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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte a escala mundial y su
incidencia aumentara de forma importante en los proximos afios. La quimioterapia, uno
de los tratamientos mas importantes contra el cancer, utiliza compuestos quimicos para
reducir o destruir las células cancerosas, pero desafortunadamente también afecta a los

tejidos normales causando efectos secundarios nocivos.

Los antitumorales tienen que atravesar las membranas celulares para producir
sus efectos. Las interacciones de los antitumorales con la membrana pueden afectar a
su composicién y funcién, por lo que la comprension del mecanismo de estas
interacciones representa un ambito de investigacion de interés bésico. Existen
evidencias de la participacion de los lipidos en la regulacién de la actividad de las
proteinas de membrana y del funcionamiento de la célula y se han propuesto terapias
basadas en la regulacién de la estructura de los lipidos de la membrana para controlar
los eventos moleculares que se producen durante el proceso canceroso. Desde esta
perspectiva, la interaccion de los antitumorales con la membrana adquiere una

importancia fundamental.

Docetaxel (DTX) es un taxano antitumoral que se utiliza en el tratamiento de un
amplio espectro de tipos de cancer y que origina graves efectos secundarios. Las
catequinas del t¢é han mostrado diversos efectos beneficiosos sobre el cancer en
humanos. Trimetoxibenzoato de catequina (TMBC) es un analogo semisintético que
presenta una alta actividad antiproliferativa frente a células de melanoma y de cancer

de mama.
Objetivos y metodologia

En esta tesis doctoral se estudia la interaccion a escala molecular de los
antitumorales DTX y TMBC con bicapas lipidicas formadas por importantes fosfolipidos
de membrana (fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol y fosfatidiletanolamina).
El objetivo general es determinar la alteracion que estos antitumorales producen en las
propiedades estructurales de la membrana, para intentar comprender la relacion entre

estas interacciones y sus mecanismos de accion.

Se utilizaron membranas biomiméticas y se emplearon técnicas biofisicas de
calorimetria diferencial de barrido, difraccion de rayos X, espectroscopia de infrarrojo y

polarizacién de fluorescencia, junto con simulaciones de dindmica molecular.
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Resultados y conclusiones

La miscibilidad de DTX es muy baja en membranas de fosfatidilcolina, este
antitumoral aumenta el grosor de la bicapa, deshidrata la interfase acuosa y se agrega

en la zona media de la empalizada lipidica acercandose a la zona interfacial.

La catequina TMBC se incorpora facilmente en membranas de fosfatidilserina,
de fosfatidilglicerol y de fosfatidiletanolamina, ocasionando una disminucion del grosor
de la bicapa y un aumento de los enlaces de hidrégeno en la interfase acuosa. La
catequina induce interdigitacion en membranas de fosfatidilserina en fase gel,
localizdndose mayoritariamente en la empalizada fosfolipidica como monémeros. En
membranas de fosfatidilglicerol, la catequina presenta inmiscibilidad tanto en fase gel
como en fase fluida y se organiza preferentemente en agregados. En membranas de
fosfatidiletanolamina, TMBC impulsa la estabilizacion de la fase liquido cristalina
bloqueando la formacién de estructuras no lamelares y se localiza en la parte superior
de la empalizada lipidica formando pequefias agrupaciones que afectan al perfil de
presion lateral de la membrana de fosfatidiletanolamina.

Los dos antitumorales perturban las propiedades fisicas de la membrana
originando perturbaciones importantes que podrian alterar su funcion. Estos resultados
apoyan la hipotesis de que los antitumorales, ademas de tener efectos concretos sobre
dianas celulares especificas, pueden tener también efectos inespecificos causados por
su interaccién con la membrana, cuyas consecuencias dependeran de la composicién y
organizacion de los lipidos y de las proteinas presentes en la membrana de las células
particulares. Estos resultados ayudan a comprender la relacién entre la interaccion de
los antitumorales con la membrana y sus acciones anticancerigenas y otras actividades

biolégicas tanto toxicas como beneficiosas.
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ABSTRACT

Cancer is one of the main causes of death worldwide, and the global number of
cancer patients will increase significantly in the coming years. Chemotherapy, one of the
most important cancer treatments, uses chemical compounds to decrease the number
of cancer cells or destroy them, but unfortunately it also affects normal tissues causing
harmful side effects.

Antitumor drugs, although they have different mechanisms of action, must cross cell
membranes to produce their effects. The interactions of antitumor drugs with the
membrane can affect its composition and function, hence understanding the mechanism
of these interactions represents a research field of basic interest as it is directly related
to pharmacological activity. There is evidence of the participation of lipids in the
regulation of the activity of membrane proteins and cell function, and therapies based on
the regulation of the structure of membrane lipids have been proposed in order to control
the molecular events that are produced during the cancerous process. From this
perspective, the interaction of antitumor agents with the membrane acquires

fundamental importance.

Docetaxel (DTX) is an anticarcinogenic taxane that is used in the treatment of a wide
spectrum of cancer types and causes serious side effects. Tea catechins have shown
various beneficial effects on cancer in humans. Trimethoxybenzoate of catechin (TMBC)
is a semisynthetic analog that has shown high antiproliferative activity against melanoma

and breast cancer cells.
Objectives and methodology

In this doctoral thesis, the interaction of the antitumor agents DTX and TMBC with
lipid bilayers formed by important membrane phospholipids (phosphatidylcholine,
phosphatidylserine, phosphatidylglycerol and phosphatidylethanolamine) is studied at
the molecular level. The general objective is to determine the alteration that these
antitumor agents produce in the structural properties of the membrane, in order to

understand the relationship between these interactions and their mechanisms of action.

Biomimetic membranes were used, and biophysical techniques like differential
scanning calorimetry, X-ray diffraction, infrared spectroscopy, and fluorescence

polarization were applied, along with molecular dynamics simulations.
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Results and conclusions

DTX is poorly miscible in phosphatidylcholine membranes, this antitumor agent
increases bilayer thickness, dehydrates the aqueous interface, and aggregates in the

middle of the lipid palisade approaching the interfacial zone.

TMBC readily incorporates into phosphatidylserine, phosphatidylglycerol, and
phosphatidylethanolamine membranes, it produces a decrease in bilayer thickness and
an increase in the number of hydrogen bonds at the aqueous interface. TMBC induces
interdigitation in gel-phase phosphatidylserine membranes and localizes mostly in the
phospholipid palisade as monomers. In phosphatidylglycerol membranes, TMBC is
immiscible both in the gel phase and in the fluid phase, and it is preferentially organized
in aggregates. In phosphatidylethanolamine membranes, TMBC promotes the formation
of gel phase immiscibility, and stabilizes the liquid crystalline phase by blocking the
formation of non-lamellar structures. TMBC localizes at the top of the lipid palisade
forming small clusters that affect the lateral pressure profile of the
phosphatidylethanolamine membrane.

The two antitumor agents perturb the physical properties of the membrane and
cause important disturbances that could alter its function. These results support the
hypothesis that antitumor drugs, in addition to having specific effects on specific cellular
targets, may also have nonspecific effects caused by their interaction with the
membrane, the consequences of which will depend on the composition and organization
of the lipids and the proteins present in the membrane of individual cells. These results
help to understand the interrelationship between the antitumor agents-membrane
interaction and their anticarcinogenic actions and other biological activities, both toxic

and beneficial.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad en la que una o mas células pierden el
control del crecimiento, provocando malignidades hematoldgicas o una masa sélida de
células conocida como tumor. En el caso de los tumores sélidos, la masa inicial,
denominada tumor primario, con frecuencia se vuelve mortal al afectar a los vasos u

organos y alterar su funcion.

Si se diagnostica lo suficientemente temprano, un tumor primario puede
eliminarse quirdrgicamente y/o utilizar otras alternativas terapéuticas, como
radioterapia, quimioterapia, terapia dirigida, o agentes basados en anticuerpos. En estos
casos, en ocasiones, un paciente puede curarse de manera eficaz. Sin embargo, la
mayoria de los tumores no se diagnostica lo suficientemente pronto y, en dltima
instancia, se produce la muerte mediante la diseminacién del tumor primario a una o
mas partes del organismo, proceso denominado metéastasis, que dificulta una posible

intervencion quirurgica.

Aunque la mayoria de las personas piensa en el cancer como una Unica
enfermedad, de hecho, existen mas de doscientos tipos de cancer principalmente
relacionados con los diferentes tejidos de los que derivan. Cada uno de ellos puede
tener diferentes causas, sintomas, tratamientos y respuesta a las terapias. Se conoce

que existen numerosos factores de riesgo y causas del cancer.

Entre los factores que aumentan el riesgo de desarrollar cancer, se encuentran
el envejecimiento, la exposicion a la luz solar, la radiacion ionizante, ciertos compuestos
guimicos, algunos virus y bacterias y ciertas hormonas. Se sabe también que puede ser
importante una historia familiar de cancer (predisposiciébn genética), junto a los
denominados factores de estilo de vida, tales como la dieta, el ejercicio fisico, el
sobrepeso o el consumo de alcohol. Se piensa que la exposicién a un nimero cada vez
mayor de compuestos quimicos (carcindgenos) en el medio ambiente y en la dieta

pueden ser factores contribuyentes significativos (Thurston et al., 2021).

1.1. PRESENTE Y ESTIMACION DE LA INCIDENCIA Y MORTALIDAD DEL
CANCER

Un conocimiento profundo y preciso de la epidemiologia del cancer aporta
informacion esencial sobre las posibles causas y las tendencias de poblacion de estas
afecciones, lo que permitira establecer intervenciones sanitarias oportunas y adecuadas
encaminadas a desarrollar politicas eficientes de prevencion, cribado y diagndstico
(Montagnan et al., 2017).
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El cAncer aparece, cada vez mas, como una de las principales causas de muerte
y un obstaculo importante para aumentar la esperanza de vida en todos los paises del
mundo. Segun las estimaciones mas recientes de datos de mortalidad mundial (2019),
mas de las tres cuartas partes de los 20,4 millones de muertes prematuras (que ocurren
a las edades de 30-70 afios) se deben a enfermedades no transmisibles (ENT). De cada
diez personas que mueren prematuramente de ENT, cuatro mueren de enfermedad

cardiovascular (ECV) y tres de cancer (World Health Organization, 2020).

"
°

Clasificacién de ECV/cancer segiin
principal causa de muerte prematura

ECV 1°, Cancer 2° (70)
Cancer 1°, ECV 2° (57)
ECV y Cancer en top 3 (50)

Otros (6)

[ Sin datos [ No se aplica

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data source: GHE 2020 y World Health
on the part of the World Health Organization concarning the legal status of any country, temitory, city or area or of its authorities, Map production: CSU el 2 Qrganizaii(m
or concaming the delimitation of its frontiers or boundanies. Dofted and dashed lines on maps rapresent approximate border lines World Health Organization = =

for which there may not yat be full agreement. © WHO 2020. All rights reserved

Figura 1. Mapa global de la clasificacion de la enfermedad cardiovascular (ECV) y el cAncer como causas
principales de muerte prematura (en edades entre 30-70 afios) en 183 paises, en 2019. Fuente: Adaptado
de IARC Biennial Report 2020-2021, Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO). Disponible en
https://publications.iarc.fr/607. Descargado el 16/07/2022.

La Figura 1 muestra un mapa global con las estimaciones mas recientes de los
datos de mortalidad global, recopilados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS,
World Health Organization, WHO). Se ilustra la importancia relativa de la ECV y el

cancer como principales causas actuales de las muertes prematuras a escala mundial.

Céancer y ECV son las causas principales de muerte en 127 paises, siendo la
ECV la principal en 70 paises (incluyendo Brasil e India) y el cancer la principal en 57
paises (incluyendo China). En otros 50 paises, incluyendo la mayoria de los paises del
Africa subsahariana, cancer y ECV se encuentran entre las 3 primeras causas. Solo hay
6 paises (El Salvador, Rep. de Africa Central, Rep. del Congo, Botsuana, Suazilandia y
Lesoto) donde tanto ECV y c&ncer se encuentran fuera de las tres primeras posiciones

en la causa de muerte prematura (International Agency for Research on Cancer, 2021).

Las observaciones anteriores pueden verse como parte de una fase tardia de

una transiciéon epidemiolégica, que tiene lugar entre la segunda mitad del siglo XX y la
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primera mitad del actual, en la que el predominio de las enfermedades infecciosas se
ve progresivamente reemplazada por las ENT. Existe una relacién clara entre la
importancia relativa de las enfermedades de transmision versus las principales ENT en
cada nacién y su correspondiente indice de Desarrollo Humano (Human Development
Index) (Bray et al., 2015).

El cancer ha sobrepasado a la ECV como principal causa de muerte en la
mayoria de los paises con indices de Desarrollo Humano muy altos, mientras que la
ECV permanece mas elevada en la mayoria de los paises con indices medios y altos.
Los paises con indices bajos, incluyendo a muchos del Africa subsahariana, se
enfrentan a la doble carga del aumento de las ENT y a una carga residual de las

enfermedades infecciosas.

Sobre la base de las tendencias recientes, el cancer puede superar a las ECV
como la principal causa de muerte prematura en la mayoria de los paises a lo largo de
este siglo. En los paises donde el cancer esta por encima de las enfermedades
cardiovasculares, la disminucién constante en la mortalidad por ambas enfermedades
es presumible que continle y es probable que las clasificaciones permanezcan
inalteradas; en paises donde la ECV se clasifica por encima del cancer, las mayores
disminuciones en ECV indican que la enfermedad caera por debajo del cancer como la
principal causa de muerte. Los paises con indice de Desarrollo Humano bajo, se
encuentran en una etapa temprana de esta transicion, con un aumento de las muertes

prematuras por ambas enfermedades (Bray et al., 2021).

En general, la carga de incidencia y mortalidad por cancer esta creciendo
rapidamente en todo el mundo; esto refleja tanto el envejecimiento y el crecimiento de
la poblacion como los cambios en la prevalencia y distribucion de los principales factores
de riesgo de céancer, varios de los cuales se asocian con el desarrollo socioeconémico
(Sung et al., 2021).

Las estimaciones mas recientes sobre la incidencia y mortalidad del cancer
todavia no reflejan el impacto del SARS-CoV-2, el virus responsable de la enfermedad
COVID-19, puesto que estan basadas en extrapolaciones de los datos de cancer
recopilados en afios anteriores a la pandemia. Aungue el alcance total del impacto de
la pandemia en diferentes regiones del mundo es actualmente desconocido, los retrasos
en el diagndstico y tratamiento asociados con las preocupaciones de las personas, los
cierres de los sistemas de salud, incluida la suspension de los programas de deteccion
y la reduccién de la disponibilidad y el acceso a la atencion, se espera que provoquen

una disminucién a corto plazo en la incidencia de cancer seguida de aumentos en
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diagnosticos en etapa avanzada y mortalidad por cancer en algunas circunstancias
(Kutikov et al., 2020; Sharpless, 2020).

Numero de nuevos casos estimados en 2020, en todo el mundo, ambos sexos, todas las edades
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Pulmon
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Colo-rectal
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Prostata 1.414.299 (7.3%)
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Cuello uterino Higado
604.127 (3.1%) 905.677 (4.7%)

Total : 19 292 789

Data source: GIOBICAN 2020
Graph production; Global Cancer
Observatary [nttp:igeo larc i}

Numero estimado de muertes en 2020, en todo el mundo, ambos sexos, todas las edades
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Figura 2. Principales tipos de cancer en estimacion de nuevos casos (arriba) y muertes (abajo) a escala
mundial para ambos sexos y todas las edades. Fuente: Adaptado de GLOBOCAN 2020. Disponible en
https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-pie. Descargado el 15/07/2022.

A escala global, las estimaciones de nuevos casos y numero de muertes, de los
tipos de cancer mas frecuentes, correspondientes al registro del afio 2020 del WHO
Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) se muestran en la Figura 2. En 2020 se han

diagnosticado 19,29 millones de casos nuevos de cancer y 10 millones de muertes por
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cancer en todo el mundo. El cancer de mama femenino es el cancer que se diagnostica
con mas frecuencia (2,26 millones de casos, 11,7%), seguido por el cancer de pulmén
(con traquea y bronquios, 2,21 millones de casos, 11,4%), el colo-rectal (1,9 millones de
casos, 10%), prostata (1,41 millones de casos, 7,3%) y el de estémago (1,1 millones de
casos, 5,65%). Los siete tipos de cancer principales contabilizan cerca del 55% de los
nuevos casos de cancer diagnosticados y mas del 60% de las muertes por cancer.

El cancer de pulmon es la causa principal de muerte por cancer (1,79 millones
de muertes, 18%), seguido del colo-rectal (0,93 millones, 9,4%), higado (0,83 millones,
8.3%), estomago (0,77 millones, 7,7%) y de mama femenino (0,68 millones, 6,9%). En
mujeres, el cancer de mama es el cancer mas diagnosticado y la principal causa de
muerte, seguido en incidencia del colo-rectal y de pulmén y a la inversa en mortalidad.
El cancer que con mas frecuencia se diagnostica en hombres y es la causa principal de
muerte, es el de pulmén, seguido en incidencia por el de prostata y el colo-rectal y en

mortalidad por el de higado y colo-rectal.

La Comisién Europea a través del Sistema Europeo de Informacion sobre el
Céancer (European Cancer Information System, ECIS), proporciona la informacion mas
reciente sobre los indicadores que cuantifican la carga de cancer dentro de Europa. Esta
informacién permite explorar los patrones geograficos y los datos de las tendencias
temporales sobre la incidencia, mortalidad y supervivencia en Europa para los

principales tipos de cancer (Bettio et al., 2019).

La estimacion de la carga de cancer en Europa para 2020 es de 4 millones de
casos nuevos de cancer (incluyendo todos los tipos de cancer y excluyendo el cancer
de piel no melanoma) y de 1,9 millones de muertes por cancer (Figura 3). El riesgo
acumulativo correspondiente (por debajo de 75 afios) de recibir un diagndstico de cancer
es del 31% para hombres (1 de cada tres hombres) y del 24% para mujeres (una de
cada cuatro mujeres), mientras que el riesgo correspondiente de muerte debido al
cancer es del 15% en hombres (1 de cada 7 hombres) y del 9% en mujeres (1 de cada
11 mujeres). De forma general, el cancer afecta ligeramente mas a los hombres que a
las mujeres, presentando los hombres un 53% (2,1 millones) de casos nuevos y un 55%

(1,1 millones) de muertes por cancer (Dyba et al., 2021).

Hay cuatro tipos de cancer que son los responsables de aproximadamente el
50% de los casos diagnosticados en Europa. El cancer de mama es el diagnosticado
con mayor frecuencia, significando el 13,2% del total (531.100 casos, s6lo mujeres),
seguido del colo-rectal (519.800, 12,9%), pulmén (477.500, 11,8%) y prostata (473.300,

s6lo hombres,11,7%). Si se comparan los datos de Europa (Figura 3) con los datos
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globales (Figura 2) se observa que estos cuatro tipos principales de cancer suponen

una mayor incidencia en Europa (50%) que a escala global (40%).

Incidencia estimada por cancer
Europa, Ambos sexos, Todas las edades, 2020
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Mortalidad estimada por cancer
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Figura 3. Numero total y distribucion porcentual de casos nuevos y muertes estimadas por los tipos de
cancer mas importantes en Europa, para ambos sexos, todas las edades, para 2020. Fuente: Adaptado de
ECIS- European Cancer Information System. Disponible en https://ecis.jrc.ec.europa.eu/. Descargado el
15/07/2022.

Si consideramos la mortalidad en Europa, las causas mas comunes de muerte
por cancer se deben al cdncer de pulmén (384.200, 19,8%), el colo-rectal (244.800,
12,6%), el de mama (141.800, 7,3%), el de pancreas (132.100, 6,8%) y el de prostata
(108.100, 5,6%). En conjunto, estos cinco tipos de cancer contribuyen casi al 52% de la
mortalidad de todos los tipos de cancer. La comparacion con los datos a escala global,
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nos indica que dentro de los cinco tipos principales de cancer responsables del 50% de
las muertes, aungue los dos primeros puestos son igualmente los de pulmén y colo-
rectal, aparece el cancer de higado y el de estbmago, por lo que el cAncer de mama 'y
de prostata se desplazan a posiciones inferiores. En el caso de los hombres, el cancer
mas comun es el de préstata (22,2%), seguido del de pulmén (14,8%) y el colo-rectal
(13,2%), En el caso de las mujeres, el cancer de mama es el mas frecuente (27,8%),

seguido por el colo-rectal (12,4%) y el de pulmon (8,5%).

Incidencia estimada por cancer
Espana, Ambos sexos, Todas las edades, 2022
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Muertes por cancer
Espana, Ambos sexos, Todas las edades, 2020
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Figura 4. Numero total y distribucién porcentual de casos nuevos estimados para 2022 y muertes causadas
en 2020 por los tipos de cancer mas importantes en Espafia, para ambos sexos y todas las edades. Fuente:

Elaboracién propia a partir de datos obtenidos de SEOM y REDECAN.
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La Sociedad Espafola de Oncolog2a M®dica (S

Cifras del C&8ncer en Espafa 20220, bas&§ndose en

de Cancer (REDECAN) informa que los principales tipos de cancer con mayor incidencia
en 2022 seran los de colon y recto (43.370 nuevos casos), mama (34.750), pulmén
(30.948), prostata (30.884) y vejiga urinaria (22.295). A mucha distancia, los siguientes
tipos de cancer mas frecuentes seran los linfomas no hodgkinianos (9.514), el cancer
de pancreas (9.252), el de rifién (8.078) y los canceres de cavidad oral y faringe (7.779),
estdbmago (6.913), cuerpo uterino (6.773) e higado (6.604) (Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica, 2022), estos datos se presentan en forma de gréfica circular en la

parte superior de la Figura 4.

En Espafia el cAncer méas detectado es el colo-rectal, a diferencia de Europay a
escala global que es el de mama. En 2022, el tipo de cancer mas frecuente en hombres
sera el de préstata (19.3%), seguido por el de colon y recto (16,7%) y el de pulmén
(14%). Y en el caso de las mujeres el mas frecuente sera el de mama (29%), seguido
por el de colon y recto (13,8%) y por el de pulmon (7,2%).

En la parte inferior de la Figura 4 se presentan en forma de grafica circular, los
datos de la mortalidad por cancer en Espafa para el afio 2020 que presenta la SEOM
en su informe, a partir de los datos publicados por Instituto Nacional de Estadistica. Se
observa cémo entre los fallecimientos por cancer, las causas mas frecuentes en Espafa
en 2020, fueron los canceres de pulmén (21.918), colo-rectal (11.131), pancreas (7.427),
mama (6.651) y préstata (5.992) (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, 2022). Las
dos primeras causas de muerte (pulmén y colo-rectal) coinciden con las mas frecuentes

tanto en Europa como a escala global.

