por transformada de Fourier Nicolet 6700 (FTIR) (Madison, WI) equipado con un
ordenador para la recolecciéon de datos. Cada espectro se obtuvo por acumulacién de
256 interferogramas con una resolucion nominal de 2 cm™. El equipo se purgd
continuamente con aire seco para minimizar la contribucién de los picos del vapor de
agua atmosférica. La celda donde estaba la muestra se mantuvo termostatizada a
25°C usando un Peltier (sistema Proteus para Nicolet).

Se tomaron espectros para las proteinas en estado nativo en presencia y
ausencia de TL. Los espectros se adquirieron a intervalos de 2°C, dejando un tiempo
de equilibrado entre temperaturas de 5 min. El espectro del tampén en D>O tomado a
las mismas temperaturas se rest6 interactivamente usando el software Omnic o
GRAMS/32 (Galactic Industries, Salem, NH). Se aplicé la derivacién y la auto-
deconvolucion de Fourier para resolver las bandas componentes de la regiéon amida
I' del espectro (Kauppinen y col., 1981; Camero y Moffatt, 1984). La estructura
secundaria de la enzima se cuantificé por un analisis de ajuste de curva de las bandas
componentes de la regiéon amida I" usando el software GRAMS/32. Durante el
proceso de ajuste del maximo de las bandas determinado por deconvolucién se
permitié un error de +2 cml. Se construy6 un espectro sintético para la contribucion
de las cadenas laterales de Gln y Asn usando los datos publicados (Chirgadze y col.,
1975) para espectros en D20, teniendo en cuenta la secuencia de aminoacidos de la
sPLA,. Este espectro se sustrajo al espectro de las proteinas, teniendo en cuenta la

concentracién de proteina y el espaciador.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El TL producido por la cepa 51T7 de Rhodococcus sp. posee una cola formada por tres
acidos grasos de diferente longitud (C7, Co y C11), y un grupo polar que contiene la

molécula de trealosa y un residuo succinilo (Ver capitulo 1, Figura 1.I). Este succinilo
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proporciona un grupo carboxilo libre confiriendo una carga negativa a pH neutro.
Esta estructura se corresponde con la de un compuesto tipicamente anfifilico y asi,
conforme a su naturaleza, el TL ha mostrado que altera la estructura de membranas
fosfolipidicas modelo de diferentes composiciones (Aranda y col, 2007; Ortiz y col,
2008; Ortiz y col, 2009; Ortiz y col, 2011), permeabiliza membranas modelo y
membranas biolégicas (Zaragoza y col, 2009; Zaragoza y col, 2010), y modula la
estructura secundaria de proteinas (Zaragoza y col, 2012). En este trabajo mostramos
los resultados obtenidos sobre la inhibicion de la actividad de sPLA2 por accion del
TL, en un esfuerzo por conseguir conocer la modulacién de la actividad enzimatica
por este glicolipido bacteriano. Nuestros estudios se realizaron con vesiculas de
DOPC a 25°C, es decir en estado liquido-cristalino, para eliminar complicaciones

debidas a cambios en la fase lipidica que podrian influir en la actividad de la sPLA..

4.1. La preincubacidén con trealosalipido inhibe la actividad de

sPLA>

La actividad de sPLA: pancredtica se midi6 usando un ensayo de fluorescencia
descrito més arriba con el que se obtuvieron las curvas continuas de actividad. La
Figura IV.1 muestra las curvas de actividad de sPLA2 sobre SUV de DOPC obtenidas
antes y después de la preincubacién de la enzima con concentraciones crecientes de
TL. La preincubacién de la enzima con el glicolipido llevé a una disminucién
progresiva de la velocidad inicial de sPLA, asi como de la extensiéon total de

formacion de producto.
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Figura IV.1. Efecto de la preincubacién con trealosalipido en la actividad de sPLA> (0.5 mg/ml). sPLA>
se preincub6 en presencia de 0, 50, 100, 200 y 400 pM de trealosalipido (ntimeros de la derecha)
durante 40 min a 25°C, y se inyectaron las alicuotas correspondientes en un cubeta termostatizada
(concentracién final de sPLA; 5 pg/ml) con 40 pM de SUV de DOPC que contenia la sonda
fluorescente BODIPY-PC, y el aumento de fluorescencia, siguiendo la actividad de sPLAj, se

monitorizé de modo continuo.

El hecho de que la actividad de sPLA2 no se recupere en el tiempo de ensayo podria
indicar que se trata de un proceso irreversible. Se observé que la preincubacién con
TL inhibia a la enzima a concentraciones tanto por debajo como por encima de la
CMC del glicolipido, pero a la concentracién méaxima ensayada, 400 uM, la actividad
enzimatica era todavia bastante significativa.

El efecto del tiempo de preincubacion en la actividad de sPLA2 se muestra en
la Figura IV.2A. Se observé que la inhibicién fue un proceso lento, en la escala de
minutos, para todas las concentraciones de TL ensayadas. Este hallazgo sugeria, muy
probablemente, modificaciones estructurales de la proteina en este proceso de
inhibicion, tal como se muestra a continuacion. La Figura IV.2B muestra la actividad
de sPLAz en funcién de la concentraciéon de TL a dos tiempos de preincubacion

distintos. En primer lugar se debe sefialar que no se observaron diferencias a partir
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de los 25 min de preincubacién, lo que confirma que esta inhibicién es un proceso

lento que requiere de 15-30 minutos para completarse.
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Figura IV.2. Efecto de la concentracién de trealosalipido y el tiempo de preincubacién en la actividad

de sPLAs>. (A) Velocidad inicial relativa de la actividad de sPLA; (%) en funcién del tiempo de

preincubacién para SUV de DOPC. sPLA; (0.5 mg/ml) se preincubé en un medio que contenia 50 (@),

100 (©), 200 (m) y 400 (O) pM de trealosalipido, durante varios tiempos a 25°C. Se inyect6 una alicuota
en una cubeta que contenia 40 UM de SUV de DOPC (con BODIPY-PC) para empezar la reaccion

(concentracién final de sPLA> 5 pg/ml). (B) Porcentaje de la actividad de sPLA; en funcién de la

concentracion de trealosalipido en el medio de preincubacion, a dos tiempos de preincubacion
diferentes: 25 min (®) y 60 min (O). La velocidad inicial se determiné a partir de curvas similares a las
mostradas en la Figura IV.1. Las barras de error, correspondientes al error estdndar, se muestran

cuando son mayores que los simbolos.
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Por otro lado, el aumento de la concentracién de TL por encima de 200 pM, un valor
cercano a la CMC de 300 pM previamente determinada (Zaragoza y col, 2009), no dio
lugar a una reduccion significativa de la actividad enzimatica. Esto indica que sélo el
TL monomérico se une a la enzima dando lugar a la inhibicién de ésta, descartando

en este caso interacciones proteina-micela.

4.2. La preincubacion de SPLA; con trealosalipido altera la estructura

de sPLA,

Los resultados mostrados arriba sugerian que la preincubaciéon de sPLA; con TL en
ausencia de sustrato inducia cambios estructurales lentos en la proteina que
conducian a la inhibicién de la enzima. Estos cambios estructurales se comprobaron
primero por atenuacién de la fluorescencia intrinseca del triptéfano.

La Figura IV.3 muestra la representaciéon de Stern-Volmer para la atenuacion
de la fluorescencia del triptéfano de la sPLA2 por acrilamida antes y después de
preincubar con TL. Los datos se analizaron de acuerdo a la Ecuacién IV.1
obteniéndose un valor de 3.9 x 103 + 3.1 x 104 para la constante de atenuacion
dindmica de Stern-Volmer para la proteina nativa, Ksy, mientras que después de
preincubar, Ksy disminuy6 a 2.8 x 103 + 2.0 x 104 Este descenso en la constante de
Stern-Volmer indicaba cambios conformacionales en sPLA> que llevaban a una
menor accesibilidad del residuo de triptéfano al atenuador.