El Servicio de Epidemiologia de la Consejeria de Salud de la Regi6n de Murcia,
en su informe #Alncidencia de C20tbo ¢ea
2021, presenta los ultimos datos sobre la incidencia de cancer en la Region de Murcia
en el periodo 2011-2015 (Sanchez-Gil et al., 2021). Los datos sobre la distribucion de
casos diagnosticados por tipo de cancer durante este periodo, se ilustran en la Figura
5. En el caso de las mujeres, el cancer mas frecuente fue el de mama (29%), seguido

del colo-rectal (9%) y del de cuerpo uterino (6%).

Los dos tipos de cancer mas frecuentes (mama y colo-rectal) en la Region de
Murcia son también los mas frecuentes en Espafia, en Europa y a escala global, sin
embargo, en la Regién de Murcia, el tercer puesto lo ocupa el cancer de cuerpo de utero,
a diferencia del resto que viene ocupado por el cancer de pulmén. En el caso de los

hombres, el cancer mas frecuente fue el de prostata (21%), seguido del de pulmén

may ked e
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(15%) y el de vejiga (13%). El cancer de préstata y el de pulmén aparecen también entre

los dos primeros puestos tanto en Espafia, como en Europa y a escala global, sin

embargo, el tercer puesto que en esas estadisticas aparece el cancer colo-rectal, en la

Region de Murcia lo ocupa el cancer de vejiga.
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Figura 5. Distribucién de casos por tipos de cancer en la Region de Murcia en el periodo 2011-2015.

Mujeres (parte superior), hombres (parte inferior). Fuente: Registro de Cancer de Murcia. Servicio de

Epidemiologia. D.G. Salud Publica y Adicciones.
https://sms.carm.es/ricsmur/handle/123456789/7862. Descargado el 16/07/2022.
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El ndmero global de pacientes con cancer se espera que aumente en los
préximos 50 afios debido a la fuerte influencia de los cambios demograficos, como el
envejecimiento y el crecimiento de la poblacion, en las tendencias diferentes en la
incidencia del cancer en diferentes regiones. Los mayores aumentos relativos en la
carga futura de cancer se estiman para paises de ingresos bajos a medianos, con bajos
indices de Desarrollo Humano, que atraviesan importantes transiciones econémicas y
demogréficas (Bray et al., 2012). Suponiendo que las dltimas tendencias de incidencia
contintan para los principales tipos de cancer, se ha predicho una duplicaciéon de la

incidencia de todos los canceres combinados para 2070 en relaciéon con 2018.
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Figura 6. Estimacion de la evolucion global de la incidencia de los seis principales tipos de cancer, entre
2018y 2070. Adaptado de Figure 3 (Soerjomataram & Bray, 2021).

En la Figura 6 se muestra como el mayor aumento se predice para el cancer
colo-rectal y de mama (de 1,8 y 2,1 millones respectivamente en 2018, a 4,7 y 4,4
millones anuales para 2070). Les siguen de cerca el cancer de pulmén y de préstata,
con 1,7 millones y 1,6 millones adicionales (3,8 millones y 2,9 millones de casos nuevos
para 2070, respectivamente). Sin embargo, se estima un descenso en la tendencia de
incidencia para el cancer de cuello de Utero y de estémago, que podria significar una

estabilizacion de su incidencia para 2070 (Soerjomataram et al., 2021).

El Centro Comun de Investigacion (Joint Research Centre, JRC) de la Comision
Europea ha analizado las estimaciones mas recientes del Sistema Europeo de
Informacion sobre el cancer y ha propuesto cinco perspectivas sobre el estado actual
del cancer en Europa y como podria desarrollarse en el futuro. Estas ideas se resumen

a continuacion (Cancer in Europe: 5 things the data tells us, 2022):
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- Los europeos se ven particularmente afectados por el cancer. Segun las
estimaciones, hubo alrededor de cuatro millones de nuevos casos de cancer en
Europa en 2020. Lamentablemente, se estima que alrededor de 1,9 millones de
personas murieron de cancer en Europa ese afio. Los nimeros estimados para
2018 fueron similares. En el contexto mundial, los europeos se ven afectados de
manera desproporcionada por el cdncer. Mientras que los europeos representan
solo una décima parte de la poblacion mundial, alrededor del 25% de todos los
casos anuales de cancer ocurren en Europa.

- El cancer también esta teniendo un gran impacto en los nifios. Se estima que
casi 16.000 nifios han sido diagnosticados con cancer en Europa en 2020. Es
probable que uno de cada 300 nifios nacidos ese afio desarrolle cancer a la edad
de 19 afios. A pesar de estos numeros, los canceres infantiles ain son raros y
la colaboracion es crucial para analizarlos y tratarlos adecuadamente.

- Algunas partes de Europa se ven mas afectadas que otras. Las estadisticas del
Sistema Europeo de Informacién del Cancer (ECID) muestran una gran variacion
en el niumero estimado de personas diagnosticadas con diferentes tipos de
cancer y en el rango de tasas de mortalidad en los paises y regiones de Europa.

- El nmero de pacientes con cancer parece que aumentara en el futuro. Como
se comentard a continuacion, se conoce que el cancer afecta de manera
desproporcionada a las personas mayores. Se estima que, a medida que la
poblacion europea envejece, el nimero de personas a las que se les diagnostica
cancer podria aumentar hasta un 18 % en 2040.

- Los estilos de vida mas saludables pueden tener un gran impacto. Se estima que
casi el 40% de los canceres se pueden prevenir, lo que significa que estan
fuertemente relacionados con el estilo de vida y no solo con los genes

heredados.
1.2. CANCER EN LA TERCERA EDAD

De acuerdo con los datos y estimaciones de las Naciones Unidas, se espera que
el nimero de personas de 65 afios 0 mas se duplique en 2050 en todo el mundo, de
771 millones en 2022, a 994 millones en 2030 y a 1600 millones en 2050, un aumento
impulsado en gran medida por el envejecimiento y el crecimiento de la poblacion.
Mientras que en algunos paises el rapido crecimiento de la poblacion de mayor edad se
debe principalmente a los altos niveles sostenidos de fecundidad en el pasado, la
continua reduccion de la mortalidad prematura de generaciones sucesivas es el principal
impulsor en otros paises (United Nations Department of Economic and Social Affairs

Population Division, 2022).
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Numero estimado de casos nuevos desde 2020 a 2040. Ambos sexos, edad [65-85+]
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Figura 7. Numero estimado de casos nuevos para todos los tipos de cancer en personas mayores de 65
afios, en funcion de continente. Fuente: Adaptado de GLOBOCAN 2020. Disponible en

https://gco.iarc.fr/tomorrow/en/dataviz/bubbles?sexes=0&mode=population&age start=13&

populations=903 904805 908 909 93Pescargado el 18/07/2022).

En 2020, se estima que se produjeron casi 10 millones de nuevos casos de
cancer en adultos de 65 afios 0 mas en todo el mundo, lo que representa el casi el 52
% de todos los casos nuevos de cancer en el mundo diagnosticados en ese afio. La
estimacién para el afio 2040 es que estos sean mas de 17,5 millones y representen el

61% del total. Aproximadamente el 25% del total en Europa.

Como se aprecia en la Figura 7, el aumento del nimero de nuevos casos
diagnosticados varia significativamente dependiendo de las regiones. Asi, se muestra
como el mayor aumento se produce en Asia, América Latina, Caribe y Africa y el menor
aumento en Europa, América del Norte y Oceania. La importancia cuantitativa de la
incidencia del cancer en la poblaciéon de personas mayores se hace patente si tenemos
en cuenta, por ejemplo, que en el afio 2022, el 52% de todos los tipos de cancer se
diagnosticaron en este grupo de edad y, sin embargo, en este afio 2022, los mayores
de 65 afios de edad solo alcanzaban el 10% de la poblacion mundial (United Nations

Department of Economic and Social Affairs Population Division, 2022).

El manejo del cancer en personas mayores puede ser complejo; la comorbilidad,
la polifarmacia y los cambios fisiolégicos relacionados con la edad pueden afectar a
como y cuando se diagnostica el cancer, a las alternativas de tratamiento y a la
tolerancia individual a la terapia contra el cancer (Sarfati et al., 2016). Ademas, las

personas mayores a menudo son excluidas de ensayos controlados aleatorios y, por
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tanto, los ensayos relacionados con la eficacia del tratamiento del cancer en este grupo

de poblacién con frecuencia 0 no se realizan o son incompletos (Sedrak et al., 2021).

La brecha de supervivencia entre pacientes con cancer mas jovenes y mayores
se estd ampliando con el tiempo. Ademas, es probable que la creciente carga de cancer
a edades més avanzadas de lugar a desafios econdmicos importantes en relacion con
la prestacién de servicios clinicos y sanitarios que satisfagan adecuadamente estas
necesidades en las proximas décadas (Pilleron et al., 2019).

Durante los proximos afios, aumentara el nimero de pacientes de mayor edad
con cancer. Para hacer frente a esta complicada demanda hay que asumir esta tarea
en su abrumadora complejidad y construir las colaboraciones necesarias para llevarla a
cabo. El tratamiento de los pacientes de mayor edad con cancer de acuerdo con su
salud fisica y a sus preferencias, deberia comenzar con una evaluacion y una
intervencion geriatrica si es necesaria y después planificar de forma individualizada la
terapia mas adecuada, teniendo en cuenta los datos provenientes de los escasos
estudios de tratamiento del cancer que hayan producido evidencias para este grupo de

edad poblacional (Marosi et al., 2016).
1.3. LAS SENAS DE IDENTIDAD DEL CANCER

Existen numerosas lineas de evidencia que indican que el cancer en humanos
es un proceso multietapa y que esas etapas reflejan alteraciones genéticas que
conducen a la transformacion progresiva de las células humanas normales en derivados
altamente malignos. Las observaciones del cancer en humanos y animales sostienen,
en conjunto, que el desarrollo del tumor transcurre por medio de un proceso formalmente
analogo a la evolucién darwiniana, en la que una sucesion de cambios genéticos, cada
uno confiriendo un tipo u otro de ventaja de crecimiento, da lugar a la conversion

progresiva de las células normales en cancerosas (Hanahan et al., 2000).

En un intento de proporcionar un armazon conceptual que permita racionalizar
los complejos fenotipos de diversos tipos y variantes de tumores humanos en términos
de un conjunto comun de parametros celulares subyacentes, se ha sugerido que el
amplio catalogo de genotipos de células cancerosas es una manifestacion de una serie
de alteraciones esenciales en la fisiologia celular que de forma colectiva imponen el

crecimiento maligno.

Cada uno de los cambios fisiolégicos que se producen y las nuevas capacidades
que se adquieren durante el desarrollo del tumor, representan la violacion exitosa del

mecanismo de defensa contra el cancer que se encuentra programado en las células y
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los tejidos. Estas capacidades constituyen las sefias de identidad del cancer y se ha
propuesto que éstas son comunes a la mayoria o incluso a todos los tipos de cancer

humano.

En este analisis se encuentra implicita la nocion de que las células evolucionan
progresivamente hacia el estado neoplasico, que adquieren una serie de estas sefias
de identidad caracteristicas y que el proceso multietapa de la patogénesis del tumor
humano se podria racionalizar por la necesidad de las células cancerosas incipientes
para adquirir esos rasgos que le permitan convertirse en tumorigénicas y finalmente en

malignhas (Hanahan et al., 2011).

El objetivo de estas sefias de identidad es proporcionar un marco organizativo
de las propiedades celulares que aparecen durante la transformacion de las células
fenotipicamente normales, ya sea que esa transformacion se detenga en un estado de
crecimiento benigno o continue en la direccion de una malignidad mas avanzada y
amenazante. Esta es, por tanto, una perspectiva evolutiva de la teoria de la mutacion
en la que la carcinogénesis se considera un proceso dindmico que podria iniciarse (y
terminarse) dentro de la duracion de la vida de las células, con la manifestacion de
signos distintivos del cancer que emergen a lo largo de dicho trayecto.

De acuerdo con las ideas anteriores, se ha propuesto una definicién de estas
sefias de identidad del cancer como aquellas caracteristicas evolutivas ventajosas
adquiridas, que promueven la transformacion de las células normales en malignas y
favorecen la progresién de las células malignas mientras se sacrifica o explota el tejido
huésped (Fouad et al., 2017).

Alteraciones genéticas y epigenéticas
Aberraciones cromosomicas EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEESEEEEEES
Errores de "

! o Interacciones heterotipicas alteradas
replicacion "y,
-, @ Evolucién y seleccién clonal
. y Rasgos adquiridos . b
(caracteristicas) b

NORMAL CANCEROSA

Oncovirus

Figura 8. El proceso de transformacion. Adaptado de Figure 1 (Fouad & Aanei, 2017).

En la Figura 8 se muestra el proceso de transformacion, donde diferentes
agresiones actlan continuamente sobre las células, lo que conduce a alteraciones
transformadoras genéticas y epigenéticas, alteraciones del nimero y la organizacion de
los cromosomas e interacciones heterotipicas que, a lo largo del trayecto hacia la

malignidad, pasan por ciclos de seleccién clonal evolutiva y conducen a la adquisicién
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de los rasgos de las células cancerigenas competentes, es decir, las sefias de identidad

del cancer.

Se ha propuesto la participacion complementaria de ocho sefias de identidad

basicas (Figura 9) (Hanahan et al., 2000, 2011):

1)

2)

3)

4)

Sostenimiento de la sefializacion proliferativa. Este es seguramente el rasgo
fundamental de las células cancerosas ya que implica su capacidad de mantener
la proliferacion cronica. La produccion y liberacion de las sefiales promotoras del
crecimiento que ordenan el inicio y la progresion del ciclo del crecimiento y la
divisién celular se encuentra cuidadosamente controlada en los tejidos normales,
de esta forma se asegura la homeostasis del numero de células y el
mantenimiento de la arquitectura y la funcién normal del tejido.

Las células cancerosas, mediante la desregulaciéon de estas sefales, se

convierten en duefias de su propio destino. En su gran mayoria, estas sefiales
son transmitidas mediante factores de crecimiento que se unen a receptores,
gue normalmente contienen dominios intracelulares con actividad tirosina
guinasa (Lemmon et al., 2010).
Evasion de supresores del crecimiento. Las células cancerosas, ademas de
tener la capacidad distintiva de inducir y sostener de forma positiva la accién de
las sefales estimuladoras del crecimiento, tienen también que evitar los
programas que regulan de forma negativa la proliferacion celular; muchos de
esos programas dependen de la accidn de genes supresores de tumores.

Los dos supresores de tumores prototipicos codifican para las proteinas
RB (asociada a retinoblastoma) y p53; estas proteinas operan como nodos
centrales de control dentro de dos circuitos reguladores claves complementarios
gue controlan las decisiones de las células para proliferar o, de forma alternativa,
para activar los programas apoptéticos y de senescencia (Sherr et al., 2002).
Resistencia a la muerte celular. Una serie de estudios han establecido el
concepto de que la muerte celular programada por apoptosis sirve como una
barrera natural contra el desarrollo del cancer (Adams et al., 2007). Al mismo
tiempo existen otros estudios que han revelado como la apoptosis se encuentra
atenuada en aquellos tumores que han tenido éxito en progresar hacia estados
de alto grado de malignidad y resistencia a la terapia (Lowe et al., 2004).
Capacidad para la inmortalidad replicativa. Se acepta ampliamente que las
células cancerosas necesitan un potencial replicativo ilimitado para poder
generar tumores macroscopicos. Esta capacidad contrasta marcadamente con

el comportamiento de las células de la mayoria de las lineas celulares en el
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organismo, que solo son capaces de pasar a través de un namero limitado de
ciclos celulares sucesivos de crecimiento y division. Numerosas lineas de
investigacion indican que en esta capacidad de inmortalizacion juegan un papel
central los telémeros que protegen los extremos de los cromosomas (Blasco,
2005).

5) Induccion de la angiogénesis. Al igual que los tejidos normales, los tumores

necesitan manutencién en forma de nutrientes y oxigeno y también la capacidad
para eliminar los desechos del metabolismo y el diéxido de carbono. La
vasculatura nueva asociada con el tumor que se genera mediante el proceso de
angiogénesis hace frente a estas necesidades.

Durante la progresién del tumor, el interruptor angiogénico esta casi
siempre activado provocando que la vasculatura, que normalmente se
encontraria quiescente, esté continuamente formando nuevos vasos que ayuden
a sostener el crecimiento neoplasico en expansion. Uno de los inductores de la
angiogénesis mejor conocido es el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular-A
(VEGF-A), cuyo gen se sobreexpresa en respuesta a la sefializacion oncogénica
(Carmeliet, 2005).

6) Activacion de la invasion y metastasis. El proceso multietapa de la invasion y

metéastasis se ha esquematizado como una secuencia de pasos discretos, que
con frecuencia se denomina cascada de la invasidn-metéstasis. Esta
representacion postula una sucesion de cambios bioldgicos celulares que
comienzan con la invasién local, sigue con la extravasacion de las células
cancerosas hacia los vasos linfaticos y sanguineos cercanos y el transito de las
células cancerosas a través de los sistemas linfatico y hemat6geno. Este proceso
continta con la salida de las células cancerosas desde la luz de esos vasos hacia
el parénquima de tejidos distantes (extravasacion), la formacién de nédulos
pequefios de células cancerosas (micrometastasis) y finalmente el crecimiento
de las lesiones micromestastdsicas hasta tumores macroscopicos

(colonizacion).

Se ha postulado que el programa regulador del desarrollo denominado
Atransi ci-mers eempg wiemalad est 8§ i mplicado
medio por el que las células epiteliales adquieren capacidades para invadir,
resistir a la apoptosis y diseminarse (Klymkowsky et al., 2009). También es cada
vez mas evidente que el solapamiento entre las células cancerosas y las células

del estroma neoplasico esté implicado en la adquisicion de esta capacidad para

de

for
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el crecimiento invasivo y metastasis (contribucién heterotipica) (Egeblad et al.,
2010).

Células
Desbloqueo de senescentes

Inestabilidad la plasticidad Sostenimiento de
3?23{';53” genotipica la sefializacion Inflamacion
proliferativa promotora
1 de tumores
Evasion de la Evasién de
destruccion 2 supresores
inmunitaria 8 del crecimiento
.. 7 3 Resistenciaa la
Reprogramacion apoptosis
del metabolismo
celular
Microbiomas Activacion de 5 ﬁ?ﬁ:ﬁ;‘:ﬁ;ﬁe Reprogramacién
polimérficos la invasion y replicaliv epigenatica no
metastasis eplicativa mutacional

Induccion de la
angiogeénesis

Figura 9. Sefias de identidad béasicas (1-8) y potenciales (9-10) y caracteristicas habilitantes (a-d) del

cancer. Fuente: Elaboracion propia.

7) Reprogramacion del metabolismo celular. La proliferacién celular crénica y
descontrolada que representa la esencia de las neoplasias implica no solo la
desregulacion del control de la proliferacién celular, sino también los ajustes
correspondientes del metabolismo energético para poder proporcionar
combustibles para el crecimiento y divisién celular. Las células cancerosas,
incluso en presencia de oxigeno, reprograman su metabolismo de la glucosa y
por tanto su produccion de energia, limitando su metabolismo energético en gran

medida a la glicolisis.

Esta reprogramacién puede parecer contradictoria, puesto que las células
cancerosas tienen que compensar la eficacia casi dieciocho veces menor en la
produccion de ATP de la glicolisis comparada con la fosforilacion oxidativa en la
mitocondria. En parte, las células cancerosas hacen esta reprogramacion
mediante la sobreexpresion de los transportadores de glucosa, principalmente
GLUT1, que aumentan de forma sustancial la entrada de glucosa al citoplasma
(R. G. Jones et al., 2009).
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Evasion de la destruccion por el sistema inmune. La teoria tradicional de la
vigilancia inmunol6gica propone que las células y los tejidos estan
constantemente monitorizados por un sistema inmunitario siempre en estado de
alerta y que esa vigilancia inmunitaria es responsable de reconocer y eliminar a
gran mayoria de las incipientes células cancerosas y, por tanto, al tumor
naciente.

Las células cancerosas, que son altamente inmunogénicas, pueden
evadir la destruccion por el sistema inmune deshabilitando aquellos
componentes del mismo que se habian creado para eliminarlas (Yang et al.,
2010).

Se ha propuesto que la adquisicion de las anteriores sefias de identidad del

cancer, que se alcanza en los diferentes tipos de tumores por medio de mecanismos

diversos y a tiempos distintos durante el transcurso de la carcinogénesis multietapa, es

posible gracias a estas dos caracteristicas habilitantes que lo permiten (Hanahan et al.,

2011):

a)

b)

Inestabilidad gendémica. Esta es la caracteristica habilitante mas prominente en
las células cancerosas ya que genera mutaciones al azar e incluye
reorganizaciones cromosomicas. Ciertos genotipos mutantes confieren ventajas
selectivas a subclones de células, permitiendo su crecimiento y su consecuente
dominancia en el ambiente del tejido local. De esta manera, la progresion
multietapa del tumor se puede describir como una sucesién de expansion clonal,
cada una de las cuales se desencadena por la adquisicién casual de un genotipo
mutante habilitante (Negrini et al., 2010).

Inflamacion promotora de tumores. Esta segunda caracteristica habilitante
involucra al estado inflamatorio de las lesiones premalignas y francamente
malignas y se impulsan por células del sistema inmunitario, algunas de las cuales
promueven la progresion del tumor por medio de diferentes mecanismos
(DeNardo et al., 2010).

Recientemente, se ha propuesto la existencia de nuevas sefias de identidad y de

nuevas caracteristicas habilitantes, que a su debido tiempo podrian incorporarse como

componentes centrales de las sefias de identidad de la conceptualizacion del cancer

(Hanahan, 2022). Estas posibles nuevas sefias de identidad son:

9)

Desbloqueo de la plasticidad fenotipica. El desarrollo, la determinacién y la
organizacién de las células en tejidos para poder asumir las funciones

homeostaticas, que se produce durante la organogénesis, viene acompafiado
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por una diferenciacion terminal, mediante la cual las células progenitoras paran,
muchas veces de forma permanente, de crecer después de la culminacién de
estos procesos.

En consecuencia, el resultado final de la diferenciacién celular es, en la
mayoria de los casos, antiproliferativo y constituye una barrera evidente para la
proliferacion constante que se necesita para la neoplasia. Existe cada vez mas
evidencia de que el desbloqueo de la capacidad de plasticidad fenotipica, que
se encuentra normalmente restringida, para escapar del estado de diferenciacion
terminal, es una etapa critica componente de la patogénesis del cancer (Yuan et
al., 2019).

10) Células senescentes. La senescencia celular es una forma normalmente
irreversible de detener la proliferacién que presumiblemente evolucion6 como un
mecanismo protector para mantener la homeostasis tisular. Funciona como un
mecanismo complementario de la muerte celular programada que sirve para
inactivar y en su caso eliminar las células disfuncionales o alteradas de alguna
forma.