Para obtener una mayor comprensiéon de estos cambios conformacionales se
utiliz6 FTIR. La banda amida I” es una banda compleja de absorcion en el infrarrojo
formada por varios componentes. Algunas estructuras raras o minoritarias podrian
interferir con la asignacion de bandas, y la vibracion de algunas cadenas laterales de
aminoacidos podria tener pequehas contribuciones en la intensidad de la banda
amida caracteristica de la proteina, las cuales se han corregido de forma apropiada en
nuestro caso (ver Material y Métodos). Todas estas complicaciones indican que no
existe una correlacion simple entre el espectro de infrarrojo y los componentes

estructurales secundarios, y es necesario ser cauteloso en la interpretacion del
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espectro de infrarrojo de las proteinas para evitar un espectro erréneo y poder

eliminar artefactos (Ye y col., 2007; Kong y Yu, 2007).
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Figura IV.3. Representacion de Stern-Volmer para la atenuacién de fluorescencia de sPLA» por

acrilamida en ausencia y presencia de trealosalipido. 25 pg/ml sPLA; (@), 25 pg/ml sPLA; incubada

con 200 pM de trealosalipido durante 30 min (O). Se afiadieron secuencialmente alicuotas de una

disolucién de concentrada acrilamida a la disolucion de proteina bajo agitaciéon continua a 25°C, como
se explica en el texto. Los datos corresponden a la media de tres experimentos diferentes. Las barras

de error, correspondientes al error estandar, se muestran cuando son mayores que los simbolos.

En nuestros experimentos, la banda amida I estaba formada por componentes
centrados aproximadamente a 1684, 1674, 1654, 1645, 1634, y 1615 cm™ como se
determiné por derivacion y autodeconvolucién. Estos maximos estdn en
concordancia con los descritos en la literatura. La correlacion entre las posiciones de
la banda amida I" y la estructura secundaria de las proteinas muestra que la banda
centrada aproximadamente a 1654 cm corresponde a hélice-a, la de 1674 cm
corresponde a giros, el componente de 1645 cm™ a estructuras desordenadas y el
componente centrado en 1634 cm! corresponde a hoja— (Jackson y Mantsch, 1995).
Las bandas centradas a 1615 y 1684 cm™! podrian asignarse a la formaciéon de hojas-8

antiparalelas intermoleculares resultantes de la agregacion de la proteina al
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desnaturalizarse (Jackson y Mantsch, 1995; Le Gal y Manfait, 1990; Murayama y
Tomida, 2004; Zhang y Yan, 2005; Panuszko y col, 2009).

1700 1680 1660 1640 1620 1600
Longitud de onda (cm™)

1700 1680 1660 1640 1620 1600 1700 1680 1660 1640 1620 1600
Longitud de onda (cm™)

Figura IV.4. Banda amida I de sPLA2 antes y después de la preincubacién con trealosalipido. (A)
sPLA; nativa (5 mg/ml), (B) sPLA; (5 mg/ml) inmediatamente tras la adicién de trealosalipido
200 uM; (C) sPLAz (5 mg/ml) tras 30 min de incubacién con trealosalipido 200 pM. La linea

discontinua se corresponde con las bandas componentes como se explica en el texto.

La banda amida I" de la sPLA2 se examiné en la enzima nativa, asi como después de
la preincubacién con TL durante varios periodos de tiempo (Figura IV.4). Lo primero
que se observo fue que después de la adicién del glicolipido la forma de la banda
amida I” no se alter6 esencialmente en comparaciéon con la proteina nativa. Después
de la preincubacién durante 30 min la banda amida I” se amplié considerablemente
hacia longitudes de onda mayores y la proporcion de las bandas componentes

cambié claramente. La integracion de estas bandas componentes dio lugar a los
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resultados que se muestran en la Tabla IV.1. Asi, la sPLA> nativa contenia un
promedio de 44.5% de a-hélice y un 29.0 % de hoja-B, con una baja proporcién de
estructuras desordenadas y sin agregados de hojas-B, de acuerdo a los datos

publicados (Kennedy y col, 1990).

Tabla IV.1. Estructura secundaria de la sPLA> nativa y después de su preincubacién con
trealosalipido 200 pM a diferentes tiempos determinada por FTIR. Los datos corresponden a tres

experimentos independientes * error estandar.