El programa de senescencia, ademas de suprimir el ciclo de division
celular, provoca cambios en la morfologia y el metabolismo celular y, mas
exhaustivamente, la activacion de un fenotipo secretor asociado a la
senescencia que implica la liberacion de una gran variedad de proteinas
bioactivas, incluyendo quimioquinas, citoquinas y proteasas cuya identidad
depende del tipo de célula y tejido del que procede la célula senescente (Birch
et al., 2020). Existen evidencias que implican cada vez mas a estos derivados
de las células senescentes, que proceden de los constituyentes celulares del
microambiente del tumor, en la modulacién de las sefias de identidad y de los

fenotipos de los tumores (Faget et al., 2019).
Y las nuevas caracteristicas habilitantes potenciales son:

c) Reprogramacion epigenética no mutacional. Al igual que ocurre durante la
embriogénesis, la diferenciacion tisular y la homeostasis, cada vez existe mas
evidencia de que los circuitos y redes de regulacion génica pueden controlarse
por una variedad de mecanismos alterados que son independientes de la
inestabilidad y la mutacién genomica. Estas alteraciones epigenéticas pueden
contribuir a la adquisicion de las sefias de identidad durante el desarrollo y la
progresion maligna (Baylin et al., 2016).

d) Microbiomas polimérficos. Esta aumentando el conocimiento de la diversidad y

variabilidad de la multitud de microrganismos, denominados colectivamente
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microbiota, que se asocian simbiéticamente con los tejidos de barrera del
organismo expuestos al ambiente externo, como la epidermis y las mucosas
internas (tracto gastrointestinal, pulmén, mama y sistema urogenital).

Cada vez se aprecia mas que los sistemas que crean las bacterias y
hongos residentes, los microbiomas, tienen un impacto profundo sobre la salud
y la enfermedad (Thomas et al., 2017). En el caso del cancer, la evidencia es
cada vez mas convincente de que la variabilidad polimérfica de los microbiomas
entre los individuos dentro de una poblacién puede tener un impacto profundo

sobre los fenotipos del cancer (Helmink et al., 2019).

El cancer es abrumador por la amplitud y el alcance de su diversidad, que abarca
la genética, la biologia celular y tisular, la patologia y la respuesta a la terapia. El
concepto integrador, plasmado en las sefias de identidad del cancer, estd ayudando a
sintetizar esta complejidad en una ciencia cada vez més légica. Las nuevas dimensiones
gue se presentan en esta perspectiva pueden ser valiosas para comprender con mayor
profundidad los mecanismos del desarrollo del cancer y la progresion maligna y aplicar
ese conocimiento a la medicina del cancer (Hanahan, 2022).

1.4. TRATAMIENTOS CONTRA EL CANCER

La nocién de que el cancer podria tratarse de manera (til con medicamentos es
relativamente nueva ya que, en general, la cirugia histéricamente fue el pilar de los
enfoques terapéuticos para el cancer e incluso cuando se encontré que la radiacion
causaba efectos beneficiosos en los tumores, su uso era como un tratamiento local
sustitutivo. Sin embargo, en el siglo XIX, el pat6logo aleman Paul Ehrlich, basandose en
su apreciaciéon de la capacidad diferencial de los tintes sintéticos para tefiir diferentes
organulos celulares o tipos de células, sugirié la posibilidad de la existenciade lasfi b a
m§ g i c(mawio bullets), es decir, compuestos que tendrian afinidad por las células

neoplasicas (y por organismos infecciosos).

Este planteamiento condujo al analisis de colecciones de productos quimicos y
después de extractos de fuentes bioldgicas (plantas, bacterias, organismos marinos,
etc.) para buscar compuestos con actividad citotdxica contra las células cancerosas y la
supervivencia del organismo huésped (generalmente animales con tumores) (Strebhardt
et al., 2008).

El reconocimiento de que la ablacién de ciertos 6rganos, por ejemplo, ovario o
testiculos, podria afectar favorablemente tumores como el de mama y el de prostata,
respectivamente, dio lugar a un enfoque diferente. Se sugirié que la comprensién de los

mecanismos biolégicos que impulsan el crecimiento de las células cancerosas podria
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conducir a tratamientos utiles, prototipo de lo que ahora se describe como tratamientos

"dirigidos" contra el cancer.

Histéricamente, el tratamiento del cancer ha estado estrechamente ligado a la
comprension de la farmacologia de los medicamentos pertinentes ya que en muchos
casos se utilizan en la dosis mas alta posible para lograr un efecto citotéxico o

comprometer seriamente a la diana del farmaco en la célula tumoral (Sausville, 2020).

El tratamiento del cancer generalmente abarca mas de un enfoque y la estrategia
adoptada depende en gran medida del tipo de cancer, de la presencia de algun
biomarcador y del estado de progresion del tumor. Los principales tratamientos son la
cirugia, la radioterapia, la quimioterapia, la terapia dirigida y la inmunoterapia (Figura
10). También existen otras estrategias, como la terapia fotodinAmica y los enfoques
basados en vacunas y células. Algunos pacientes con cancer solo requieren un tipo de
tratamiento, mientras que otros pueden necesitar mas de uno, proporcionados en una

variedad de tiempos y de combinaciones especificas (De, 2022).

Radioterapia Quimioterapia

Cirugia

Medicina
de precision

' = @® Inmunoterapia

Trasplante de ° d‘!
células madre Terapia hormonal

Figura 10. Esquema de los distintos tratamientos disponibles para la terapia contra el cancer. Fuente:
Elaboracion propia.

La cirugia del cancer ha tenido un éxito espectacular. La cirugia eficaz contra el
cancer comenzo a finales del siglo XIX al darse cuenta de que los tumores podian
extirparse junto con sus ganglios linfaticos regionales. Esto mejor6 las posibilidades de
curacion completa ya que tenia la mayor posibilidad de evitar la propagacion del cancer.
La cirugia sigue siendo la modalidad mas eficaz de tratamiento y se ha vuelto
progresivamente mucho mas conservadora, capaz de conservar 6rganos y estructuras

y, a su vez, mantener un buen funcionamiento en muchas partes del organismo.
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Las nuevas tecnologias permiten una cirugia minimamente invasiva para
muchos tipos de cancer. La ciencia de la robdtica permite enfoques quirdrgicos
completamente automatizados con efectos mejorados y dafios minimos a las
estructuras circundantes. El cirujano del futuro sera probablemente una combinacién de
un ingeniero robdtico con habilidades de tecnologia de la informacién bien

perfeccionadas y un radidlogo intervencionista (Sikora, 2021).

La radioterapia es otra modalidad de tratamiento del cAncer mediante la que se
administra radiacion de alta intensidad. Se usa para eliminar células cancerosas y
reducir tumores. Dependiendo de varios factores, como la ubicacién del cancer y la edad
y salud del paciente, la radiacién puede ser una terapia eficaz. A menudo se usa junto
con otros métodos de tratamiento, por ejemplo, para reducir el tamafio de un tumor antes

de la cirugia o para irradiar la médula 6sea enferma antes de un trasplante.

Los aceleradores lineales modernos permiten la administracion precisa de dosis
segun la forma del tumor. La terapia conformal en tres dimensiones tiene como objetivo
administrar una dosis alta solo al volumen del tumor, matando las células cancerosas y
evitando el tejido circundante normal sensible. Las nuevas técnicas de imagen con
ordenador han revolucionado la capacidad para comprender la anatomia precisa del
cancer en un paciente y, por lo tanto, para administrar una radioterapia mucho mas

efectiva.

Hay dos formas de administrar radiacion en la localizacién del cancer. Una forma
es la radiacion de haz externo que se administra desde el exterior del cuerpo apuntando
un haz de rayos de gran energia (fotones, protones o radiacion de particulas) a la
ubicacién del tumor. Este es el enfoque mas comun en el entorno clinico. La otra forma
de administracion es la radiacion interna o braquiterapia, que se administra desde el
interior del cuerpo mediante fuentes radiactivas, selladas en catéteres o semillas

directamente en el lugar del tumor (Baskar et al., 2012; Abshire et al., 2018).

Los efectos secundarios de la radioterapia se clasifican en aquellos que se
producen en un periodo de semanas o0 meses después del tratamiento y aquellos que
aparecen mas tarde, a menudo varios afios después del tratamiento eficaz. Los efectos
secundarios tardios son particularmente dificiles de gestionar y pueden dar lugar a una
reduccion considerable de la calidad de vida del paciente. La planificacién 6ptima de la
radioterapia consiste en un equilibrio entre garantizar una dosis adecuada sobre el tumor

y evitar la mayor cantidad posible sobre el tejido normal (De Ruysscher et al., 2019).

La quimioterapia utiliza farmacos para eliminar las células cancerosas. Implica la

utilizacion de compuestos quimicos para reducir o destruir selectivamente un tumor o al
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menos limitar su crecimiento. En comparacion con la cirugia y la radioterapia, la
quimioterapia tiene la ventaja de que después de la administracion oral o intravenosa
del farmaco, estos se distribuyen a través de la mayoria de los tejidos del organismo y
por tanto pueden destruir las células tumorales que estén en proceso de metastasis o

que se localicen en areas protegidas como el cerebro.

Los compuestos quimicos utilizados son citotoxicos, es decir, son capaces de
parar la replicacion o el crecimiento de las células cancerosas provocando su muerte.
Se utiliza un tipo especifico de farmaco y con un nimero de tratamientos y de duracion
diferentes dependiendo del tipo de cancer y de las circunstancias especiales de cada
paciente.

Los agentes quimioterapéuticos se disefian para eliminar las células cancerosas,
que tienen la caracteristica de reproducirse con mayor rapidez que las células normales,
sin embargo, desafortunadamente también afectan a los tejidos normales. Esto da lugar
a efectos secundarios desagradables, que varian con los diferentes pacientes, siendo
los mas comunes la supresion de la médula 6sea, pérdida del pelo, fatiga, nauseas y
vomitos. Estos efectos secundarios reflejan el hecho de que tanto las células de la
médula 6sea, las del tracto gastrointestinal y las de los foliculos pilosos se dividen a una

velocidad mayor que la mayoria de los tejidos normales (De, 2022).

La terapia dirigida se parece a la quimioterapia en que utiliza farmacos para
atacar y destruir las células cancerosas, sin embargo, la terapia dirigida se disefia para
funcionar especificamente sobre proteinas con mutaciones que se encuentran solo en
las células cancerosas y por tanto se reduce el dafio potencial sobre los tejidos
normales. La terapia dirigida se suele emplear en combinacién con otras modalidades
de tratamiento. Aunque, aparentemente es un método ideal para eliminar el cancer,
todavia requiere la exposicién a productos quimicos potentes que pueden producir
también efectos secundarios como problemas con el pelo y la piel o presion arterial
elevada (Lee et al., 2018).

La inmunoterapia, comparada con la cirugia, la radioterapia o la quimioterapia
convencional, es un tratamiento relativamente nuevo. En las Ultimas décadas se han
descubierto formas nuevas para estimular la respuesta contra el cancer del sistema
inmunitario del cuerpo humano. Actualmente, la inmunoterapia consiste bien en
estimular el sistema inmune para vencer de forma méas eficaz al cancer o bien
suplementar al sistema inmune con proteinas sintéticas especiales u otras herramientas

que contrarresten las células cancerosas (Zhang et al., 2020).
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Se conoce que algunos tipos de cancer, como el de mama o el de prostata, son
sensibles a ciertas hormonas. La terapia hormonal se basa en la disponibilidad de
ciertos fArmacos que son capaces de bloquear las sefiales hormales del organismo que
producen las hormonas, de esta forma van a impedir que estos tipos de cancer, que son
dependientes de hormonas, continien desarrolldndose. Aunque esto parece sencillo,
cualquier medicamento que cambie los procesos fisioldégicos naturales del organismo
supone el riesgo de efectos secundarios. La terapia hormonal se usa frecuentemente

con otros tratamientos (Burstein et al., 2019).

El trasplante de células madre es una metodologia que se utiliza para restaurar
la capacidad del organismo para producir células sanguineas en aquellos pacientes que
han sufrido otras formas de tratamientos agresivos contra el cancer. Para destruir las
células de ciertos tipos de cancer se requieren dosis muy elevadas de quimioterapia o
de radioterapia y en este proceso también se destruyen los progenitores de las células
sanguineas. En estos casos, se recogen células madre del paciente o de un donante
antes de administrar el tratamiento contra el cancer, y después del tratamiento se
administran con una trasfusion de sangre. Al igual que con otros tratamientos, también
existen riesgos, como la posibilidad de que las células madre no se establezcan en la
médula 6sea y no comiencen a producir células sanguineas como se pretendia. Cuando
€s0 ocurre, se considera que el tratamiento ha fallado y el proceso se puede repetir
(Khaddour et al., 2022).

En las Ultimas décadas, los descubrimientos sobre la biologia de las células
madre han proporcionado nuevos enfoques potenciales para curar los pacientes con
cancer. Las células madre poseen acciones biolégicas Unicas que incluyen la
autorrenovacion, la migracion direccional, la diferenciacion y efectos moduladores en
otras células, que pueden utilizarse como medicina regenerativa, portadores
terapéuticos, direccionamiento de farmacos y generacion de células inmunitarias, todo

lo cual ha ampliado su potencial en el tratamiento contra el cancer (Chu et al., 2020).

La medicina de precision se diferencia de los otros tipos de terapia del cancer en
gue ésta es un tratamiento personalizado, centrandose en los cambios genéticos que
son concretos y especificos para cada paciente. Aunque la medicina de precisién puede
implicar varias formas tradicionales de tratamiento del cancer, la particularidad es que
considera las caracteristicas genéticas de cada cancer individual para ofrecer un plan

de tratamiento especializado (Friedman et al., 2015).

Los farmacos contra el cancer que se utilizan en la actualidad, y también los que

se encuentran en fase de desarrollo, actian por medio de una variedad de mecanismos
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diferentes para poder interferir en una serie de procesos tales como el crecimiento de
las células del tumor, la motilidad, la supervivencia o la angiogénesis. Un resumen de

estos diferentes mecanismos de accion se esquematiza en la Figura 11.
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Figura 11. Esquema de los mecanismos generales de accion de los diferentes farmacos anticancerigenos.
Fuente: Adaptado de Figure 1.1 (Sausville, 2020).

Uno de los grupos de agentes mas amplio y diverso es el que incluye a aquellos
gue interfieren con la estructura y la funcién del ADN. La razén de que en la actualidad
los farmacos que interfieren con el ADN constituyan el grupo de agentes mas amplio en
uso clinico, se debe en parte a que las mostazas nitrogenadas fueron el primer tipo de
agentes quimioterapéuticos que se descubrieron. Desde los afios 40 del siglo pasado y
fruto de casi 80 afios de investigacion basada en este descubrimiento se han

desarrollado compuestos cada vez mas seguros y mas eficaces (Sausville, 2020).

Algunos agentes acttan bloqueando la sintesis de ADN (como 6-mecaptopurina)
(Elion, 1986; Tiphaine et al., 2016), mientras que otros se llegan a incorporar en el ADN
e interfieren con su funcién (como 6-tioguanina) (Pan et al., 1990; Munshi et al., 2014).
Sin embargo, otros interaccionan directamente con el ADN mediante mecanismos que
incluyen el entrecruzamiento intra hebra (como cisplatino) (Dasari et al.,, 2014;
Tchounwou et al., 2021) o inter hebras (como las mostazas nitrogenadas) (Highley et
al., 2022), la insercion entre los pares de bases (como mitoxantrona) (Evison et al.,
2016), la alquilacion del surco menor (como trabectedina) (Carter et al., 2007; Lorusso
et al., 2021) o la metilacion del surco mayor (como temozolomida) (Newlands et al.,

1997; Petrenko et al., 2022). Otros farmacos interaccionan con el ADN mediante alguno
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de los mecanismos anteriores y en su lugar de unién provocan la escision de las hebras
(como bleomicina) (Blum et al., 1973; Z. Yu et al., 2016).

Otras familias de agentes, como los inhibidores de la desacetilasa de histona
(como vorinostat) (Richon et al., 2009; Wawruszak et al., 2021) interfieren con proteinas

estructurales que son importantes para el procesamiento del ADN.

Las antimetabolitos funcionan interfiriendo con rutas biosintéticas clave (como
metotrexato) (Huennekens, 1994; Maksimovic et al., 2020), y los agentes antitubulina
(como vinblastina y taxanos) (Weaver, 2014; A. Kumar, 2016; Gallego-Jara et al., 2020;
Dhyani et al., 2022) interfieren con la division celular interactuando con los componentes

microtubulares del huso acromatico.

Un grupo de farmacos que esté creciendo rapidamente lo componen los agentes
dirigidos molecularmente, que funcionan bloqueando de forma selectiva las rutas
implicadas en la sefializacion celular (como imatinib) (Igbal et al., 2014; V. Kumar et al.,
2022).

Otra familia de farmacos anticancerigenos se clasifica como agentes endocrinos
u hormonales y los ejemplos de sus acciones incluyen el bloqueo del receptor del
estrégeno (como tamoxifeno) ( J or dan, 2003; Sddalabi®intesisdeal ., 202
esteroides mediante la inhibicién de la enzima aromatasa (como anastrozol) (Kelly et
al., 2010; Samson, 2020).

También hay una familia amplia de agentes denominados biolégicos que incluye
los tratamientos con interleuquinas (Briukhovetska et al., 2021; Cirella et al., 2022),
modificadores de la respuesta inmune (interferones) (Abdolvahab et al., 2020; von
Locquenghien et al., 2021) y las vacunas (Jahanafrooz et al., 2020) que se producen
normalmente por medio de procesos biolégicos como los cultivos celulares o la
ingenieria genética. Igualmente, los anticuerpos y los conjugados anticuerpo-farmaco,
que también se clasifican como bioldgicos, se han vuelto cada vez mas importantes
(Shim, 2020).

Algunos agentes, como los profarmacos, se han desarrollado para su utilizacién
en estrategias dirigidas mas sofisticadas (I. C. Sun et al., 2020). Por ultimo, se han
desarrollado agentes dirigidos contra nuevas dianas, tales como los ARN o las
interacciones proteina-proteina (como p53/HDM2) (Konopleva et al., 2020) y todavia
hay otros tratamientos que se encuentran en las etapas de investigacion. Sin duda, en
las préximas décadas, la aplicacion de las técnicas modernas de descubrimiento de
farmacos, como la biologia estructural, los biomarcadores, la farmacogendmica, etc., va

a dar lugar a la sustitucién de los agentes quimioterapéuticos tradicionales (moléculas
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gue interaccionan con el ADN, agentes antitubulina y antimetabolitos) por nuevas

familias de agentes sobre todo en el area de la terapia dirigida y la inmunoterapia.

1.5. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LOS
ANTITUMORALES CON LA MEMBRANA

Las diferentes clases estructurales de agentes quimioterapéuticos funcionan a
través de diferentes mecanismos de accidén para eliminar las células cancerosas. La
mayoria de las dianas principales de estos farmacos son intracelulares, por tanto, estos
compuestos tienen que atravesar la membrana plasmatica y eventualmente la envoltura
nuclear para producir su actividad farmacolégica. Las células eucariotas se encuentran
ampliamente compartimentadas y las moléculas del farmaco, una vez que se
encuentran en el citoplasma, pueden también interaccionar con las membranas de los

organulos como el reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi o la mitocondria.

La comprensién del mecanismo a escala molecular de las interacciones entre los
agentes antitumorales y las membranas celulares representa un ambito de investigacion
de importancia fundamental porque esta directamente relacionado con la actividad

farmacologica del agente antitumoral (Bourgaux et al., 2014).

El armazén de las membranas celulares eucariotas esta formado por una gran
variedad de lipidos que se organizan en una estructura de bicapa. Como comentaremos
mas adelante, las propiedades fisicas de los lipidos pueden modular las funciones de
las proteinas que se insertan dentro de la membrana. Aunque las membranas no son la
diana principal de los agentes antitumorales mas usuales, en algunos casos, las
interacciones entre los antitumorales y ésta pueden afectar a la composicién y la funcién

de la misma.

Se conocen una gran cantidad de ejemplos de estas interacciones. Vinblastina
aumenta la fluidez de las membranas celulares de células HeLa( Gent j ur c .et al
Dosis bajas de gemcitabina producen efectos sobre los lipidos celulares en cancer de
pulmén no microcitico (Draux et al.,, 2009). Las antraciclinas son citotdxicas a
concentraciones muy bajas, a las que practicamente no interaccionan con el ADN y se
ha sugerido que los efectos sobre la membrana, como la produccién de especies activas

de oxigeno, serian responsables de esta toxicidad (Meredith et al., 2016).

El tratamiento con cisplatino de células HT29 de cancer de colon produce
alteraciones iniciales de la membrana plasméatica que juegan un papel en la cascada de
la apoptosis, la activacion de la enzima esfingomielinasa que hidroliza esfingomielina

hasta ceramida, y también da lugar a la formacion de plataformas enriquecidas en
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ceramida donde se agrupan los receptores de muerte celular (Fas/CD95) y se reclutan
moléculas sefializadoras. Estos procesos, que se producen mucho antes de la
formacion de los complejos con el ADN, contribuyen a la citotoxicidad de cisplatino
(Lacour et al.,, 2004). Otros farmacos anticancerigenos, incluidos daunorubicina,
gemcitabina y paclitaxel, también inducen la formacién de ceramida en diferentes lineas
celulares (Dimanche-Boitrel et al., 2005; Rebillard et al., 2007; Henry et al., 2013).

Las observaciones anteriores resaltan como la funcién de la bicapa lipidica se
extiende mas alld de ser una barrera fisica y que la interaccion con la membrana tiene
una gran importancia en el transporte, actividad y toxicidad de los farmacos

anticancerigenos (Pallarés-Truijillo et al., 2000; Seddon et al., 2009).

Aunque la aparicion de las células cancerosas puede tener un vinculo genético,
la evidencia muestra que las células, durante su transformacién maligna, sufren
alteraciones en el perfil lipidico y en las propiedades fisicas de sus membranas (Peetla
et al., 2013). Se ha investigado las propiedades fisicas de los lipidos de las células
tumorales para comprender el mecanismo de la progresion del cancer y la metastasis,
para poder obtener una evaluacion pronoéstica del estado de la enfermedad y para
monitorizar la respuesta a la quimioterapia y radioterapia (Preetha et al., 2005).

Ademas, estos cambios en el tipo y/o cantidad de los lipidos pueden asociarse
con los diferentes estados del cancer y pueden afectar a las cascadas de sefializacion
implicadas en la terapia. Estas alteraciones lipidicas pueden, por ejemplo, estimular la
resistencia de las células cancerosas a la quimioterapia, que es un problema clinico
importante que conduce al fallo de la terapia.

Desde este punto de vista, la interrelacién entre los antitumorales y la membrana
y Sus consecuencias para las propiedades fisicas de la misma también representan un
area de investigacion esencial. ElI conocimiento que se adquiere con esta clase de
estudios puede ser importante para el disefio de nuevos farmacos y sistemas de

liberacion y para la identificacion de dianas de membrana novedosas (Alves et al., 2016).
1.6. LOS LIPIDOS DE MEMBRANA

Las membranas de las células, ya sean procariotas o eucariotas, se basan en la
arquitectura fundamental de la bicapa lipidica. Todas las membranas biol6gicas
contienen lipidos y la mayor parte de los lipidos de estas membranas forman bicapas
lipidicas. La estructura de estos lipidos y sus propiedades quimicas, junto al efecto
hidrofébico, determinan su capacidad para formar bicapas tanto en las membranas

bioldgicas como en forma purificada en medio acuoso (Yeagle, 2016a).

Es evidente que las células eucariotas invierten recursos sustanciales para
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generar miles de lipidos diferentes. Surge la cuestion de porqué las células utilizan casi
el cinco por ciento de sus genes para sintetizar todos estos lipidos. La maxima biologica
fundamental qgque dice que fAla estructur a
ventajas evolutivas que dependen de este gran repertorio lipidico. Aunque en la
actualidad conocemos las funciones especificas de numerosos lipidos, todavia no existe
una explicacion completa de la utilidad de esta gran coleccién de lipidos que contienen
los eucariotas (Sud et al., 2007).

Los lipidos, ademés de servir como almacenes de energia (principalmente como
triacilgliceroles) y como reserva de componentes necesarios para la biogénesis de
membrana, realizan dos funciones generales. La primera es su participacion, en
concreto la de los lipidos polares, que tienen una porcién hidrofébica y una hidrofilica,
en la formacion de la matriz de la membrana celular. La base fisica de la formacién
espontanea de las membranas es la predisposicion de los componentes hidrofébicos
para autoasociarse, dirigidos entrGpicamente por el agua y la tendencia de los
componentes hidrofilicos para interaccionar con el ambiente acuoso y entre ellos

mismos.

Este principio fundamental de los lipidos anfipaticos es una propiedad quimica
que permitié a las primeras células segregar sus constituyentes internos del ambiente
externo y que se repite dentro de la célula para formar organulos individuales. Esta
compartimentacion permite la separacién de determinadas reacciones especificas con
el fin de aumentar la eficacia bioquimica y restringir la difusién de los productos de

reaccion.

Los lipidos, ademas de realizar una funcion de barrera, proporcionan a las
membranas el potencial para la gemacion, la fisién y la fusién, que son caracteristicas
esenciales para la division, la reproduccion biologica y el trafico intracelular de
membrana. Los lipidos también permiten que determinadas proteinas se agreguen o se

dispersen en la membrana.

La segunda funcién general es que los lipidos pueden actuar como primeros y
segundos mensajeros en procesos de transmision de sefales y de reconocimiento
molecular. La degradacién de los lipidos polares anfipaticos permite fenomenos de
sefializacion bipartita, en los que la sefalizacién se puede transmitir dentro de la
membrana mediante las porciones hidrofobicas de la molécula y también se puede
propagar a través del medio acuoso del citoplasma mediante la porcion hidrosoluble de
la molécula lipidica. Ademés, como comentaremos mas adelante, algunos lipidos sirven

para definir dominios de membrana que son capaces de reclutar proteinas desde el
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citoplasma y organizar complejos efectores y sefializaciones secundarias (van Meer et
al., 2008).

1.6.1. Estructura de los lipidos de membrana

Los principales lipidos estructurales en las membranas eucariotas son los
glicerofosfolipidos. La estructura de estos fosfolipidos se ajusta a la descripcion anterior,
contienen un grupo polar en un extremo de la molécula y unas cadenas hidrocarbonadas
en el otro extremo. Estas caracteristicas estructurales establecen un lipido anfipético. El

nombre de los fosfolipidos proviene del grupo polar que se encuentre presente.

En la Figura 12 A se muestra la estructura general de un glicerofosfolipido, donde
se puede observar la presencia de las dos cadenas acilicas hidrocarbonadas,
provenientes de dos 4cidos grasos que se encuentran esterificadas en las posiciones 1
y 2 del glicerol y como el fosfato se encuentra esterificado en la posicion 3 del mismo
glicerol. En la familia de los glicerofosfolipidos, el fosfato, que soporta una carga
negativa, se esterifica con un alcohol. Los principales alcoholes que se esterifican al
fosfato se muestran en la Figura 12 B y es el nombre del alcohol el que se utiliza para
distinguir los diferentes glicerofosfolipidos.

n/\,/("\/\/O “00C H,
N, \H H, Ho G+ CHs
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( C NHs* C” CNHg? Hz \ CHs
/‘]*\ H, H, CHy
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HO< A\ _OH HO—LL [ oH
C c ¢ HH
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Grupo polar Cadenas acilicas
(HIDROFILICO) (HIDROFOBICAS)

Figura 12. (A) Estructura quimica general de un glicerofosfolipido. (B) Alcoholes més comunes esterificados
al grupo fosfato de los glicerofosfolipidos. (C) Modelo simplificado de un fosfolipido. Fuente: Elaboracion
propia.

Asi, si el alcohol es colina, el fosfolipido se denomina fosfatidilcolina y contiene
una amina cuaternaria en el grupo de la cabeza que introduce una carga positiva a pH

fisiologico. Cuando el alcohol es etanolamina, el fosfolipido se denomina
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fosfatidiletanolamina. Como la fosfatidiletanolamina contiene un grupo amino libre, su
nitrégeno lleva también una carga positiva a pH neutro. Si el alcohol esterificado es el
aminoacido serina, el fosfolipido se denomina fosfatidilserina y en este caso el grupo
polar contiene tanto un grupo amino protonado que introduce una carga positiva como

un grupo acido carboxilico que introduce una carga negativa adicional. De esta forma
tanto fosfatidilcolina como fosfatidiletanoamina son fosfolipidos neutros ( i z wénicasce)r i
y la fosfatidilserina es un fosfolipido anionico.

De forma similar la esterificacién de glicerol forma el fosfatidilglicerol y la unién
de inositol forma fosfatidilinositol, ambos solo contienen la carga negativa del fosfato y
por tanto son de naturaleza anidnica. Difosfatidilgicerol (también conocido como
cardiolipina) es un glicerofosfolipido importante que contiene dos fosfatos en su
estructura y contiene también carga neta negativa. La Figura 12 C muestra una version

simplificada de la estructura de un fosfolipido.

Otra clase de fosfolipidos estructurales son los esfingolipidos, cuyo esqueleto
hidrofébico, la ceramida, procede de la condensacién del aminoalcohol esfingosina y el
aminoacido serina. Los principales esfingolipidos en las células de mamifero son las
esfingomielinas, que son esfingofosfolipidos y los glicoesfingolipidos que contienen
mono-, di- u oligosacaridos. Por ultimo, los esteroles son los principales lipidos no
polares de las membranas celulares: colesterol predomina en los animales, mientras
gue ergosterol lo hace en los hongos y otros esteroles (sitosterol, ergosterol) en plantas
(Stillwell, 2013).

1.6.2. Propiedades fisicas de la membrana

Los lipidos definen la estructura basica lamelar de las membranas celulares, pero
son las proteinas las que también contribuyen de forma significativa a su forma y
funcion. Las proteinas, debido a su superficie hidrofilica, no se integran normalmente en
el interior del nucleo hidrofébico de las membranas, sin embargo, existen algunas
excepciones. Las proteinas integrales de membrana, que contienen segmentos
helicoidales hidrofébicos denominados dominios transmembrana, se pueden integrar en
el interior de la bicapa lipidica. Estas proteinas se encuentran influidas directamente por
las propiedades de la bicapa lipidica. Otro ejemplo son las proteinas anfitrépicas, como

las ancladas a glicosil fosfatidilinositol.

Otro grupo de proteinas de membrana son las proteinas periféricas, que poseen
dominios especificos que se pueden asociar con la superficie hidrofilica de la
membrana, normalmente debido a su afinidad por los grupos polares cargados

negativamente de los lipidos. La funcién de estas proteinas también se encuentra
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regulada por las propiedades y la organizacién de la membrana (Cebecauer, 2014).

Bajo condiciones fisioldgicas, para formar una bicapa lipidica solo se necesitan
unas pocas, incluso una sola, especies lipidicas (Montes et al., 2007). Sin embargo,
sorprende encontrar que las membranas celulares estan formadas por cientos de
especies lipidicas diferentes (Ejsing et al., 2009). Aunque se acepta ampliamente que la
composicion lipidica especifica de la membrana puede modular sus propiedades fisicas
y su funcién, la informacién detallada sobre la composicién lipidica de las membranas

celulares y sus subcompartimentos todavia es escasa.

En los ultimos afios se ha producido un gran avance en la capacidad de analizar
las especies lipidicas en las membranas biologicas mediante la utilizacién de la
espectrometria de masas, lo que ha desarrollado el campo de la lipidémica ( O6 D o
et al., 2020; Han, 2022). El desarrollo de estas técnicas estd aumentando de forma
extraordinaria la sensibilidad de estos analisis y esta contribuyendo a una mejor
comprension de porqué las células utilizan tal variedad de especies lipidicas para sus
funciones. De forma simultanea, también estdn aumentando las investigaciones sobre
como las diferentes especies lipidicas modulan las propiedades de la membrana y, en

consecuencia, como las propiedades de la membrana regulan los procesos celulares.
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Figura 13. Principales propiedades fisicas de la membrana que modulan su funcién. Fuente: Elaboracion

propia.

En la Figura 13 se muestra un esquema de las principales propiedades fisicas
de los lipidos que son responsables de modular la funcion de la membrana. La carga,
el tamafio y conformacion precisa del grupo polar, junto a su densidad local pueden
influir de forma directa en la asociacion de proteinas periféricas con la membrana. Cada

vez se conocen mas ejemplos de cdmo los grupos polares determinan la interaccion de

nnel
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proteinas periféricas con la membrana (Yeung et al., 2008; Zhou et al., 2020; Duran-
Jara et al., 2022).

La fluidez o rigidez de la membrana es una caracteristica fisica importante. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que la fluidez de la membrana es un concepto
cualitativo y que no existe un Unico parametro que pueda describir las propiedades de
movimiento dentro de una membrana. Los movimientos dentro de la membrana son
complejos y muy anisotropicos, ya que varian considerablemente desde la interfase
membrana-agua donde existe un grado de orden relativamente alto hasta el centro de
la bicapa donde el desorden es mucho mayor (Epand, 2014).

También se puede describir la rigidez de la membrana como la densidad de
empaquetamiento lipidico, en el sentido de que determina como de firme es el
empaquetamiento de las cadenas acilicas de los lipidos dentro de un determinado
espacio de la membrana. Esta propiedad tiene un efecto muy importante sobre la
libertad con la que las moléculas, incluidas las proteinas, se mueven e interaccionan
entre si y también puede influir en la orientacion de las proteinas y puede provocar
cambios en su conformacion. Las cadenas acilicas largas y saturadas de los lipidos dan
lugar a un aumento del orden, mientras que el aumento de la presencia de
insaturaciones y de cadenas acilicas cortas disminuyen el orden lipidico en la membrana
(Oberhauser et al., 2020).

La formacién de dominios de membrana es un aspecto que en los Gltimos afios
ha recibido una atencién importante. Se acepta de forma general que las membranas
biolégicas no son uniformes, sino que existen regiones en las que se concentran ciertos
componentes. Una clase de estos dominios son las regiones enriquecidas en colesterol
y esfingomielina que se denomi(Bimons K adllY.as | i p2c
Estos dominios se pueden detectar facilmente en membranas modelo donde presentan

un tamafio de dimensiones de micras (Zaborowska et al., 2021).

En las membranas bioldgicas, tanto el tamafio como la vida media de estos
dominios, e incluso su composicion lipidica son mas dificiles de definir (Frisz et al., 2013;
Levental et al., 2020; Jiang et al., 2021). A pesar de ello, existen métodos menos directos

para obtener evidencias del agrupamiento de las moléculas en las membranas.

Una herramienta conveniente para aislar proteinas que interaccionan con los
lipidos es su resistencia a ser solubilizadas con ciertos detergentes, lo que se ha
constituido como un método generalizado para aislar las f r acci ones dAraftso
membranas (Gajate et al., 2021). Aunque se conoce que esta metodologia tiene

limitaciones (Lichtenberg et al., 2005) se ha demostrado que es una herramienta
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emp2rica muy valiosa. Otro criterio para detect
biolégicas es que estas se dispersan cuando se extrae el colesterol y aunque la
eliminacion del colesterol produce cambios grandes en la arquitectura celular, esta
metodologia ha resultado muy Util para establecer asociaciones de proteinas y rutas de

sefializacion en la membrana (Wahlén et al., 2022).

El grosor de la membrana es otra propiedad muy importante que depende del
empaguetamiento lipidico, de la longitud de las cadenas acilicas y de la presencia de
otros componentes como el colesterol (P. Smith et al., 2021). Se ha sugerido que el
grosor de la membr an a, fimembr ane thicknesso, ti ene u
clasificacion y organizacion de las proteinas en las membranas celulares, debido a que
puede tener lugar el denominado desajuste hidrofébico, Ahydrophobic mismatc
la longitud de los dominios transmembrana de las proteinas y el grosor de la membrana
(Killian, 1998; Kondrashov et al., 2022).

Debido a este desajuste hidrofdbico, se han observado diferentes asociaciones
de proteinas integrales de membrana, asi proteinas con dominios transmembrana
cortos se encuentran preferentemente en el reticulo endoplasmico que tiene una
membrana relativamente delgada (Aguilera-Romero et al.,, 2021) y las que tienen
dominios transmembrana mas largos se asocian con el aparato de Golgi y la membrana

plasmatica que poseen membranas mas gruesas (Lujan et al., 2021).

La afinidad por lipidos especificos también puede afectar a la localizacion de las
proteinas de membrana y se conocen muchos ejemplos de como la asociacién de
proteinas periféricas con determinados lipidos regula la dinAmica de sefalizacién a
través de la membrana (Yamamoto et al., 2020; C. M. Smith et al., 2021). Para definir el
destino de una proteina en una membrana es probable que se necesite conocer las
caracteristicas de las proteinas y de los propios lipidos. Hay que tener en cuenta que el
conocimiento actual sobre los mecanismos que subyacen en el direccionamiento y
localizacién de las moléculas de la membrana es todavia muy limitado y se necesitan

estudios adicionales tanto in silico, in vitro como in vivo.

En la membrana, los lipidos se mantienen en su lugar debido al efecto
hidrofébico. Esta es la forma en la que las cadenas acilicas hidrofébicas se mantienen
lejos del agua. No obstante, esta situacién no es enteramente satisfactoria para las
moléculas lipidicas, ya que, al estar confinadas en una estructura de bicapa junto a sus
moléculas vecinas se ven sometidas a grandes tensiones. Estas variadas tensiones e
interacciones provocan una distribucion heterogénea de la presion a través de la

membrana, lo que da lugar a una de las propiedades mas interesantes y fundamentales
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de la membrana, el perfil de presion lateral (Mouritsen et al., 2016).

Hay que tener en cuenta que las presiones a las que se encuentran sometidas
las moléculas en la membrana son del orden de los 1000 bar, una presién similar a la
que existe a diez kilbmetros bajo el nivel del mar. Estas presiones no son excepcionales
en el mundo a escala nanoscopica, puesto que las energias relacionadas y las
fluctuaciones térmicas son también muy elevadas. Aunque el valor absoluto de la
presién no sea decisivo, lo que si puede jugar un papel importante en los procesos de
membrana tales como la activacion de proteinas, son los cambios en la presion si estos
cambios se producen a una escala considerablemente menor que el tamafo de las

proteinas, como ocurre exactamente en las membranas (Ollila et al., 2010).

¥ Repulsion del grupo polar (IT> 0)
Tension interfacial (IT < 0)
o — Repulsion de las cadenas
(entrépica) (I > 0)
«— J ¢ (RS 000000 T, ____
¢ Interdigitacion? (IT> 0) 0 nm
= Repulsion de las cadenas (Z)
(entrépica) (IT > 0)
» Tension interfacial (IT<0)
‘_

Repulsion del grupo polar (IT> 0)

Figura 14. Descripcién del perfil de presion lateral a través de una membrana. Izquierda, seccion transversal
de una bicapa lipidica simétrica simulada mediante dinamica molecular e ilustracion esquematica de los
lipidos, donde se indican las fuerzas que actiian dentro de la bicapa. Derecha, perfil de presion lateral, los
resultados se muestran en la direccién z normal a la bicapa (el caso z = 0 corresponde al centro de la

bicapa) y también aparece la escala de presiones, P (z). Fuente: Elaboracién propia.

En la Figura 14 se muestra la seccién transversal de un modelo de bicapa lipidica
y su correspondiente perfil de presion lateral. Como la bicapa tiene un grosor finito, las
fuerzas operan en diferentes planos y tal y como aparece en la figura, las presiones se
distribuyen de forma desigual a través de la bicapa lipidica. Este perfil es el que se

denomina perfil de presion lateral o también perfil de estrés lateral de la bicapa.

El perfil de presion lateral se construye a partir de tres contribuciones principales.
En primer lugar, una presion positiva resultante de las fuerzas de repulsién que actian
entre los grupos polares de la cabeza de los fosfolipidos, los grupos hidrofilicos de la

cabeza crean un componente repulsivo debido a las interacciones electrostaticas y
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estéricas, junto con la repulsion debida a la hidratacion (los valores positivos del perfil
de presion lateral indican normalmente fuerzas de repulsién). En segundo lugar, una
presidon negativa que actla en la region de la interfase hidrofébica/hidrofilica como
resultado del efecto hidrofébico, siendo una contribucién de presion atractiva debido a
la energia interfacial entre el agua y las fases hidrocarbonadas de los lipidos, que
intentan minimizar el area de la bicapa (en general, las presiones negativas

corresponden a la presencia de fuerzas intermoleculares de atracciéon).

Y, en tercer lugar, una presién positiva que proviene de las repulsiones
entropicas entre las cadenas acilicas flexibles (presiébn de las cadenas) debida
principalmente a sus interacciones estéricas (Marsh, 2007). El pico positivo adicional
que aparece en el centro de la bicapa podria deberse a la interdigitacion de las cadenas
acilicas (Van Den Brink-Van Der Laan, Killian, et al., 2004).

La forma especifica del perfil de presion lateral depende del tipo de lipido que se
considere (Ding et al., 2015). Como la bicapa lipidica tiene un grosor pequefio, las
tensiones interfaciales bastantes grandes que se generan en la misma tienen que
distribuirse en unas distancias muy cortas y esto implica que la contrapresion de las
cadenas de los acidos grasos tiene que ser muy elevada, llegando normalmente a ser

de varios cientos de bar.

Se conoce que, virtualmente, la presién en la region del grupo de la cabeza es
sobre los +500 bar y cuando se avanza ligeramente hacia el interior de la membrana y
se considera la regién justo debajo de los grupos de la cabeza, la presion desciende
generalmente hasta cerca de los -1000 bar. Finalmente, en la regién de las cadenas
acilicas en el medio de la membrana, la presion de repulsion puede ser de varios cientos

de bar.

Asi, el cambio de presion desde el pico de repulsion de la interfase
agua/membrana hasta el pico negativo se produce en una distancia de un 1 nm, y esto
quiere decir que el gradiente de presién es de unos 1500 bar/nm, o unos 1,5 x 10*2 bar/m
(si lo comparamos con la inmersion en agua, el gradiente es de unos 0,1 bar/m) (Ollila
et al., 2010). La magnitud de estas presiones es tan elevada que podria ser capaz de

influir en la conformacién molecular de las proteinas que se incrustan en la membrana.

Esta relacion entre el perfil lateral de presién y la funcionalidad de las proteinas
de membrana ha atraido el interés de numerosos investigadores. Los primeros estudios
pusieron de manifiesto el efecto del perfil de presién lateral sobre la actividad de la

rodopsina (Gibson et al., 1993) y los estudios mas recientes respecto a esta proteina
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siguen apoyando cdmo el desequilibrio del perfil de presion lateral es capaz de dirigir

procesos fisioldgicos claves (Fried et al., 2021).

Los calculos analiticos en sistemas modelo demostraron la importancia del perfil
de presion lateral en el proceso de activacion de las proteinas, llegandose a proponer
una teoria lipidica para el mecanismo de la anestesia general (Cantor, 1997). Estudios
recientes mediante simulacion con ordenador han refinado esta teoria (Hantal et al.,
2019).

El perfil de presion lateral se ha implicado en el funcionamiento de canales
mecano sensibles (Flegler et al., 2021; Perozo et al., 2002) y también en la regulacion
del mecanismo de apertura y permeabilizacion del canal de potasio modelo, KcsA (Van
Den Brink-Van Der Laan, Chupin, et al., 2004; Renart et al., 2020). Existen evidencias
de que el perfil de presion lateral es capaz de modular el funcionamiento de numerosas
proteinas, entre ellas: CTP: fosfocolina citidiltransferasa (Davies et al., 2001), fosfolipasa
C especifica de fosfoinositido (Arduin et al., 2015), permeasa de lactosa (Findlay et al.,
2017) y alguna ATPasa (Fischermeier et al., 2017).

Si tenemos en cuenta los ejemplos anteriores, concluiremos que seria muy
importante llegar a comprender la relacion que existe entre el perfil de presion lateral y
la composicidon molecular de la membrana, sin embargo, este tipo de investigacion no
es sencilla, porque la determinacién experimental del perfil de presién lateral es muy
complicada debido a la necesidad de medir diferencias de presion locales en una escala
de menos de 10 A dentro de la membrana. Se han utilizado sondas fluorescentes de
pireno de diferente longitud para medir la presion en diferentes partes de la membrana
(Kamo et al., 2006), sin embargo, esta técnica solo puede medir presiones relativas y,
ademas, la propia sonda afecta a la estructura de los lipidos y puede afectar por tanto

al perfil de presion.

Aungue se han intentado aproximaciones alternativas para caracterizar el perfil
de presion lateral, las dificultades inherentes a las medidas hacen que sean las técnicas
de simulacibn mediante ordenador las que se utilicen ampliamente para tratar de
determinar los aspectos a nivel atdmico y molecular de los sistemas de membrana, y de
hecho, la mayoria de los perfiles de presién lateral que se han publicado se basan en

estas simulaciones por ordenador (Shahane et al., 2019).
1.6.3. Polimorfismo lipidico

Los lipidos polares que constituyen la mayor proporcién de los lipidos de la
membrana son, como hemos comentado anteriormente, de naturaleza anfipatica, es

decir, que contienen tantos dominios hidrofébicos que no interaccionan con el agua
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como dominios hidrofilicos que interaccionan facilmente con el agua. La hipotesis
fundamental del efecto hidrofébico (Tanford, 1978) es precisamente que los dominios
hidrocarbonados de los lipidos polares distorsionan la estructura estable de enlaces de
hidrégeno del agua, induciendo estructuras ordenadas en forma de jaula alrededor de

los dominios apolares.