ESTRUCTURA SECUNDARIA (%)

Hélice-a Hoja-B Desordenadas Giros-f§ Agregados-8
SPLA; | 445405 | 29.0+1.0 50+1.0 195+05 | 20+1.0
nativa
TL200UM | 55415 | 28.0+2.0 25+15 215+15| 25+05
(0 min)
TL200UM | 305415 | 75+15 240+10 |21.0+02| 9.0+1.0
(30 min)

Tras la incubacién con TL durante 30 min la proporcion de estructuras desordenadas
y agregados aument6 considerablemente a expensas de a-hélice, y particularmente
de hojas-B que disminuy6 a 7.5%, indicando que la desnaturalizacion de la proteina
es la responsable de la inhibicion de la actividad enzimética que se mostrd
anteriormente. El incremento de la proporciéon de agregados explicaria la reduccion
de la atenuacién de la fluorescencia por acrilamida (Figura IV.3), indicando que las
regiones de agregados menos expuestas corresponderian a las que contienen el
residuo de triptéfano, el cual se encuentra cerca del extremo N-terminal, en la

posicion 3 de la enzima porcina (Puijk y col, 1979).
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4.3. Inhibicién de sPLA; por modificaciéon de la estructura del

sustrato

Los resultados mostrados antes indican que el TL interactta con la sPLA»,
modificando su estructura secundaria y como resultado inhibiendo la actividad de la
enzima. También se ha demostrado que los TL pueden alterar la estructura de una
serie de membranas fosfolipidicas de diversas composiciones (Aranda y col, 2007;
Ortiz y col, 2008; Ortiz y col, 2009; Ortiz y col, 2011), siendo posible que la
modificacion de la estructura de la membrana diana por el TL lleve a la inhibicién de
la actividad de la sPLA>. Asi, en un segundo conjunto de experimentos se verifico el
efecto de la adicion de TL en el sustrato de la membrana diana sobre la actividad de
sPLA,.

La Figura IV.5 muestra las curvas de actividad de sPLA; nativa sobre SUV de
DOPC y SUV de DOPC que contenian proporciones crecientes de TL. La
concentraciéon de TL se mantuvo a una proporciéon por debajo del 10% para asegurar
que la estructura de la bicapa se mantuviera intacta (Aranda y col, 2007). Se observo
que el aumento de la proporcién de TL en la membrana diana daba lugar a una
disminucion progresiva de la velocidad inicial de la actividad sPLAz y de la
extension de formacién de producto. En este caso, a diferencia de los resultados
anteriores de preincubacion, la inhibicién fue rapida, indicando por lo tanto que no
se debia a un efecto sobre la estructura de la proteina, sino muy probablemente a una

alteracion del sustrato.
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Figura IV.5. Actividad de sPLA; sobre membranas de DOPC que contienen trealosalipido. sPLA; se
afiadi6é a una concentracién final de 5 pg/ml, a una cubeta que contenia SUV de DOPC y SUV de
DOPC con 0.5, 2, 5, y 10 moles% de trealosalipido (ntimeros a la derecha de las curvas), a una

concentracién fosfolipidica total de 40 UM. Los experimentos se llevaron a cabo a 25°C bajo agitaciéon

continua.

La Figura IV.6A muestra las curvas michaelianas de la velocidad inicial frente a la
concentracion de DOPC, tanto para DOPC puro como para DOPC que contenia de
0.5 a 10 moles% de TL, alcanzando la saturacion en todos los casos a una
concentracion de DOPC alrededor de 40 pM. La naturaleza competitiva de la
inhibiciéon por TL de la sPLA> pancreatica se puso de manifiesto a partir de las
graficas de dobles reciprocos (Figura IV.6B), en los que la Vi no cambié con el
aumento de concentracién de TL mientras que Km aparente fue aumentando, lo que
indicaba una disminucién de la afinidad de sPLA> hacia las membranas lipidicas que