La autoasociacién de los dominios hidrofébicos minimiza el area superficial total
en contacto con el agua, lo que produce una relajacion de la estructura del agua
impulsada por la entropia y un minimo de energia para la organizacién molecular
autoasociada final que se forma. Los dominios polares de los lipidos interaccionan con
el agua o con grupos polares de otros lipidos por medio de puentes de hidrégeno o
interacciones electrostaticas y son, por tanto, estables desde el punto de vista

energético en el ambiente acuoso.

La organizacién estructural que asumen los lipidos polares en agua viene
determinada por su concentracion y por la ley de las fuerzas opuestas, es decir, las
fuerzas hidrofobicas que impulsan la autoasociacion de los dominios hidrofébicos frente
a las fuerzas ibnicas y estéricas repulsivas de los dominios polares estrechamente

asociados que se oponen a la autoasociacién (Dowhan et al., 2016).

(B)

Figura 15. Tipos generales de fases lipidicas: (A) Fase normal o de Tipo |, (B) Fase invertida o de Tipo Il.

Fuente: Elaboracion propia.

Cuando los lipidos se mezclan con agua, el efecto hidrofébico actia para
asegurar que las cadenas acilicas de la molécula de los lipidos se protejan o mas
posible del agua. Esto da lugar a todo un grupo de agregados supramoleculares que se
forman mediante autoensamblaje de forma espontanea. Este proceso de
autoasociacion es un efecto que necesita de la organizacion de muchas moléculas
lipidicas. En todos estos agregados, las cabezas polares de los lipidos se hidratan por

el agua y las cadenas de los 4cidos grasos se separan lo méas posible del agua.
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Los fosfolipidos puros son capaces de sufrir transformaciones desde una clase
de agregado con una forma o morfologia determinada hasta otra. Esto es lo que se
denomina polimorfismo lipidico, es decir, la capacidad que tienen los lipidos para
organizarse en diferentes formas estructurales. Hace tiempo que existen evidencias
sobre la relacion entre este polimorfismo lipidico y la funcion de la membrana (De Kruijff,
1997; Epand, 1998).

Las fases lipidicas se clasifican en dos tipos generales: fases normales y fases
invertidas (Figura 15). Las fases normales son aquellas en las que la parte polar de la
molécula de lipido se orienta hacia afuera de la estructura lipidica, mientras que la parte
hidrofébica de la molécula constituye el nucleo de la estructura. En las fases invertidas
la organizacion es la opuesta, aqui la parte polar se orienta hacia el interior y la parte
hidrofébica ocupa el exterior de la estructura. A estas fases normales o invertidas
también se les conoce respectivamente como fases de tipo | y fases de tipo Il (Epand,
2007). Las fases de tipo |, tambi ®n siaterfdsesnomi nan
tienen una curvatura media neta hacia las regiones de las cadenas acilicas, mientras
que | as fases de tipo Il se denominan fiagua en

hacia las regiones acuosas y se alejan de las cadenas acilicas.

p<1 p=1 p>1

t

A%

Cono invertido

MICELAS BICAPAS FASE HEXAGONAL H,

Figura 16. Diferentes tipos de estructuras de las fases lipidicas adoptadas por los lipidos individuales en

solucién acuosa en funcién del pardmetro de empaquetamiento P. Fuente: Elaboracion propia.

Una forma fécil de entender el autoensamblaje de los lipidos anfipaticos, es
relacionar un determinado lipido anfipatico, bajo unas condiciones especificas de

temperatura, presion, hidratacion, etc., con una determinada forma que indicara en qué
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tipo de agregado estructural se organizard. Lo mas sencillo es asumir que un lipido
anfipatico (o un anfifilo en general), tiene un determinado volumen (v) de la regién
hidrofébica (una o dos cadenas hidrocarbonadas), un area Optima del grupo de la
cabeza polar (ao) y una longitud maxima (lc) de las cadenas hidrocarbonadas (longitud

critica de las cadenas acilicas).
Estas variables definen el denominado fparametro de empaquetamientoo o
ffactor de formao(P), sin dimensiones, donde

. 0
U ==
wa

Esta expresion predice que las estructuras que se adoptan al variar el valor del
parametro de empaqguetamiento, tal y como aparece en la Figura 16, es la siguiente:
cuando P < 1, se forman micelas; cuando P = 1, se forman bicapas planas; y si P > 1,

se forman fases invertidas.

Cada una de estas estructuras corresponde al agregado de tamafio minimo en
el que todos los anfifilos presentan la minima energia libre (Israelachvili, 2011).

. FORMA i
LIPIDO FASE MOLECULAR PARAMETRO
Lisofosfolipidos o v o

P<1
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Figura 17. Fases lipidicas adoptadas por los principales lipidos de membrana en funcién de su parametro

de empaquetamiento o factor de forma. Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdoconesteconcept o de f,emehquélarimadedas ur ao
moléculas es la que determina la estructura en la que se organizan, los lipidos tendran
una forma general cilindrica cuando el area transversal de la cabeza polar del lipido sea

similar al area transversal de las cadenas acilicas. Por ejemplo, este es el caso de la
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fosfatidilcolina, lipido que puede autoensamblarse en fases lamelares (bicapa), similares
a las que aparecen en las membranas biologicas. Cuando las areas transversales de
los grupos de la cabeza y las areas transversales de las cadenas acilicas son muy

diferentes, se van a preferir otros agregados estructurales distintos (Figura 17).

Asi, el caso de los lisofosfolipidos, donde el area transversal del grupo de la
cabeza es mayor que la de las cadenas acilicas y tienen forma de cono invertido, se
favorecerd la formacién de estructuras con curvatura positiva como la fase micelar. Por
otro lado, en el caso de las fosfatidiletanolaminas cuya &rea transversal del grupo de
cabeza es menor, la forma del lipido sera de cono y los agregados estructurales que se
prefieren tendran una curvatura negativa tales como la fase hexagonal invertida (fase
Hi). También pueden formarse fases no lamelares como las fases cubicas, que tienen
caracteristicas intermedias entre las fases lamelares y las invertidas, y se presentan

normalmente en mezclas de fosfolipidos (Tilcock, 1986; Janmey et al., 2006).

Dentro de este concepto de fAfor mal/ es
general del lipido no viene determinada solo por la estructura quimica del grupo de
cabezay las cadenas acilicas del lipido, sino que también influyen pardmetros indirectos
tales como el pH, la concentracion de sales, la temperatura, la presencia de iones
divalentes y la hidratacion (Figura 17). Asi, por ejemplo, los grupos de cabeza con carga
presentan repulsiones y esto hace que su area transversal sea relativamente grande,
pero esta area se puede disminuir por la presencia de sales, que son capaces de
neutralizar en alguna extension las cargas. O por ejemplo, la cardiolipina, que
normalmente adopta fases bicapa, en presencia de cationes divalentes forma complejos
que prefieren formar fases hexagonales Hy (Van Den Brink-Van Der Laan, Killian, et al.,
2004).

1.6.4. Transiciones de fase

Como hemos descrito anteriormente, los lipidos en agua forman una variedad de
agregados supramoleculares diferentes. Las diferentes fases lipidicas se relacionan
mutuamente y se transforman unas en otras por medio de las denominadas transiciones

de fase.

Las fases se pueden inducir variando la concentracion de agua. De hecho, en
muchos casos, se pueden generar transiciones de fase entre las diferentes estructuras
cambiando la concentracion de agua bajo condiciones isotérmicas. A esta clase de

transiciones se las denomina transiciones liotropicas. Conociendo que los lipidos se

tructur

somet en al conceptoudeo ifesmadestarnsiciones i
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también originar de forma alternativa mediante cambios en la composicion, variando las

condiciones fisico-quimicas, o mediante la inclusién de otros componentes.

Muy importantes son las transiciones de fase que se pueden provocar mediante
cambios en la temperatura, es decir, las transiciones de fase termotrdpicas. Los
agregados lipidicos ademas de sufrir transiciones de fase entre fases de morfologia
diferente, también pueden sufrir una serie de transiciones de fase internas sin tener que

cambiar su morfologia (Mouritsen et al., 2016).

Los lipidos en las membranas biolégicas se organizan principalmente, si no de
forma exclusiva, en estructura de bicapa, lo que se conoce también como fase lamelar.
Una caracteristica fundamental de la estructura de la bicapa lipidica es la transicion de
fase desde una fase gel hasta una fase liquido cristalina. Esta es una caracteristica que
proporciond algunas de las primeras evidencias de que la bicapa lipidica era la
estructura fundamental de las membranas biolégicas. Es importante destacar que la
fase liquido cristalina es precisamente la fase estructural méas relevante con la que se
comprende la bicapa en las membranas bioldgicas (Epand, 2007). Aunque la fase
lamelar domina la estructura de las membranas biol6gicas, ciertos lipidos polares de la
membrana, cuando se aislan y se dispersan en agua, prefieren organizarse en fases no
lamelares poco corrientes. En realidad, es la mezcla de los lipidos la que estabiliza la

fase lamelar.

Las transiciones de fase mas interesantes desde el punto de vista biolégico son
las que implican a la fase lamelar liquido cristalina. Las mas importantes son las

transiciones de gel a liquido cristalina (fusion), y de lamelar a no lamelar.

Esta transicion de fase lamelar gel a lamelar liquido cristalina, también conocida
como fusion, transicién ordent desorden, transicion solidot fluido o transicion principal,
es el acontecimiento energético mas importante que se produce en las bicapas lipidicas
y tiene lugar como veremos mas adelante con un gran cambio de entalpia. Esta
transicion involucra un desorden rotamérico, un aumento de la hidrataciéon de los grupos

polares de la cabeza y un aumento de la entropia intermolecular (Nagle, 1980).

La energia que se necesita para expandir la region de las cadenas acilicas en
contra de las interacciones de atraccion de van der Waals (volumen de expansion) y
para aumentar el area de la bicapa (lo que aumenta la exposicion hidrofébica en la
interfase polar /apolar) es la que contribuye al gran cambio de entalpia de la transicion.
La transicion de fase de gel a liquido cristalina de los lipidos completamente hidratados

viene acomparfada por un gran aumento del area superficial (Koynova et al., 2013).
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El estudio de estas transiciones en bicapas modelo, aunque estas no tengan
lugar en las membranas bioldgicas, es muy valioso por multiples razones. En un sentido
general, los estudios de las transiciones de fase de los fosfolipidos han enriquecido
nuestra comprension de la energética que gobierna las interacciones de los lipidos en
las bicapas y como esta energética se ve afectada por la composicion quimica y la
geometria molecular de los lipidos. A su vez, este conocimiento proporciona un contexto
para comprender como las propiedades fisicas de los lipidos pueden afectar los
procesos que se producen en las membranas biolégicas en su estado fisioldgico.

La relacién entre la composicion quimica de los lipidos de membrana con sus
propiedades termotropicas, ha proporcionado, de una forma mas directa, una base para
entender como algunos microorganismos modulan la composicién lipidica de sus
membranas en respuesta a cambios en la temperatura y la presién en su medio
ambiente para mantener la membrana en su estado funcional fluido (respuesta
adaptativa). Ademas, muchas membranas bioldégicas exhiben transiciones
termotrépicas anchas y poco cooperativas procedentes de la fraccion lipidica de la
membrana. En muchos casos, la temperatura fisioldgica normal de los organismos, se
encuentra dentro 0 muy cercana al rango de temperaturas que abarca esa transicion

ancha.

Como hemos comentado, existen muchos estudios que muestran como la
funcién de las proteinas se relaciona con la bicapa lipidica mediante las fluctuaciones
del comportamiento de los lipidos, o por medio de la composicién lipidica de
separaciones laterales de fase, que son dos fendmenos asociados con las transiciones
de fase de los lipidos. Y, por supuesto, que el estudio de las transiciones de fase de la
bicapa lipidica tiene un gran valor practico en el campo floreciente de la tecnologia de

los liposomas.

Las cadenas hidrocarbonadas hidrofébicas de los fosfolipidos estan formadas en
su mayor parte por cadenas lineales de enlaces carbonori carbono. Si estos enlaces Ci C
son enlaces sencillos, la rotacion difusional alrededor de estos enlaces sera
relativamente rapida (en contraste, la difusion rotacional alrededor de un doble enlace
esta practicamente prohibida). Al mismo tiempo, hay algunas configuraciones que se
encuentran favorecidas. Existen impedimentos estéricos para la difusion rotacional de
estos enlaces C 1 sencillos, de tal forma que los mas abundantes son los conférmeros

trans y gauche (Figura 18).

Las combinaciones trans son las que tienen la menor energia posible, ya que los

carbonos, qgue son | os grupos m8s grandes (R
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temperaturas por debajo de la transicion de fase, en la fase gel, la mayoria de los
enlaces CiC se encuentran en la conformacién trans y las cadenas estan
completamente extendidas, fuertemente empaquetadas, ordenadas y paralelas unas a

otras.

Cuando las cadenas se calientan se producen rotaciones alrededor de los
enlaces C1 C. Cuando un grupo grande pasa por un hidrégeno, éste se encuentra con
un impedimento estérico, tal y como se muestra en la Figura 18 en la configuracion
eclipsada. Esta configuracion eclipsada es un estado transitorio de energia alta y
desfavorable. Sin embargo, una rotacion adicional reduce algo el estrés estérico y da
lugar a otro estado de baja energia que se denomina conformacion gauche. La
conformacion gauche es de menor energia que la conformacién eclipsada, pero de
mayor energia que la conformacion trans, puesto que hay mas interferencia estérica
entre los grupos voluminosos mas cercanos. Este estado de menor energia crea un
retorcimient @ oemmcloal oc gcheurdd ac2lica, y esta acu
es lo que produce la fusién de la cadena acilica y un empaquetamiento mas flojo de las
mismas (Mouritsen et al., 2016).

60°
H HH H
H: % :H
R’ R H
H
R!’

H R’
R H R
H H
Trans Eclipsada Gauche
Fase FLUIDA
Fase GEL (LIQUIDO CRISTALINA)

Figura 18. Fusién de las cadenas acilicas saturadas de los fosfolipidos. En la parte inferior se muestran las
proyecciones de Newman para los carbonos que aparecen coloreados en las moléculas de fosfolipidos que

aparecen en la parte superior. Fuente: Elaboracion propia.

El empaquetamiento de los lipidos en relacion con la fusion afecta varias
propiedades basicas importantes de la membrana. Si comparamos con la fase gel, las

membranas en la fase liquido cristalina tienen las siguientes caracteristicas: estan peor
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empaguetadas, ocupan un area por lipido mayor, son mas fluidas, mas permeables,

mas delgadas, menos estables y son mas dinamicas (Stillwell, 2013).

En realidad, la fase liquido cristalina, que es en la que se encuentran las
membranas bioldgicas, es una mesofase. Las mesofases tienen caracteristicas
intermedias entre el estado solido y el estado liquido. En la fase liquida, las moléculas
se encuentran desordenadas tanto en el grado de libertad traslacional como en el grado
de libertad rotacional. En cambio, en la fase sélida (cristalina) el orden predomina en los
dos grados de libertad.

Estas mesofases tienen tanto elementos de orden como de desorden. Las
moléculas de lipido se encuentran posicionalmente desordenadas como en un liquido
en dos dimensiones y estan sujetas a una rapida difusion lateral, pero se encuentran
ordenadas al organizarse en bicapas planas (Koynova et al., 2013). Las moléculas se
disponen paralelas unas a otras y orientadas estrechamente en la bicapa, con los ejes
moleculares perpendiculares al plano de la bicapa. Y dentro de la bicapa, los centros de
gravedad de las moléculas se ordenan al azar (Shete et al., 2021). La importancia de
esta fase liquido cristalina para una funcién precisa y adecuada de las membranas

biolégicas, es una cuestion ampliamente aceptada desde hace varias décadas.

En la Figura 19 se muestran las principales transiciones de fase que sufren
algunos de los fosfolipidos mas importantes de la membrana al aumentar la

temperatura.

Las fosfatidilcolinas, por ejemplo, dipalmitilfosfatidilcolina (DPPC), a bajas
temperaturas se encuentran en una fase lamelar gel donde las cadenas se disponen
inclinadas con respecto a la normal de la membrana. A esta fase se le denomina fase
lamelar gel inclinada o fase Lb6(Sackmann et al., 2021). A estas temperaturas, en la
fase gel, el diametro del grupo de cabeza de las fosfatidilcolinas es mas ancho que el
diametro combinado de las dos cadenas acilicas en configuracion todo trans. Entonces,
las cadenas tienen gque inclinarse con respecto al grupo de cabeza para que los
diametros de las dos porciones de la molécula tengan el mismo tamafio. Si no se
produjera esa inclinacion, se crearia un espacio por debajo de la cabeza del fosfolipido
que tendria que llenarse con agua, lo cual no seria posible desde el punto de vista

termodinémico (Stillwell, 2013).

Al aumentar la temperatura, la fase Lbd se transfor ma e
ondulaciones periddicas asimétricas, a modo de dientes de sierra, denominada fase gel
ondulada fripple paseoo fase Pbd En esta fase, el eje principal de las ondulaciones se

encuentra empaquetado densamente, parecido a la fase gel, y el eje menor es mas

na
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grueso y el empaquetamiento de los lipidos se parece al de la fase liquido cristalina
(Heimburg, 2000; Matsuki et al., 2019; Shete et al., 2021). A continuacién, el aumento
de temperatura supone la transicién desde la fase gel Pbé h a dasediquld@cristalina
o fase La (Figura 19, arriba). Este comportamiento de fase también aparece en los

fosfatidilgliceroles, por ejemplo, en dimiristilfosfatidilglicerol (DMPG).

FASE INVERTIDA

FASE LAMELAR (BICAPA) (NO LAMELAR)
| | | 1
I 1 I !
FOSFATIDILCOLINA Y
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Figura 19. Principales transiciones de fase en algunos fosfolipidos importantes de membrana. DPPC,
dipalmitilfosfatidilcolina; DMPG, dimiristilfosfatidilglicerol; DMPS, dimiristilfosfatidilserina; DEPE,
dielaidilfosfatidiletanolamina. Fuente: Elaboracién propia.

Las fosfatidilserinas, por ejemplo, dimiristilfosfatidilserina (DMPS), a baja
temperatura, a diferencia de las fosfatidilcolinas, se organizan en la denominada fase
gel normal o fase Lb, en las que las cadenas acilicas no se encuentran inclinadas, sino
que se disponen perpendiculares al plano de la membrana. El aumento de la
temperatura transforma esta fase gel directamente en la fase liquido cristalina La (Figura

19, centro).
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Las fosfatidiletanolaminas, por ejemplo, dielaidilfosfatidletanolamina (DEPE), al
igual que las fosfatidilserinas, también sufren la transicion de fase desde la fase gel Lb
a la fase liquido cristalina La. Sin embargo, en este caso, el aumento posterior de la
temperatura supone la transformaciéon de la fase lamelar La en una fase no lamelar

denominada fase hexagonal H; (Figura 19, abajo).

En esta fase hexagonal Hy, los lipidos se encuentran empaquetados formando
cilindros huecos, donde los grupos metilo terminales de las cadenas acilicas forman el
exterior de los cilindros, y los grupos polares de la cabeza forman el nucleo central del
cilindro, el cual se encuentra relleno de agua. Estos cilindros se empaguetan con una
simetria hexagonal donde cada cilindro se halla rodeado de otros seis cilindros (Conn
et al., 2021).

1.6.5. Importancia biolégica de las propiedades fisicas de la membrana y del

polimorfismo lipidico

El consenso general sobre la prevalencia y universalidad de la bicapa lipidica se
ha centrado menos en el comportamiento polimorfico que presentan los agregados
lipidicos. Sin embargo, las ideas sobre la estructura y la funcion biolégica de la
membrana han evolucionado y en la actualidad se otorga a los lipidos un papel mas

prominente.

En este sentido, en los dltimos afios se han acumulado evidencias importantes
gue implican al medio lipidico en la organizacién y la distribuciéon de las proteinas en la
membrana y, ademas, las investigaciones mas recientes proporcionan nuevas
perspectivas sobre los mecanismos por los que los lipidos contribuyen al funcionamiento
de las membranas. La participacion de los lipidos en el funcionamiento de las proteinas
provienen, por una parte, de las propiedades quimicas especificas de las moléculas
lipidicas individuales, y por otra, de las propiedades fisicas de la bicapa lipidica
(Mclntosh et al., 2006).

Las propiedades fisicas de la membrana son muy importantes en aspectos
esenciales de la interaccion lipido/proteina (Figura 20). Uno de ellos es la union de
proteinas y péptidos a la membrana ya que en ésta desempefian funciones en la
trasmision de sefales, el trafico de vesiculas, o la conversién de energia (Van den Brink-
van der Laan et al., 2001; Dijkman et al., 2015).

Una serie de estudios han puesto de manifiesto otro aspecto importante de las
propiedades fisicas de la membrana: su influencia sobre el funcionamiento de los

canales ionicos, y aqui se incluyen canales i6nicos compuestos por proteinas
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transmembrana y los canales i6nicos formados por péptidos pequefios (D. Sun et al.,
2019; Thompson et al., 2020). A este respecto, es interesante destacar la hipétesis de
que los anestésicos locales provocan la anestesia sin unirse directamente a proteinas
receptoras, sino mas bien mediante el cambio en las propiedades fisicas de la bicapa
lipidica que rodea a esas proteinas y a los canales i6nicos, debido al caracter anfifilico

de los anestésicos locales (Grage et al., 2021).

Grupo

Fluidez

Desajuste
hidrofébico

Presion 4

Iatarsl Dominios

laterales
Figura 20. Efecto de las propiedades fisicas de la membrana sobre el funcionamiento de las proteinas.

Fuente: Elaboracion propia.

Finalmente, un tercer aspecto muy importante de las propiedades fisicas de la
membrana es su funcién en la organizacién lateral de la membrana, es decir, la
formacion de microdominios funcionales de membrana. Estos dominios, que como
comentamos en el apartado anterior se denominan balsas lipidicas o fraftsq contienen
varias clases de proteinas. Debido a la capacidad que muestran para secuestrar lipidos
especificos y para incluir unas proteinas y excluir otras, se ha postulado que
desempefian funciones en una gran cantidad de procesos celulares. Estos procesos
incluyen desde la trasmision de sefiales, la fusion de membranas, la organizacién del
citoesqueleto, la clasificacion de lipidos y el trafico y reciclaje de proteinas, hasta su
participacion en procesos patoldgicos tales como la invasion celular por los virus de la
gripe, Ebola e inmunodeficiencia humana y la formacion de placas asociadas con la

enfermedad de Alzheimer (Sviridov et al., 2020).

La mayoria de las membranas biol6gicas estan compuestas por dos clases de
glicerofosfolipidos, una de ellas formadora de bicapa y la otra formadora de fase
hexagonal Hi. Asi, por ejemplo, la pareja fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina aparece
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en levaduras y animales, fosfatidilglicerol/fosfatidiletanolamina en Escherechia coli y
Bacillus subtilis, diglucosildiacilglicerol/monoglucosildiacilglicerol en Acholeplasma
laidlawii, y la pareja digalactosildiacilglicerol/mogalactosildiacilglicerol en plantas
(Jouhet, 2013).

Como queda patente, una parte sustancial de los lipidos que se encuentran en
las membranas naturales tienen una gran propension a formar estructuras no lamelares.
Esto no quiere decir que estas membranas no sean lamelares, sino mas bien que los
lipidos tienen que estar en la membrana junto a proteinas especificas para poder hacer
que la estructura lamelar sea estable. No obstante, esto también significa que estas
membranas conllevan un estrés de curvatura intrinseco y una inestabilidad inherente
hacia la formacion de estructuras invertidas, inestabilidad que sin duda tiene que tener
alguna ventaja para su funcién (Stillwell, 2016).

La formacion de una fase hexagonal Hy completa requeriria que se reclutara un
namero elevado de lipidos con forma de cono en una localizacién especifica de la
membrana biolégica. Algunos autores consideran esta situacion muy improbable, pero
esto no significa que la fase hexagonal H, esté totalmente ausente de la membrana,
podria suceder que las sefiales que provienen de una fase hexagonal H; limitada se
perdieran debido a al problema del promedio ponderado de la poblacién. De hecho,
existen indicios de la presencia de esta fase hexagonal en las membranas naturales. Se
han observado estructuras hexagonales a escala microscopica en reticulo
endoplasmico del epitelio pigmentario retinal y en la membrana plasmética del epitelio
de la vejiga. Estructuras en fases clbicas, que dependen de la presencia de lipidos no
lamelares, se han descrito en reticulo endoplasmico de queratinocitos de epidermis, y
en cuerpos prolamelares de etioplastos. Ademas, se piensa que la formacién de las
membranas con gran curvatura como las conexiones tubulares del reticulo
endoplasmico o los margenes de los grana tilacoidales de los cloroplastos, podria

favorecerse por la presencia de lipidos no lamelares (Bagatolli et al., 2021).

La explicaciébn mas aceptada sobre la abundancia de los lipidos no lamelares en
la membrana, es que esta se debe a la capacidad que tienen estos lipidos para modular
la actividad de las proteinas de membrana. Se sabe que las membranas se encuentran
en un estado de frustracion de curvatura, que puede ser lo suficientemente grande como

para tener un efecto significativo sobre la conformacion de ciertas proteinas.

Se conocen varios casos de como el estrés de curvatura se acopla de hecho con
cambios conformacionales en la membrana. La proteina quinasa C es uno de estos

ejemplos de enzimas que se activan por lipidos no lamelares. La actividad de la ATP-
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asa de calcio del reticulo sarcoplasmico también se correlaciona con la presencia de
lipidos no lamelares. La lista de proteinas cuyas actividades dependen de las
propiedades polimérficas de los lipidos que las rodean incluye a rodopsina,
dolicilfosfomanosa sintasa, ubiquinol-citocromo ¢ reductasa mitocondrial, y varias ATP-

asas de protones (Jouhet, 2013; Koynova et al., 2017).

Por ultimo, las propiedades fisicas de la membrana y los lipidos no lamelares
también se han implicado en uno de los procesos esenciales de la célula, la fusion de
membranas. La fusidn participa en una gran variedad de acontecimientos tanto
extracelulares como intracelulares, tales como exocitosis, transporte vesicular,
fertilizacion, neurosecrecién o la infeccién viral. La predisposicion de las membranas a
fusionarse se correlaciona con la presencia de lipidos no lamelares y con el mecanismo

de la transicion de fase de lamelar a no lamelar (Teissier et al., 2007; Meher et al., 2019).

1.7. FOSFATIDILCOLINA, FOSFATIDILSERINA, FOFATIDILGLICEROL Y
FOSFATIDILETANOLAMINA

Las fosfatidilcolinas naturales también se conocen con el nombre de lecitinas
(del griego lekhitos, yema de huevo) (Joshi et al., 2006). En realidad, las fosfatidilcolinas
son una mezcla compleja de muchos lipidos, siendo los predominantes los que llevan
una mezcla de cadenas saturadas e insaturadas. Fosfatidicolina es el fosfolipido
principal que se encuentra en las membranas animales y, por tanto, es el componente

lipidico estructural mas importante de la membrana (Vance, 2008).

Fosfatidilcolina esta perfectamente adecuada para adaptarse completamente a
la membrana. Como comentamos anteriormente, la molécula tiene forma cilindrica vy,
ademas, es un verdadero doble ion que posee una carga formal positiva y otra negativa,
pero no posee carga neta. Por ello, fosfatidilcolina no presenta el problema potencial de
la repulsion por cargas negativas que aparece en otros fosfolipidos. Estos lipidos son
los que dictan de forma mayoritaria muchas propiedades de la membrana incluyendo su
fluidez. Aunque la fluidez depende sobre todo de la longitud y el grado de insaturacién
de las cadenas acilicas, la naturaleza del grupo polar también es importante (Stillwell,
2016).

La fosfatidilcolina que se ha utilizado en este trabajo es 1,2-dipalmitil-sn-glicero-
3-fosfocolina (dipalmitilfosfatidilcolina, DPPC), una fosfatidilcolina que posee dos
cadenas de acido palmitico (16 atomos de carbono y totalmente saturado) y que, por
sus propiedades termotripicas, se usa ampliamente en los estudios con sistemas

biomiméticos de membrana para modelizar la estructura general de la bicapa lipidica
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(Aleskndrany et al., 2020; Wei et al., 2021). La estructura de DPPC aparece en la parte

izquierda de la Figura 21.

Las fosfatidiletanolaminas se aislaron inicialmente a partir de cerebro y se
denominaron por ello cefalinas. Inicialmente se pensd que las cefalinas estaban
compuestas solo por fosfatidiletanolaminas, posteriormente se identificaron las
fosfatidilserinas como un componente secundario de las cefalinas (Vance et al., 2013).

Fosfatidilserina desempefia papeles funcionales muy variados, tanto dentro
como fuera de la célula, desde la sefalizacion clésica en la cascada de la coagulacion
(Bevers et al., 1982) al reconocimiento de las células apoptéticas (Martin et al., 1995).
Fosfatidilserina también es la diana favorita para una variedad de proteinas que
contienen unas serie de motivos y dominios especificos (Lemmon, 2008).

Es interesante destacar, que se ha demostrado que fosfatidilserina aparece en
cantidades elevadas en una gran variedad de tipos de cancer, incluyendo cancer de
mama, glioblastoma y astrocitoma (Vallabhapurapu et al.,, 2015) y por ello, se ha
establecido como un marcador para el cancer (Sharma et al., 2018). Se ha demostrado
recientemente que la interaccion de dos péptidos antitumorales con fosfatidilserina
parece regular su especificidad por las membranas de células cancerosas (Wodlej et
al., 2019) y que una GTPasa pequefia, que aparece mutada de forma comuin en el
cancer humano, presenta una union especifica muy precisa por fosfatidilserina (Kattan
et al., 2019).

La fosfatidilserina que se ha utilizado en este trabajo es 1,2-dimiristil-sn-glicero-
3-fosfoserina (dimiristilfosfatidilserina, DMPS), una fosfatidilserina que posee dos
cadenas de acido miristico (14 atomos de carbono y totalmente saturado) y que por sus
propiedades termotrépicas se utiliza ampliamente en los estudios con sistemas
biomiméticos de membrana para modelizar la estructura general de la bicapa lipidica
con carga negativa ( Ortiz et al., 2009; Manrique-Moreno et al., 2016). La estructura de

DMPS aparece en la parte central izquierda de la Figura 21.

Fosfatidilglicerol es un componente fosfolipidico minoritario de casi todas las
membranas naturales que tiene unas caracteristicas fisicas y bioquimicas notables que
lo hacen importante desde el punto de vista biologico (Furse, 2017; Stillwell, 2016)].
Fosfatidilglicerol se encuentra en las células eucariotas restringido a la membrana
mitocondrial, y en este sentido es interesante mencionar que se ha mostrado que las
catequinas son capaces de regular la permeabilidad de la membrana mitocondrial (Veiko
et al., 2020) y de protegerla de agresiones (Kicinska et al., 2020). Fosfatidilgllicerol actia

como un lipido sefializador que promueve el inicio de la diferenciaciébn de los
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queratinocitos y suprime la inflamacion de la piel (Bollag et al., 2007) y también inhibe
la activacion del receptor similar a Toll reduciendo las sefiales inflamatorias (Choudhary
et al., 2019). Se ha demostrado que fosfatidilglicerol es capaz de inhibir las respuestas
inflamatorias cuando se localiza en el surfactante pulmonar (Kuronuma et al., 2009) y
en la mitocondria (Chen et al., 2018). Este fosfolipido también es capaz de estimular la
formacion de la a-sinucleina (Z. Jiang et al., 2018) y de suprimir la infeccion del virus de

la gripe A (Numata et al., 2012).

DMPG

Figura 21. Estructura de los fosfolipidos utilizados en esta tesis doctoral para formar los sistemas
biomiméticos de membrana. Izquierda, DPPC (dipalmitilfosfatidilcolina); = Centro, = DMPS
(dimiristilfosfatidilserina), DMPG (dimiristilfosfatidilglicerol); Derecha, DEPE (dielaidilfosfatidletanoamina).

Fuente: Elaboracion propia.

Es importante destacar que fosfatidilglerol es un componente mayoritario de
virtualmente todas las membranas bacterianas (Dowhan, 1997) y que por ello se ha
convertido en un modelo biomimético muy bueno para esta clase de membranas
(Elmore, 2006; Sosa Morales et al., 2017). Esta Gltima caracteristica es importante
porque se conoce que las catequinas tienen una importante actividad antibacteriana
(Renzetti et al., 2020). Se debe destacar que existen numerosos estudios que muestran
como las catequinas presentan una toxicidad selectiva frente a diferentes bacterias
patégenas, lo que sugiere un uso prometedor en el tratamiento de infecciones
bacterianas (Fathima et al., 2016; Taylor, 2020).

El fosfatidilglicerol que se ha utilizado en este trabajo es 1,2-dimiristil-sn-glicero-
3-fosfo-( rdc-glicerol) (dimiristilfosfatidilglicerol, DMPG), un fosfatidilglicerol que posee

dos cadenas de &cido miristico (14 atomos de carbono y totalmente saturado) y que por
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sus propiedades termotrépicas se utiliza ampliamente en los estudios con sistemas
biomiméticos de membrana para modelizar la estructura general de la bicapa lipidica
con carga negativa y como modelo de membrana bacteriana (Arostica et al., 2022; Ortiz
et al., 2011). La estructura de DMPG aparece en la parte central derecha de la Figura
21.

Fosfatidiletanolamina es el segundo fosfolipido mas abundante en las
membranas celulares de mamifero (Vance, 2008) y se encuentra distribuido
mayoritariamente de forma asimétrica en la monocapa interna de la membrana. Se ha
mostrado que fosfatidiletanolamina esta relacionada con la biogénesis y la actividad de
las proteinas, la fosforilacion oxidativa, la autofagia, la fusibn de membranas, la
estabilidad mitocondrial y ademas es un precursor muy importante de otros lipidos
(Calzada et al., 2016).

Como hemos comentado anteriormente, fosfatidiletanolamina posee un grupo
polar de cabeza pequefio y cuando este aparece junto a cadenas acilicas insaturadas
hace que este fosfolipido sea capaz de formar fases no lamelares (Chakrabarti, 2021).
Se conoce gue la curvatura espontdnea negativa de este fosfolipido con forma de cono
tiene tendencia a generar fases hexagonales invertidas dentro de la membrana, las
cuales favorecen diferentes procesos de membrana que implican la formaciéon de
intermediarios no lamelares, como los que se necesitan en fenémenos de fusion de
membranas (Harayama et al., 2018), la integracién de proteinas en la misma o la
modulacion de cambios conformacionales en la estructura de las proteinas (Dowhan et
al., 2009).

Es importante que se ha demostrado como fosfatidiletanolamina aumenta su
presencia en la monocapa externa de la membrana de células de tumor vascular, lo que
sugiere que podria servir como un marcador de tumor vascular y también como diana
terapéutica (Stafford et al., 2011). Esta Ultima caracteristica, junto al alto nivel de
expresion de este fosfolipido en las células endoteliales del tumor vascular, hace que
fosfatidiletanolamina sea una potencial diana molecular atractiva para futuras

estrategias contra el cancer (L. T. H. Tan et al., 2017).

Existen una serie de evidencias que muestran la relacibn entre
fosfatidiletanolamina y cancer, entre ellas, la demostracion de que las propiedades
anticancerigenas y toxicas de los ciclotidos dependen de su direccionamiento a este
fosfolipido (Troeira Henriques et al., 2014), la conclusion de que la actividad

anticancerigena del sesterterpenoide Ophioboliln A también estd dirigida hacia
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fosfatidiletanolamina (Chidley et al., 2016) y la prueba de que el supresor tumoral LACTB

actla mediante la disminucion de este fosfolipido en la membrana (Patel et al., 2017).

La fosfatidiletanolamina que se ha utilizado en este trabajo es 1,2-dielaidil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina (dielaidilfosfatidiletanolamina, DEPE), una
fosfatidiletanolamina que posee dos cadenas de acido elaidico (18 &tomos de carbono
y un doble enlace en posicién trans D°) y que por sus propiedades polimoérficas se utiliza
ampliamente en los estudios con sistemas biomiméticos de membrana, para modelizar
la estructura general de la bicapa lipidica con tendencia a formar fase hexagonal Hy
(Cordomi et al., 2010; Cook et al., 2012). La estructura de DEPE aparece en la parte
derecha de la Figura 21.

1.8. DOCETAXEL Y TRIMETOXIBENZOATO DE CATEQUINA
1.8.1. Docetaxel

El farmaco contra el cancer Docetaxel (DTX, Figura 22) pertenece a la segunda
generacion de los taxanos. Los taxanos incluyen principalmente a Paclitaxel vy
Docetaxel. Paclitaxel es un producto diterpenoide natural extraido de la corteza del tejo
del Pacifico (Taxus brevifolia) (Wani et al., 1971), y Docetaxel es un analogo
semisintético de Paclitaxel que se prepara a partir de la 10-desacetil baccatina Ill, que
es un precursor extraido de las agujas de Taxus baccata (Bissery et al., 1991). La
estructura quimica de DTX se diferencia de Paclitaxel en dos posiciones, DTX tiene una
funcién hidroxilo en el carbono 10 en vez del éster acetato que se encuentra en
Paclitaxel, y en la voluminosa cadena lateral de fenil propionato tiene una sustitucién
tert-butil carbamato en lugar del grupo benzilamida que aparece en Paclitaxel (Clarke et
al., 1999).

A B

Figura 22. Estructura quimica de Docetaxel (A) y Paclitaxel (B). Las flechas muestran las diferencias en la

estructura quimica de los dos compuestos. Fuente: Elaboracién propia.
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Los taxanos son uno de los farmacos anticancerigenos mas utilizados (Mei et al.,
2013) y representan una de las clases nuevas de farmacos oncoldgicos mas importantes
gue se han aprobado en las décadas pasadas. Los taxanos se utilizan en el tratamiento
de un amplio espectro de tipos de cancer, incluyendo el de ovario refractario (Adler et
al., 1994; Katsumata, 2003), mama (S. E. Jones et al., 2005; Lyseng-Williamson et al.,
2005), no microcitico de pulmon (Quiox et al., 2004; He et al., 2015), estbmago (Uson
Junior et al., 2019) y préstata (Assi et al., 2020).

El principal mecanismo de accion de los taxanos se basa en sus propiedades
estabilizadoras de los microtibulos, que impiden la despolimerizacién y el desmontaje
fisiolégico de estos, dando lugar a que se detenga el ciclo celular en la fase G2/M y a la
muerte celular (Q. Tan et al.,, 2012). Ademas, DTX inhibe la expresion del gen
antiapoptético Bcl2 (Pienta, 2001) y estimula la expresion de p57 que es un inhibidor del
ciclo celular (Brown et al., 2004). A pesar de la extensa investigacion realizada, los
mecanismos fundamentales que subyacen detras de la actividad anticancerigena de
DTX no se comprenden todavia en su totalidad (Imran et al., 2020).

Aunque se ha identificado a las membranas como dianas novedosas para
algunos farmacos anticancerigenos (Jendrossek et al., 2003), las dianas principales de
DTXy de la mayoria de los agentes anticancerigenos son intracelulares. Estos farmacos
deben cruzar la membrana y en algunos casos la membrana nuclear, para ejercer su
accion farmacoldgica (Bourgaux et al., 2014). La interaccién de DTX con la membrana
es un evento fisicoquimico complejo que puede afectar a la velocidad de penetracién
del compuesto hacia el citoplasma. Por tanto, la interaccién de DTX con la membrana
tiene que estudiarse para poder considerar su mecanismo de accion.

Ademés de su accién anticancerigena, se ha descrito que DTX origina graves
efectos toxicos secundarios, entre ellos neutropenia (de Vries Schultink et al., 2019),
toxicidad musculo esquelética (Seguin et al., 2017), neuropatia periférica (H. L. Cheng
et al., 2021), reacciones de hipersensibilidad (Picard et al., 2015) y toxicidad de la piel
(Arwert, 2009). Otros efectos secundarios de DTX implican la retencion de fluidos,
toxicidad de la uiias, neumonitis, epifora y estenosis del conducto lacrimal (Ho et al.,
2014).

Las membranas biol6gicas funcionan como etapa funcional para receptores y
enzimas y estas proteinas serian vulnerables a las alteraciones producidas por las
interacciones de DTX con dicha membrana, ya que podrian eventualmente ajustar la
posicion y accion de estas proteinas de membrana. En general, los lipidos influyen sobre
las proteinas mediante cambios conformacionales en las proteinas provocados por el

perfil de presion lateral dentro de la membrana (A. G. Lee, 2004; Marsh, 2007). En esta
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situacion, la interaccion de DTX y la membrana tiene que investigarse para considerar
también el mecanismo de sus efectos toxicos secundarios.

Es importante mencionar que los taxanos son moléculas altamente lipofilicas que
presentan una solubilidad en agua muy baja (Nuijen et al., 2001). Esta solubilidad en
agua tan pobre junto a la toxicidad perjudicial que se ha comentado anteriormente, limita
el efecto terapéutico de las formulaciones comerciales de los taxanos que se encuentran
disponibles, ya que realmente los niveles del farmaco que alcanzan su diana son bajos
(Garrastazu Pereira et al., 2016).

Se ha realizado una intensa investigacion para intentar mejorar los nuevos
sistemas de administracion y maximizar la accion de estos medicamentos. Un gran
namero de formulaciones con nanotransportadores para la entrega de los taxanos
utilizan liposomas fosfolipidicos (Garrastazu Pereira et al., 2016) y en este sentido, un
conocimiento profundo de la interaccion de DTX con los fosfolipidos de la membrana
podria contribuir también a la realizacion de formulaciones teapéuticas de DTX.

En este contexto, la interaccion de los taxanos con la membrana y las
consecuencias para sus propiedades estructurales y funcionales, constituye un campo
de estudio considerable.

La interaccion entre el taxano de primera generacion, Paclitaxel, y las membranas
fosfolipidicas se ha estudiado ampliamente. La interaccién de Paclitaxel con los lipidos
se ha estudiado en monocapas en la interfase aire-agua, utilizando DPPC (Feng et al.,
2002; Zhao, Feng, et al., 2004), fosfatidilcolinas con diferentes longitud de cadena (Zhao
& Feng, 2004), glicerofosfolipidos insaturados y con diferente grupos polares (Zhao et
al., 2005), en presencia de colesterol (Zhao et al., 2006), y con extractos lipidicos de
células normales y cancerosas (Preetha et al., 2006). Una serie de estudios han utilizado
membranas modelo para analizar la interaccion entre Paclitaxel y DPPC
(Balasubramanian et al., 1994), diferentes fosfatidilcolinas saturadas e insaturadas
(Bernsdorff et al., 1999), utilizando taxanos bromoacilados (Ali et al., 2000), lipidos
pegilados (Belsito et al., 2005), y en presencia de colesterol (Zhao et al., 2007).

Respecto a DTX, este farmaco ha alcanzado una enorme consideracion en el
tratamiento contra el cancer debido a su buen indice terapéutico y a que exhibe una
mayor eficacia comparado con Paclitaxel (Imran et al., 2020). Debido a la variacion
estructural de DTX, este es mas soluble en agua, se absorbe con mayor rapidez que
Paclitaxel y muestra ademas diferencias considerables en sus acciones citotoxicas y
antineoplasicas (da Silva et al., 2018).

A pesar de todo lo anterior, los estudios sobre la interaccion entre DTX y los
fosfolipidos son muy escasos. La interaccion entre DTX y DPPC se ha estudiado

utilizando monocapas en la interfase aire-agua (Fernandez-Botello et al., 2008), pero
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hasta donde nosotros conocemos, no se han estudiado las interacciones entre DTX y

bicapas auténticas de DPPC.
1.8.2. Trimetoxibenzoato de catequina

Las catequinas flavonoides son los componentes principales de los extractos del
té verde y existe un vasto cuerpo de evidencia cientifica que sugiere que son
responsables de la mayoria de los potenciales beneficios para la salud que se atribuyen
al consumo de té verde. Las catequinas han recibido mucha atenciéon debido a que
presentan unas actividades fisiolégicas potenciales muy amplias. Se ha descrito que
algunas catequinas tienen actividades antibacterianas, antifingicas y/o antivirales
(Mabe et al., 1999; Song et al., 2005; Park et al., 2006; Han, 2007; S. Li et al., 2011, Cui
etal., 2012; Steinmann et al., 2013) y varios estudios han mostrado como las catequinas
pueden prevenir el dafio oxidativo en muchos 6rganos (Shi et al., 2000; Yokozawa et
al., 2000; Pi kal @&t al., 2012

Una serie de estudios bioquimicos y biolégicos han hallado pruebas evidentes de
que las catequinas del té verde producen diversos efectos beneficiosos sobre el cancer,
incluyendo su prevencion, efectos sinergisticos anticancerigenos y efectos de inhibicién
de metastasis (Suganuma et al., 2016).