contenian TL.
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Figura IV.6. Efecto del trealosalipido incorporado en la membrana sobre la actividad de sPLAs. (A)
Dependencia de la velocidad inicial de la actividad de sPLA; con la concentracién de sustrato (DOPC)
para SUV compuestas de DOPC puro (@), y DOPC que contiene 0.5 (©), 2 (m), 5 (O), y 10 (A) moles%
de trealosalipido. Todas las muestras contienen la sonda BODIPY-PC como se explica en el texto. (B)
Graficas de dobles reciprocos para los datos que se muestran en el panel A. La concentracién de sPLA>
fue 5 pg/ml, y la temperatura de 25°C. Los valores de la Ki (UM) se dan en las curvas. Los datos
corresponden a tres experimentos independientes. Las barras de error, correspondientes al error

estandar, se muestran cuando son mayores que los simbolos.
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5. CONCLUSIONES

En este capitulo se han mostrado dos modelos de inhibiciéon de la actividad de la
sPLA; pancreética por el TL de Rhodococcus erythropolis: i) una interaccion directa del
TL con la enzima, la cual induce cambios conformacionales en la misma que
conducen a la inhibicién de la actividad enzimatica, como se ha mostrado tanto por
fluorescencia como por FTIR; y ii) una inhibicién competitiva por modificacién del
sustrato.

La inhibicién de la actividad de la sPLA2 por TL se produce por debajo de la
CMC del TL indicando claramente que es el mondémero del glicolipido el que
interactia con la proteina, y que no son las propiedades detergentes de las micelas
las que modifican la actividad de la sPLA». Recientemente hemos demostrado que las
interacciones TL/proteina son altamente dependientes de la estructura secundaria de
las proteinas, presentando un efecto de desnaturalizacién solamente en proteinas con
alto contenido en hojas-f, como Citocromo-c (Zaragoza y col, 2012). Los resultados
del efecto de TL sobre la estructura secundaria de sPLA; estdn de acuerdo con estos
datos. De este modo, el Citocromo-c nativo, que tiene un mayor contenido de
estructura B (39.2%) (Zaragoza y col, 2012) que la sPLA; pancreéatica (26.4%), se ve
mas afectado por la interacciéon con TL que la sPLA». Segtin los datos de FTIR, los
cambios conformacionales observados pueden ser asociados principalmente con la
porcién de hoja-B de la molécula de sPLA>. Como el Citocromo-c es una proteina no
enzimaética, los resultados presentados ahora sobre la inhibicién de la actividad de
sPLA> permiten establecer que los cambios conformacionales en proteinas inducidos
por el TL pueden dar lugar a la inhibicion de la actividad enzimaética.

Se manejan dos ideas generales sobre como influye el estado fisico de la
membrana diana sobre la actividad de las fosfolipasas A». Por un lado, es un hecho
que la fosfolipasa A prefiere bicapas segregadas lateralmente y heterogeneidad
lipidica en lugar de bicapas fluidas y homogéneas (Carrier y col, 1998; Burack y.
Biltonen, 1994); y por otro, es bien sabido que la calidad de la interfase es critica para
la catélisis interfacial, como la llevada a cabo por la fosfolipasa A> (Raghupathi y

Franson, 1992). Nuestros resultados han demostrado que los TLs llevan a cabo ambas
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acciones: disminuyen la temperatura de transicién de fase de gel a liquido-cristalino
de las membranas de DOPC, e inducen la formacién de dominios, y también dan
lugar a una fuerte deshidratacion de la interfase lipido/agua (Aranda y col, 2007).
Por tanto, parece que debe ser la alteracion de la interfase de la membrana la que
prevalece para la inhibicién de la actividad sPLA> que hemos descrito aqui, mientras
que la formaciéon de dominios ricos en TL deberia ser menos relevante. Una
inhibiciéon similar de la fosfolipasa A fue demostrada anteriormente para acidos
grasos cis-insaturados (Raghupathi y Franson, 1992) y la hidroquinona glicosilada
arbutina (Oliver y col, 1996).

Los TLs se han descrito como inhibidores de la actividad de la proteina
quinasa C in vivo, una enzima que requiere de la interaccién con la membrana para
su activacion. Se sugirié que es la interaccién del biotensioactivo con la membrana
diana la que regula la actividad enzimatica disminuyéndola (Isoda y col, 1997). Aqui
hemos demostrado que el TL también regula la actividad de la sPLA> pancreética,
disminuyéndola a través de la modulaciéon de las propiedades fisicas de la
membrana fosfolipidica diana. Debemos mencionar que nuestro grupo ha obtenido
también datos experimentales que indican que el TL inhibe la bomba de Ca2* del
reticulo sarcoplasmico, una proteina integral de membrana (no mostrado). Todos
estos resultados proporcionan una fuerte evidencia de la importancia de los cambios
estructurales y funcionales inducidos tras la incorporaciéon de TLs en bicapas
fosfolipidicas, lo que constituye la base molecular de las interesantes actividades

biol6gicas descritas para este compuesto.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

El trealosalipido producido por Rhodococcus sp. actGa como un detergente
débil, prevaleciendo su inserciéon en la membrana sobre la micelizaciéon de la
misma, lo cual conduce a la permeabilizacion de la bicapa sin su
solubilizacion. El trealosalipido induce la formacion de dominios que podrian
constituir defectos en la membrana, actuando como poros selectivos al

tamano.

Se requieren movientos de flip-flop del trealosalipido para la adecuada
insercion del biotensioactivo en la bicapa antes de la formacién de los poros de
permeabilizacion.

La composicion lipidica de la membrana modula el efecto del trealosalipido, el
cual actia como una molécula con forma molecular de cono invertido. Asi, el
colesterol inhibe fuertemente la salida de contenidos vesiculares inducida por
trealosalipido, lo que puede tener una gran relevancia dado las grandes
diferencias en los contenidos de colesterol entre membranas bacterianas y de
mamiferos.

El succinil trealosalipido biotensioactivo producido por Rhodococcus sp. causa
la hemdlisis de eritrocitos humanos a través de un mecanismo coloide-
osmoético. Este comportamiento tipo poro se puede explicar por la formacién
de dominios de permeabilidad en la membrana eritrocitaria, como se ha
observado en membranas modelo.

Los cambios morfolégicos en las células sanguineas después de la incubacion
con trealosalipido incluyen esferocitosis y equinocitosis, y pueden ser
explicados por la hipoétesis del acoplamiento de bicapas.

Se puede derivar de nuestros resultados que la interacciéon de trealosalipido
con proteinas ricas en a-hélice (como BSA) protege frente a la
desnaturalizaciéon térmica, mientras que la interaccién con proteinas con un
mayor contenido en hojas-f (como Cit-c) facilita la desnaturalizacion térmica.
El hecho de que el trealosalipido afecte mds fuertemente a proteinas
desnaturalizadas que a las nativas puede sugerir que existe una interaccién
preferente con dominios hidrofébicos, los cuales se encuentran enterrados en

la estructura nativa y se exponen tras la desnaturalizacion.
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7)

8)

Se han demostrado dos modelos de inhibicién de la actividad enzimaética de la
sPLA> pancreatica por el trealosalipido de Rhodococcus erythropolis: i) una
interacciéon directa del trealosalipido con la enzima la cual induce cambios
conformacionales en la misma que conducen a la inhibicién de la actividad
enzimatica, como se muestra por fluorescencia y FTIR; y ii) una inhibicién
competitiva por modificaciéon del sustrato.

La inhibicién de la actividad de la sPLA> por trealosalipido se produce por
debajo de la CMC del biotensioactivo indicando que es el monémero de

glicolipido el que interactta con la proteina.
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TablaIIL1. Constantes de fluorescencia dindmica (Ki, K2) y contribucién fraccional

de los correspondientes componentes (fi, f2) para la atenuacién de la
fluorescencia por acrilamida de BSA y Cyt-c bajo diferentes

condiciones.

190

191

12

16

21

26

32

44

76

159

166
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CAPITULO V.

Tabla V.1.  Estructura secundaria de la sPLA2 nativa y despues de su
preincubacién con trealosalipido 200 pM a diferentes tiempos
determinada por FTIR. 188