Las catequinas muestran muchos efectos protectores prometedores tanto
anticancerigenos como antimutagénicos en varios tipos de cancer, incluyendo los de
mama, eso6fago, préstata, estbmago, intestino delgado, colon, higado y pulmén (Fuijiki
et al., 2015). Una serie de estudios in vitro, in vivo y clinicos han establecido que las
catequinas ejercen sus efectos anticancerigenos por medio de la maodificacién de varias
rutas de sefalizacion, la mayoria de las cuales se disparan por la interaccion entre las
catequinas y un conjunto de proteinas de membrana, de moléculas intracelulares,
microdominios de membrana y la propia membrana (Negri et al., 2018).

Existen una serie indicaciones que apuntan a la membrana como diana potencial
del papel anticancerigeno de las catequinas. Las catequinas aumentan la rigidez de
diferentes células cancerosas alterando la organizacion de la membrana tanto en
melanoma (Watanabe et al., 2012) como en cancer de pulmon (Takahashi et al., 2014).
La interaccién de las catequinas con membranas fosfolipidicas afecta la activacion de la
proteina quinasa C (Kitano et al., 1997) y estudios de dinamica molécular y
espectroscopia de fluorescencia sobre modelos de membrana indican como las
catequinas interaccionan de forma intensa con las bicapas fosfolipidicas (Sirk et al.,
2008).

Se conoce que las catequinas se unen la membrana plasmatica e interaccionan

con los fraftsolipidicos. Las catequinas alteran el orden lipidico en células cancerosas
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ht29 de colon provocando la inhibicién del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(Adachi et al., 2007) y afectan a los fraftsolipidicos bloqueando la activacion de c-met
en células de cancer de prostata (Duhon et al., 2010). Ademas, existe evidencia de que
uno de los procesos principales por los que las catequinas ejercen su accion
anticancerigena es el inicio de la apoptosis mediada por los fraftsolipidicos (Watanabe
et al., 2012).

A pesar de las excelentes propiedades anticancerigenas de las catequinas del té,
éstas muestran la limitacion importante de presentar una biodisponibilidad pobre,
relacionada con su estabilidad baja en medios neutros o ligeramente alcalinos y con su
incapacidad para atravesar facilmente las membranas (Hong et al., 2002; Wu et al.,
2021; Mehmood et al., 2022). Una estrategia importante para mejorar las propiedades
de las catequinas es la modificacion estructural de la molécula de catequina, mediante
la sintesis de analogos basados en ésta y la obtencién de moléculas activas especificas
mas eficaces y mas estables (Cai et al., 2018; Z. Cheng et al., 2020).

En un intento de resolver estos problemas de biodisponibilidad, el grupo del Dr.
J. Neptuno Rodriguez-Lopez sintetizd el analogo ( 1-3)4,5-trimetoxibenzoato de
catequina (TMBC) (Saez-Ayala et al., 2011) (Figura 23). El estudio comparativo de la
actividad de este compuesto y su epimero concluy6 que ambos se comportaban como
profadrmacos que podian activarse selectivamente por la enzima tirosinasa especifica de
melanocitos (Saez-Ayala et al., 2011; Montenegro et al.,, 2016). Después de su
activacion, TMBC generaba como producto una metida de quinona estable que inhibia
fuertemente la enzima dihidrofolato reductasa de manera irreversible. Se ha mostrado
como TMBC presenta una alta actividad antiproliferativa frente a células de melanoma

y de cancer de mama (Maria F. Saez-Ayala et al., 2011; Montenegro et al., 2012).

Figura 23. Estructura quimica de (A) ( 1-3}4,5-Trihidroxibenzoato de catequina (( 1-Galato de catequina) y
(B) ( 1-3)4,5-Trimetoxibenzoato de catequina, TMBC. Las flechas sefialan las diferencias en la estructura

guimica de los dos compuestos. Fuente: Elaboracion propia.
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Esta bien establecido que la actividad biologica de las catequinas afecta a
procesos celulares dependientes de la membrana tales como la sefalizacién celular, el
ciclo celular, el metabolismo del acido araquidénico y la funcionalidad mitocondrial, y se
ha mostrado como pueden modular numerosas proteinas de membrana como la ATP-
asa de protones (Zheng et al., 2000), o varios canales i6nicos (Choi et al., 2001,
Kelemen et al., 2007; Ingolfsson et al., 2011).

Se ha mostrado que las catequinas provocan la agregacion y la liberacion de
contenidos a partir de vesiculas lipidicas (Hashimoto et al., 1999; Nakayama et al., 2000;
Tamba et al., 2007; Y. Sun et al., 2009). Ademas, se ha sugerido que las catequinas
podrian ejercer su funcibn mediante un mecanismo comuin mediado por la bicapa
lipidica (Ingdlfsson et al., 2011) y algunos autores han indicado que su interaccién con
la membrana se correlaciona con sus efectos antioxidantes y antibacterianos (Caturla
et al.,, 2003; Y. Sun et al., 2009). El caracter anfifilico de TMBC apunta a que la
membrana podria ser su lugar de accion hipotético, sin embargo, se conoce muy poco
sobre la interaccion entre este compuesto antitumoral y las membranas.

Se ha mostrado que TMBC se incorpora en membranas compuestas por los
fosfolipidos mas abundantes en las membranas eucariotas, fosfatidilcolina (How et al.,
2014) y fosfatidiletanolamina (Casado et al., 2016), donde es capaz de perturbar las
propiedades estructurales de estas bicapas fosfolipidicas. Para poder conocer en
profundidad el mecanismo de activacion y transporte de este compuesto y para explorar
otras posibles acciones biolégicas, es muy importante conocer la influencia de TMBC

sobre otros componentes lipidicos fundamentales de las membranas.
1.9. ¢ UNA TERAPIA CONTRA EL CANCER DIRIGIDA A LA MEMBRANA?

El éxito de las terapias contra el cancer, hasta ahora, se encuentra limitado por
los efectos secundarios tan graves que producen y también por los problemas de
resistencia a los farmacos. Estas cuestiones hacen que sea muy necesario explorar

nuevas dianas potenciales para la terapia contra el cancer.

Ademas de la preocupacion por el tratamiento de los tipos de cancer localizados,
hasta ahora tampoco se ha obtenido mucho éxito en el desarrollo de un tratamiento
eficaz contra la diseminacion del cancer. En las Ultimas décadas se ha observado como
la contribucion general de la quimioterapia citotoxica curativa y adyuvante no ha
resultado en una mejora sustancial de los resultados del tratamiento para la mayoria de
los tipos de cancer. Por tanto, existe claramente una necesidad urgente de buscar ideas
innovadoras y revolucionarias para desarrollar agentes quimioterapéuticos alternativos,

que actien sobre marcadores definidos que se expresen normalmente dentro de
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determinados tipos de tumores y de esta forma se mejore la selectividad de estos

antitumorales por las células cancerosas (L. T. H. Tan et al., 2017).

Se ha dedicado un esfuerzo considerable al desarrollo de nuevas estrategias
dirigidas contra el cancer, tales como agentes especificos que sean capaces de inhibir
la proliferacién celular (Parenti et al., 2014), favorecer la regulacion del ciclo celular
(Gabrielli et al., 2012) e inducir la apoptosis o la autofagia (Amaravadi et al., 2011). Sin
embargo, hay un nuevo enfoque prometedor dirigido a la membrana de la célula

cancerosa que parece haber sido poco explorado hasta ahora.

En general, la mayoria de los antitumorales que se comercializan estan
disefiados para provocar sus efectos por medio de la interaccién con proteinas o acidos
nucleicos. De hecho, se desarrollan muchas entidades moleculares nuevas para uso
clinico en funcién de la estructura determinada previamente de sus proteinas diana
(Prathipati et al.,, 2007). Sin embargo, cada vez surgen mas evidencias de la
participacion de los lipidos de membrana en la regulacion del funcionamiento de la célula
y de la actividad de las proteinas de membrana (A. G. Lee, 2011).

Puesto que muchas funciones celulares tienen lugar en o cerca de las
membranas celulares, las alteraciones en la clase o cantidad de diferentes lipidos puede
tener consecuencias patoldgicas, y por ello, se ha propuesto que se podrian desarrollar
terapias basadas en la regulacion de la estructura de los lipidos de membrana para
controlar los eventos moleculares que son de interés en varios estados patolégicos.
Todo esto ha dado lugar a la denominada terapia de lipidos de membrana (Membrane-
Lipid Therapy), cuyo objetivo es revertir el estado patolégico de la membrana celular
utilizando farmacos que afecten a la organizacion de los lipidos de membrana mediante
el principio de la estructura-funciéon y que posteriormente induzcan cambios en la

sefalizacién celular y la expresion génica (Butler et al., 2020; Torres et al., 2021).

El desarrollo de una terapia contra el cancer dirigida a la membrana es posible
por el hecho de que existen diferencias fundamentales entre la composicion de las
células normales y las cancerosas. Como hemos comentado anteriormente, las células
normales presentan en la membrana una carga total mas neutra debido a la presencia
de fosfolipidos zwitteridnicos, tales como fosfatidilcolina y esfingomielina, mientras que
fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina se localizan en la monocapa interna de la
membrana. Un grupo de ATP-asas de tipo P, que actian como traslocasas de
aminofosfolipidos, utilizan la hidrélisis de ATP para mover la fosfatidilserina y la
fosfatidiletanolamina de la monocapa externa hacia la monocapa citosoélica interna y

mantienen esta distribucion asimétrica de los fosfolipidos.



63
Elisa Aranda Serna

A diferencia de las células normales, las células apoptoticas y las células
cancerosas pierden esta capacidad de mantener la asimetria de la fosfatidiserina, dando
lugar a la exposicion de este lipido en la monocapa externa de la membrana (L. T. H.
Tan et al, 2017). Comentamos anteriormente como fosfatidilserina vy
fosfatidiletanolamina se han convertido en dianas para algunas estrategias de liberacion
dirigida de farmacos con el objetivo de tratar la enfermedad de forma eficaz y con los
minimos efectos secundarios perjudiciales. Este cambio en el perfil de los lipidos de
membrana no se limita a los glicerofosfolipidos, sino que se produce una auténtica

reprogramacion del metabolismo lipidico.

No es sorprendente que las células cancerosas, y también otros tipos celulares
del microambiente del tumor, exploten diversas formas de adquirir lipidos y reconfigurar
su metabolismo como una parte de la reprogramacion del metabolismo impulsada por
las sefiales oncogénicas. Los cambios resultantes en el destino y la composicion de los
lipidos ayudan a las células cancerosas a prosperar en el microambiente cambiante,
sosteniendo las funciones oncogénicas clave y las sefias de identidad del cancer,
incluyendo el metabolismo energético celular, promoviendo la sefalizacion oncogénica
de retroalimentacion, resistiendo el estrés oxidativo y otros tipos de estrés, regulando la

comunicacion intercelular y la respuesta inmune.

A la vista del papel central que juegan los lipidos y la alteracién del metabolismo
lipidico en la patofisiologia del cancer, la explotacién del metabolismo lipidico como
diana potencial para la terapia contra el cancer se ha convertido en un area de
investigacion potencial. Apoyado en la relacion estrecha que existe entre el metabolismo
lipidico alterado y los procesos patoldgicos, los perfiles lipidicos especificos estan
emergiendo como marcadores excepcionales de la enfermedad, con gran potencial
diagnostico, pronéstico y predictivo. Todo esta evidencia cientifica esta convirtiendo a la
reprogramacion del metabolismo lipidico en una emergente nueva sefia de identidad del
cancer (Butler et al., 2020).

El modo de accion de la mayoria del arsenal de agentes quimioterapéuticos
efectivos que se utiliza en la actualidad se conoce bien. Por ejemplo, vinblastina inhibe
la dinamica de los microtubulos, bleomicina interacciona con el ADN provocando
escisiones en su lugar de unién en las hebras, o adriamicina inhibe la topoisomerasa.
Estos farmacos se descubrieron a finales de los afios sesenta y comienzos de los

setenta y afectan tanto a las células cancerosas como a las normales.

De forma paralela, emergio una nueva clase de farmacos lipidicos sintéticos, que

se denominaron lipidos antitumorales sintéticos, que mostraban toxicidad selectiva
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hacia las células cancerosas y respetaban a las normales. Muy pronto se aceptd que
estos lipidos sintéticos no actuaban sobre los &cidos nucleicos y, por tanto, no eran
mutagénicos y las investigaciones sobre su modo de accibn se centraron

especificamente en determinar cudl era su proteina diana.

Los resultados de esas investigaciones apuntaron a una multitud de proteinas y
a diversas rutas de sefializacién, lo que llevé a un escenario bastante confuso. A pesar
del entusiasmo inicial basado en su eficacia en estudios preclinicos, la falta de éxito en
los ensayos clinicos dio como resultado un uso muy limitado de estos lipidos como
agentes anticancerigenos. La falta de entendimiento de su mecanismo de accion y las
escasas expectativas de que estos compuestos debian tener una proteina o una ruta de
sefializacién especifica como dianas celulares han impedido obtener mejores

resultados.

El aumento tan espectacular del conocimiento sobre la bioactividad de los lipidos,
que se ha producido en los ultimos veinte afios, ha cambiado el punto de vista de la
funcion y el impacto que tienen los lipidos y la composicion lipidica sobre las membranas
celulares. Como resultado, la comunidad cientifica se encuentra actualmente en una
posicion mejor para considerar la accion de estos farmacos desde una perspectiva

renovada centrada en los lipidos y la membrana (Zaremberg et al., 2019).

En la actualidad, se considera que los lipidos antitumorales son agentes que se
dirigen a la membrana y alteran su organizacion. Se ha propuesto que estos farmacos
se insertan en las membranas de las células cancerosas e inducen alteraciones
biofisicas de su organizacion, afectando a las sefiales reguladoras del crecimiento, las
cuales necesitan de unos dominios lipidicos concretos para utilizarlos como armazén
para su ensamblaje y funcionamiento. Estos lipidos antitumorales, al alterar las
membranas, inhiben muchas rutas de supervivencia al tiempo que activan sefiales pro

apoptéticas que van a conducir a la muerte celular (Rios-Marco et al., 2017).

Estos lipidos antitumorales son alquilfosfolipidos que son parecidos a los éteres
lipidicos naturales y, por tanto, carecen de enlaces éster, lo que les hace mas resistentes
a la degradacion por lipasas. Varios de estos alquilfosfolipidos estan actualmente en

uso clinico, incluyendo a mitelfosina, edelfosina y perfosina.

Edelfosina se ha estudiado en una gran variedad de tipos de cancer, en lineas
celulares modelo, este farmaco inhibe rutas de supervivencia como MAPK/ERK y
Akt/PKB y activa el receptor de muerte celular Fas/CD95, y, ademas, muestra una
selectividad significativa hacia las células cancerosas. En animales modelo, edelfosina

muestra una acumulacion mayor en tejidos cancerosos y es mas activa frente a varios
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tipos de cancer. Se ha demostrado que edelfosina, en ensayos clinicos en fase l y Il, es
segura y posiblemente eficaz. Recientemente se han ensayado alquilfosfolipidos como
edelfosina conjugados con otros farmacos para dirigirlos hacia el metabolismo lipidico,
y se estdn uilizando en nanoensamblajes con otros quimioterapéuticos como

nanomedicinas (Butler et al., 2020).

En este sentido, se ha mostrado como el enriquecimiento de la membrana con
acido docohexanoico reduce la proliferacion celular mediada por el receptor del factor
de crecimiento epidérmico y su sefalizacion al interior celular, que es responsable de la
formacion de muchos tipos de cancer incluyendo el colo-rectal, mediante la reduccién
de la rigidez de la membrana y el tamafio de los agregados de los receptores
reorganizando los nanodominios proteolipidicos (Fuentes et al., 2021). Recientemente,
una empresa biotecnoldgica espafiola, Laminar Pharma, ha obtenido por parte de la US
Food and Drug Administration la designacién por via rapida (fast track designation) para
la investigacién de su compuesto LAM561, el acido 2-hidroxioléico (Torres et al., 2021),

para el tratamiento de pacientes con glioblastoma.

Desde la perspectiva de la terapia contra el cancer dirigida a la membrana, es
obvio que el estudio de la interaccién entre los antitumorales y la membrana adquiere

una importancia fundamental.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La membrana celular es un componente fundamental de la célula debido no solo
a sus funciones estructurales, sino también a su relacion con receptores, sefalizacion,
actividad enzimatica y procesos, entre otros, de fusion-fisibn, de endocitosis y de
transporte y siendo, ademas, responsable de la interaccién entre las células y el medio
que las rodea. De esta forma, la investigacion sobre las membranas ha evolucionado en
su forma de contemplar esta estructura, desde una barrera simple entre dos
compartimentos acuosos hasta una estructura con funciones biolégicas, mas compleja

e interesante y con una identidad intrinseca a cada tipo de célula o enfermedad.

La gran complejidad composicional de los lipidos, su versatilidad y su distribucién
e interacciones, estan relacionados con las funciones especificas de la bicapa lipidica y
determinan las caracteristicas de la membrana e incluso de la célula. Los estudios sobre
los lipidos han demostrado que son la clave para comprender y asimilar la complejidad
de los mecanismos celulares y sus patologias relacionadas. En este sentido, esta
adquiriendo importancia areas de investigaciéon como la Biofisica de Membranas (Zalba
et al., 2017).

Esta tesis doctoral se enmarca dentro este concepto actual de las membranas y
se centra en el estudio a escala molecular de la interaccion de dos antitumorales,
Docetaxel y trimetoxibenzoato de catequina, con membranas lipidicas compuestas por
fosfolipidos de gran importancia en la estructura y funcién de las membranas celulares.
Estos estudios se llevaran a cabo mediante la utilizacion de varias técnicas fisicas
experimentales y también se realizaran simulaciones por ordenador mediante técnicas

de dinamica molecular.

El objetivo general es comprender la alteracion que estos antitumorales
producen en las propiedades estructurales de las membranas, para aumentar nuestro
conocimiento sobre la relacién que existe entre los efectos sobre esta estructura celular
y el mecanismo de su actividad anticancerigena, asi como de sus efectos secundarios

toxicos y otras actividades biol6gicas importantes.
Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Estudiar la interaccién del antitumoral Docetaxel con membranas compuestas
por fosfatidilcolina, que es la especie de fosfolipido méas abundante en las
membranas eucariotas.

2. Examinar el efecto de una catequina semisintética anticancerigena,

trimetoxibenzoato de catequina, sobre membranas de fosfatidilserina, que es un
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fosfolipido anionico muy importante desde el punto de vista de la funcionalidad
de la membrana y que recientemente se ha propuesto como marcador tumoral.
Analizar el efecto del analogo de catequina sobre membranas compuestas por
fosfatidilglicerol, fosfolipido aniénico predominante en las mitocondrias y modelo
de membrana bacteriana.

Investigar la interaccion entre trimetoxibenzoato de catequina y membranas de
fosfatidiletanolamina, fosfolipido que también se ha propuesto como marcador
tumoral, y que tiene la tendencia a formar fases no lamelares invertidas que se

correlacionan con numerosas actividades de proteinas de membrana.
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3. METODOLOGIA

Para alcanzar los objetivos propuestos anteriormente, en esta tesis doctoral se
han utilizado sistemas biomiméticos de membrana compuestos por cuatro clases
diferentes de fosfolipidos y dos antitumorales. El estudio de la interaccibn molecular
entre los sistemas de membrana y los compuestos anticancerigenos se ha realizado
mediante el empleo de diversas técnicas fisicas experimentales, que incluyen
calorimetria diferencial de barrido, difraccion de rayos-X, espectroscopia de infrarrojo y
en algun caso espectroscopia de fluorescencia. Ademas, se ha realizado un estudio de
estas interacciones mediante simulaciones de dindmica molecular. A continuacion, se

describen los fundamentos basicos de estas técnicas.
3.1. MEMBRANAS BIOMIMETICAS

La organizacién molecular de las membranas biolégicas y sus interacciones con
los espacios extracelular e intracelular son determinantes en la funcién celular. El
analisis de estas caracteristicas es esencial para la medicina molecular y es critico para
comprender el mecanismo a escala molecular de la interaccion de los compuestos
antitumorales con la membrana. Sin embargo, es bien sabido que los constituyentes de
la membrana no se encuentran siempre organizados de forma homogénea en la bicapa

lipidica, sino que mas bien se organizan en microdominios laterales complejos.

La organizacién heterogénea de los lipidos, junto a la gran variedad de lipidos
con propiedades fisicas diferentes y distintivas, por ejemplo, area transversal, fluidez,
carga eléctrica, peso molecular, hace que las membranas lipidicas sean estructuras
extremadamente complejas. Ademas, las asociaciones covalentes con las proteinas y
los hidratos de carbono complican mas la estructura de la membrana (Peetla et al.,
2009).

Esta gran complejidad y diversidad de las membranas biolégicas impide el
estudio de la interaccion entre los compuestos anticancerigenos con la membrana. Para
superar estos obstaculos, se han desarrollado una serie de modelos simplificados de la
membrana que se centran en los lipidos, que son los constituyentes principales de las

membranas.

Las membranas biomiméticas son sistemas cuya organizacion imita mejor la
disposicién de lipidos que se encuentra en las membranas naturales. Estos modelos
ofrecen una forma alternativa para el estudio de las interacciones de compuestos de

interés bioldgico con la membrana y permiten realizar investigaciones especificas, bajo



74 Interaccién de compuestos antitumorales con membranas lipidicas

condiciones muy definidas y controladas, de fenébmenos bioldgicos particulares que se

produzcan a nivel de la membrana.

Estos sistemas son herramientas in vitro adecuadas para estudiar las
propiedades de la membrana y sus interacciones con compuestos antitumorales; estos
modelos de membrana pueden mimetizar el contenido lipidico de las membranas
biolégicas en condiciones tanto fisiolégicas como patoldgicas y, por tanto, se pueden
utilizar para estudiar varios parametros que puedan predecir la interaccién de estos

compuestos con la membrana (H. Li et al., 2018).

Estos modelos de membrana son sistemas lipidicos, que son sencillos desde el
punto de vista fisico, pero detrds de esta simplicidad, las membranas biomiméticas
incorporan las caracteristicas mas importantes de las membranas biolégicas, como son
el empaquetamiento molecular, la fase en la que se organizan los lipidos, la presion
lateral, la composicién lipidica, el pH, la fuerza iénica o la temperatura. En estos modelos
es posible controlar varios de estos parametros fisicos y, por ello, las membranas
biomiméticas son instrumentos apropiados para el estudio de la interaccion de los

antitumorales con las membranas (Andrade et al., 2021).

Se han desarrollado una gran variedad de membranas biomiméticas que
reducen la complejidad, pero que mimetizan las propiedades mas importantes de las
membranas biol6gicas. Estas aproximaciones biomiméticas incluyen: liposomas,
micelas, bicelas, monocapas de Langmuir, nanodiscos de bicapas lipidicas, membranas
lipidicas negras, bicapas lipidicas en soportes, membranas lipidicas en bicapas
ancladas, membranas acolchadas con polimeros, etc. (Sebaaly et al., 2019). Cada una
de las anteriores membranas biomiméticas tiene sus ventajas y desventajas, y la
eleccién del modelo apropiado debe realizarse atendiendo a las caracteristicas del

modelo y a las propiedades intrinsecas de la naturaleza del estudio que se va a realizar.

Los estudios a escala molecular de la interaccion de compuestos de interés
biol6gico con la membrana que se llevan a cabo mediante de técnicas biofisicas, como
las que se usan en esta tesis doctoral, utilizan mayoritariamente como membranas
biomiméticas a los liposomas. Los liposomas son vesiculas constituidas por una 0 mas
bicapas lipidicas orientadas concéntricamente alrededor de un compartimento acuoso.
Estas vesiculas se pueden preparar con diferente composicién de lipidos, que se
aproximen a la composicion de las membranas in vivo o se pueden preparar con un solo
componente lipidico para determinar las caracteristicas de la interaccion con especies

lipidicas individuales.
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Los liposomas presentan la ventaja sobre otros modelos de que son los mas
parecidos a las membranas biolégicas. Por tanto, los liposomas son los modelos
biomiméticos mas versatiles que se utilizan para una gran variedad de estudios

experimentales.

MLV GUV LUV  SUV

Medio
acusoso @

100-1000 nm <100 nm

Figura 24. Representacion esquematica de las diferentes clases de liposomas en funcién de su tamafio y
numero de bicapas. MLV, vesiculas multilamelares; GUV, vesiculas unilamelares gigantes; LUV, vesiculas
unilamelares grandes; SUV, vesiculas unilamelares pequefias. MA, medio acuoso. Fuente: Elaboracion
propia.

Los liposomas se pueden clasificar atendiendo a su tamafio y al nimero de
bicapas que contienen (Figura 24). Dependiendo del modo de preparacion, el tamafio
de los liposomas puede variar entre unas pocas decenas de nm hasta mas de 1000 nm.
Asi encontramos las vesiculas multilamelares (multilamellar vesicles, MLV) que estan
formados por bicapas concéntricas, a modo de capas de cebolla, y alcanzan tamafios
de hasta 1000 nm; las vesiculas unilamelares gigantes (giant unilamellar vesicles) que
contienen una sola bicapa y alcanzan tamafios de hasta decenas de nm; las vesiculas
unilamelares grandes (large unilamellar vesicles, LUV) de tamafio entre 100 y 1000 nm;
y las vesiculas unilamelares pequefias (small unilamellar vesicles, SUV) de un tamafio
menor de 100 nm (H. Li et al., 2018; Andrade et al., 2021).

Los liposomas mas adecuados para analizar la interaccion de los antitumorales
con las membranas lipidicas son las vesiculas multilamelares (MLV), puesto que la
presencia de mdultiples bicapas hace que presenten una transicion de fase muy
cooperativa y puedan ser analizados en detalle mediante DSC y espectroscopia de
FTIR. Ademas, debido a la presencia de ordenamiento periddico de gran alcance,
pueden ser estudiados mediante difraccién de rayos X. Estas vesiculas multilamelares
se prepararon siguiendo el método de la hidratacion de pelicula delgada y agitacion
manual (Antimisiaris et al., 2007; H. Zhang, 2017).
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Figura 25. Esquema de la preparacion de las membranas biomiméticas mediante el método de la

hidratacién de una pelicula delgada de lipido. Fuente: Elaboracién propia.

Un esquema de la preparacion de estas membranas biomiméticas se resume en
la Figura 25 y esencialmente se lleva a cabo de la siguiente manera: los fosfolipidos y
los compuestos anticancerigenos se disuelven en disolventes organicos, se mezclan en
un tubo de ensayo ancho cantidades apropiadas de estas disoluciones para alcanzar

las relaciones molares necesarias y se evapora el disolvente organico secando bajo una
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corriente de gas nitrogeno (libre de oxigeno). Posteriormente se eliminan las Ultimas
trazas de disolvente sometiendo la pelicula seca a vacio durante varias horas y, una vez
obtenida esta pelicula, en el fondo del tubo se afiade un volumen de tampon acuoso y
se hidrata la muestra calentando en un bafio a temperatura por encima de la transicion
de fase de gel a liquido cristalina del fosfolipido agitandolo repetidas veces hasta

conseguir una suspension turbia de las vesiculas multilamelares.

Se debe tener en cuenta que, si se utilizan fosfolipidos con cadenas
hidrocarbonadas insaturadas, los dobles enlaces en los atomos de carbono se oxidan
facilmente en el laboratorio y que los grupos polares de la cabeza de fosfatidilserina, y
en menor extension fosfatidiletanolamina, también se oxidan facilmente. Los lipidos
oxidados presentan en la membrana propiedades diferentes a los no oxidados, por
tanto, los protocolos experimentales tienen que incluir condiciones anaerobias, que
normalmente se consiguen trabajando con los lipidos en una atmdsfera inerte. Algunos
lipidos se manejan mejor a bajos niveles de luz, ya que la luz también puede favorecer
la oxidacién. Finalmente, los lipidos se tienen que almacenar en congelador a -80 °C,
puesto que la temperatura puede afectar también a la estabilidad de los lipidos (Yeagle,
2016b).

3.2. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

La calorimetria diferencial de barrido (differential scanning calorimetry, DSC) es
una técnica fisica no perturbadora simple pero poderosa, que es muy adecuada para
detectar y caracterizar termodinamicamente las transiciones de fase termotrépicas tanto
en sistemas lipidicos modelo como en membranas biolégicas. La técnica implica el
calentamiento simultdneo de una muestra y de una referencia inerte (un material de
masa térmica y capacidad calorifica comparable a la muestra, pero que no sufre eventos
termotropicos en el rango de temperaturas de interés) a una velocidad predeterminada

y constante en un calorimetro.

El calorimetro esté disefiado para medir la velocidad diferencial del flujo de calor
hacia la muestra en relacion con la referencia y nos permite determinar la variacién de
la capacidad calorifica de la muestra en funcion de la temperatura (Lewis, Mannock, et
al., 2007; Mavromoustakos, 2007).

En los estudios de las transiciones de fase de los sistemas lipidicos se utilizan
calorimetros de sensibilidad alta que permiten medir muestras liquidas a
concentraciones muy por debajo de 5 mM. En nuestro caso, hemos utilizado el
calorimetro de alta sensibilidad MicroCal PEAQ DSC (Malvern Panalytical, Malvern,
U.K.).
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A temperaturas alejadas de cualquier suceso termotrépico. Las temperaturas de
la muestra y de la referencia cambian de forma lineal con el tiempo y la diferencia de
temperaturas entre ellas permanece constante. En estas condiciones, el calorimetro
registra una diferencia constante entre las velocidades de flujo de calor hacia la muestra
y hacia la referencia, lo que idealmente se refleja en una linea base recta y horizontal
(Chiu et al., 2011). Cuando la muestra comienza a sufrir una transicién termotropica
(como la fusion de los lipidos) el calor que normalmente se usaba para aumentar la
temperatura de la muestra se utiliza ahora para fundir la muestra y como consecuencia
la temperatura de la muestra se retarda en comparacion con la de la referencia. Esta
diferencia de temperatura momentanea es detectada por el sensor de temperatura, cuya
sefial eléctrica comanda al sistema de compensacién, que suministra un exceso de
potencia eléctrica a la célula de menor temperatura para restablecer rapidamente la

igualdad de temperaturas.
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Figura 26. Representacion esquematica de un termograma obtenido mediante calorimetria diferencial de

barrido mostrando una transicion termotrdpica endotérmica y otra exotérmica. Fuente: Elaboracién propia.

La sefial que se registra es proporcional a esta potencia de exceso o
compensacion y ésta, a velocidad de barrido constante, es directamente proporcional a
la diferencia de capacidad calorifica entre ambas células. La absorcion de energia
térmica adicional requerida por la célula de la muestra para mantener la misma
temperatura que la célula de referencia se correspondera con el exceso de capacidad
calorifica que ocurre cuando en el sistema lipidico se produce una transicion
endotérmica (lo contrario ocurriria cuando se produjera un proceso exotérmico, es decir,
se requerird menos calor para la muestra que para la referencia para mantener un

cambio estacionario de temperatura) (Kinnunen et al., 2003). Cuando finaliza el evento
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termotrépico, el calorimetro reestablece la linea base original y genera un grafico del
flujo de calor en funcion de la temperatura, que se conoce como termograma (Figura
26).

Por tanto, si podemos medir la capacidad calorifica (a presion constante), Cp,
para un sistema determinado a diferentes temperaturas, las transiciones termotrépicas
se observaran como cambios bruscos de C, a determinadas temperaturas, las

temperaturas de transicion.

El analisis cuantitativo de los datos obtenidos mediante DSC es bastante directo.
Los tres principales parametros que se derivan de los termogramas son: las
temperaturas de transicién, la anchura de la transicion y el cambio de la entalpia de la

transicion (Figura 27).

Tm

T

Figura 27. Principales parametros termodindmicos obtenidos de un termograma de DSC. Fuente:

Elaboracion propia.

En algunos estudios se determina la temperatura en el punto medio de la
transicion, Tm, es decir la temperatura a la que se alcanza el maximo de la capacidad
calorifica, sin embargo, las dos temperaturas mas significativas son la temperatura de
inicio de la transicién, Tc, (cuando la curva se desvia primero de la linea base) y también
la temperatura de finalizacién de la transicion, Te, (cuando la curva retorna a la linea
base). Estas dos temperaturas son importantes porque permiten la construccion de
diagramas parciales de fase de los fosfolipidos en mezclas con otras moléculas, en

nuestro caso los antitumorales.

La forma del termograma viene descrita por la anchura de la transicién a media

altura del pico (DT.). Este parametro, que es muy Util para evaluar la pureza de los
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fosfolipidos y para determinar las interacciones con los mismos, proporciona

informacion sobre la agudeza, es decir, sobre la cooperatividad de la transicién de fase.

El cambio de entalpia (y también el cambio de entropia) asociado con la
transicion de fase se puede calcular numéricamente sobre la base de los datos
experimentales del exceso de capacidad calorifica en funcion de la temperatura. Como
la presibn se mantiene constante, lo que se determina es la capacidad calorifica a
presion constante, Cp, que se define como:

0 — YO _oQvY
entonces, el cambio de entalpia DH asociado con la transicion se obtiene integrando la
curva experimental de C, frente a T sobre el rango de temperatura de la transicion, es

decir, se obtiene calculando el area del pico de la transicién en el termograma (Raudino
et al., 2013).

La Figura 28 muestra el termograma, obtenido mediante DSC de alta
sensibilidad, del comportamiento de fase de suspensiones acuosas de DPPC. La
transicion termotrépica de la fase gel inclinadaLbd6 hast a | a f asé, geé ondl
detecta como un pico bastante cooperativo cerca de los 35 °C, y poco energético, con

un cambio de entalpia de unas 1,5 Kcal/mol. A este pico se le denomina pretransicion.
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Figura 28. Termograma de DSC de una dispersion de DPPC en medio acuoso, mostrando su

comportamiento de fase. Velocidad de calentamiento, 1 °C/min. Fuente: Elaboracién propia.

Al aumentar la temperatura, el fosfolipido sufre la transicion de la fase gel

ondulada a la fase liquido cristalina La. A esta transicion se le denomina transicion
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principal, debido al gran cambio de entalpia en comparacién con otras transiciones del

mismo sistema. Esta transicibn es muy cooperativa, tiene lugar sobre los 41 °C, y

presenta un cambio de entalpia de unas 8,5 Kcal/mol.

érmico

r

Endot

I

Transicién
principal

:

20 30 40
Temperatura (°C)

Figura 29. Termograma de DSC de una dispersion de DMPS en medio acuoso, mostrando su

comportamiento de fase. Velocidad de calentamiento, 1 °C/min. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 30. Termograma de DSC de una dispersion de DEPE en medio acuoso, mostrando su

comportamiento de fase. Velocidad de calentamiento, 1 °C/min. Fuente: Elaboracién propia.

La Figura 29 muestra el comportamiento de fase de DMPS. Las fosfatidilserinas

no pueden formar fases gel inclinadas, sino que forman la fase gel normal Lb. En este
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caso, la transicion de la fase gel normal a la fase liquido cristalina La tiene lugar sin la
formacion de ningun intermediario ondulado, por medio de una transicién principal que
presenta caracteristicas similares a la observada en DPPC. La transicién principal en

DMPS aparece cerca de los 36 °C y con un cambio de entalpia de unas 7,5 Kcal/mol.

Al igual que las fosfatidilserinas, las fosfatidiletanolaminas (Figura 30) sufren la
transicion principal desde la fase gel normal Lb a la fase liquido cristalina La. La
transicion principal en el caso de DEPE, aparece cerca de 37 °C, y con un cambio de
entalpia de unas 7 Kcal/mol.

Las fosfatidiletanolaminas sufren una transicién termotropica desde la fase
lamelar a la fase hexagonal Hy, que tiene lugar a temperaturas mas elevadas que la
transicion fase de gel a liquido cristalina y que puede también detectarse mediante DSC.
En el caso de DEPE la transicion lamelar a fase hexagonal Hy tiene lugar cerca de los
64 °C y es muy poco energética, con un cambio de entalpia de solo unas 0,65 Kcal/mol.

3.3. DIFRACCION DE RAYOS X

La Unica técnica experimental que puede proporcionar informacién estructural a
escala de A de las diferentes fases en las que se pueden organizar los lipidos en
sistemas modelo, es la difraccién de rayos X. Esta técnica es, por tanto, muy valiosa y
muy adecuada para estudiar la estructura y la dindmica de los lipidos de membrana en
condiciones casi fisioldgicas y nos permite inspeccionar los cambios estructurales de
sistemas biomiméticos de membrana que se pueden producir al alterar parametros
como la temperatura, el pH, la fuerza ib6nica, o la presencia en la membrana de

compuestos con actividad biologica (Pabst et al., 2007).

La difraccién de rayos X ofrece una forma informativa y practica de estudiar el
polimorfismo lipidico mediante una aproximacion sencilla que, en la mayoria de los
casos, no requiere procedimientos minuciosos de analisis de datos. De hecho, los
métodos de difraccién de rayos X han llegado a ser comparables en su sencillez a las
técnicas espectroscopicas o termodinamicas y se han convertido en un componente

integrado en el arsenal metodoldgico de los estudios de membranas.

Las caracteristicas de las fases liquido cristalinas de exhibir periodicidad a gran
escala y desorden a corto alcance, dan lugar a un namero reducido de difracciones
agudas a partir de estas muestras. En teoria, los rayos difractados deberian ser tan
agudos como el haz incidente, pero, sin embargo, en la practica las lineas se ensanchan

debido a una serie de factores como el tamafio de los cristalitos y el desorden.
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En la difraccion de rayos X la muestra se irradia con un haz de rayos X paralelos
de una longitud de onda comparable a las distancias atomicas y se difracta en todas las
direcciones a partir de los electrones de la muestra. Cuando los rayos X inciden en un
conjunto de puntos en una red, se producen difracciones maximas en ciertas direcciones
cuando los rayos X difractados se encuentran en fase. Esto se va a producir siempre
gue exista una distribucion periodica de la densidad electronica, sin importar si esos
puntos son atomos, moléculas o un conjunto de moléculas tales como las presentes en

los agregados lipidicos (Rappolt, 2006).

Para que los rayos X difractados por los diferentes planos de difraccién
interfieran de forma constructiva y den lugar a un pico de difraccion, los rayos tienen que
llegar al detector en fase y, por tanto, la diferencia del camino que recorren debe ser un
multiplo entero, n, de la longitud de onda, |, de los rayos X, tal y como describe la

ecuacion de Bragg:

E_ Qi Q&
donde n es el orden de la reflexion, | es la longitud de onda de la radiacion, d es la
distancia entre los planos repetidos en la red, y 2q es el angulo de difraccién (Tyler et

al., 2015).

Detector

Muestra lipidica
(polvo cristalino)
Haz de rayos X

incidente

Figura 31. Esquema de la difraccién de un haz de rayos X a través de una muestra lipidica (polvo cristalino).

Fuente: Elaboracion propia.

Las fases lipidicas se encuentran presentes en dominios cristalinos
microscépicos, que estan orientados al azar a lo largo de la muestra, por tanto, el haz
de rayos X (cuya seccion transversal es mucho mas grande que los cristalitos
i ndi vi dual e ss)a situacibrgde an pdlwo eristalino (Figura 31). Esto tiene el

efecto de que todos los planos cristalinos cumplen la condicion de Bragg de forma
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simultdnea, lo que produce un patrén de difraccion en polvo compuesto por anillos

concéntricos en la direccién del haz de rayos X primario (Kriechbaum et al., 1996).

Si se dispone de buena resolucion, el patron de difraccién proporciona toda la
informacidn necesaria para definir la simetria y las dimensiones de la celda de la unidad
cristalografica. En el caso de las dispersiones de fosfolipidos, si se exceptia a las
estructuras cubicas complejas, el problema se simplifica mucho porgue normalmente
para definir la simetria y las dimensiones relevantes, solo se necesitan relativamente
pocas reflexiones. Esto se debe a la naturaleza de su estado liquido cristalino, es decir,
al hecho de que la regularidad estructural solo se expresa a escala supramolecular,
mientras que los grupos atémicos no se encuentran fijos en un cristal ordenado a gran

escala.

De la ecuacion de Bragg expuesta anteriormente se desprende que existe una
reciprocidad entre las distancias repetitivas en el espacio real de la muestra y el angulo
de difraccion 2q. De esta forma, a partir de distancias grandes se generaran sefiales de
difraccion de angulo pequefio y a partir de distancias pequefias se generaran sefales
de difraccion de angulo ancho. Por tanto, algunas medidas se tienen que realizar
mediante difraccion de rayos X de angulo pequefio (Small Angle X-ray Diffraction,
SAXD) y otras mediante difraccion de angulo ancho (Wide Angle X-ray Diffraction,
WAXD) (Figura 32).

Detector
WAXD

Haz
difractado

d = nX /2sen0 T
ngulo de
difraccion Detector

Haz

difractado SAXD
Angulo de
9¢ difraccion

(pequeﬁo)

ancho
20 ( )

Haz de rayos-X
incidente

(primario) /%
d<<d

Figura 32. Esquema de la difraccién de rayos X de angulo pequefio (SAXD) y de angulo ancho (WAXD).
Fuente: Elaboracion propia.
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Como fuente de rayos X se utilizo la radiacion K Udel Cu filtrada a través de
niquel, producida por un generador Philips PW3830 operando a 50 kV y 30 mA. La
camara de difraccién que se ha utilizado en esta tesis doctoral, es una camara Kratky
compacta (MBraum-Graz-Optical Systems, Graz, Austria) que tiene dos detectores
acoplados al sistema de adquisicién de datos central y permite la medida simultdnea en
los angulos pequefio y ancho.

Las redes supramoleculares de las fases polimoérficas que forman los lipidos
suelen tener distancias caracteristicas del orden de diez a algunos cientos de A. Por
tanto, el ordenamiento de gran alcance de estas estructuras aparece en la region de
SAXD del patrén de difraccion y es importante para obtener informacion, en primer lugar,
de la estructura de la fase en la que se organiza el agregado lipidico (lamelar, hexagonal
Hy, etc.) y también de los parametros de la red tales como la distancia repetitiva
interlamelar (la suma del grosor de la bicapa lipidica y el grosor de la capa adyacente
de agua interlamelar). Esta distancia, d, se puede utilizar para proporcionar informacién

sobre el grosor de la bicapa lipidica.

Difraccion de rayos X de angulo pequefio (SAXD)

d
Fase lamelar
1
= 62.4 (Bicapa) 640 Fase hexagonal H,
3
E 13
g b 13 9 412
E 31.2 1/4 a2

20.8 156

| T T | 1 1 (I T | 1 |
80 60 40 20 80 60 40 20
Distancia (A)

Figura 33. Relaciones de los picos de Bragg (SAXD) para la caracterizacion de la fase polimérfica que
adoptan los sistemas lipidicos. Izquierda, fase lamelar; derecha, fase hexagonal Hi. Fuente: Elaboracion
propia.

Los grupos espaciales y los parametros de la fase que adoptan los agregados
lipidicos vienen determinados por la posicion de las reflexiones del patrén de difraccion,
los denominados picos de Bragg, cuyas distancias aparecen a relaciones
caracteristicas. Las relaciones sencillas para las posiciones de los picos de Bragg
(distancias), que proporcionan la huella dactilar de las fases lipidicas que se observan

con mas frecuencia, son las siguientes (Figura 33):
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Fase | amel ar : 1 1/ 2 1/ 3 1/ 4 é. . : 1/

en esta fase lamelar, la distancia a la que aparece la reflexion de primer orden
coincide con la distancia repetitiva interlamelar, d (Tyler et al., 2015).

Fase hexagonal Hy: 1 1/ a3 : .1/ 2 1/ a7 : 1/ 3 é.

en esta fase hexagonal Hy, el diametro de los tubulos lipidicos, a, que forma la
estructura hexagonal que configura esta fase, se puede calcular multiplicando por dos
la distancia de la reflexién de segundo orden del patron de reflexion (Killian et al., 1986).
c¢Q
Vio
Fase c%bica: 1 1/ a2 1/ a3 : 1/ 2 1/ &8
la caracterizacion de las estructuras complejas requiere de la indexacién de un

gran numero de reflexiones individuales, y puede ser un procedimiento bastante
complejo (Tenchov et al., 2012).

Difraccion de rayos X de angulo ancho (WAXD)

Fase gel Fase gel Fase
inclinada normal Liguido cristalina
Lp’ LB
®©
s 4.2
R ; 4
] ):. 4.1 ,5
% H \-\ i 4.5
4.5 4.0 35 45 4.0 3.5 4.5 4.0 3.5
Distancia (A)

Figura 34. Patrones de difraccion de rayos X de angulo ancho (WAXD) para los diferentes
empaquetamientos de las cadenas acilicas de las diferentes fases lipidicas. Fuente: Elaboracion propia.
De la region de angulo ancho del patron de reflexion de los sistemas lipidicos
también se puede obtener informacién importante que corresponde al modo del
empaquetamiento de las cadenas acilicas de los lipidos. De esta forma se pueden

diferenciar las fases gel y la fase liquido cristalina. Las caracteristicas son las siguientes
(Figura 34):

- fase gel inclinada Lbé : |l as cadenas se organizan en
pseudohexagonal, que se caracteriza por presentar un pico prominente a 4,2 A
y un hombro sobre los 4,1 A.

- fase gel normal Lb: las cadenas se organizan en un empaquetamiento

hexagonal, que se caracteriza por presentar un pico sobre los 4,1 A.

-
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- fase liquido cristalina: este estado desordenado muestra una reflexion muy

ancha centrada sobre los 4,5 A (Tyler et al., 2015).

"'--\_ s
O —_
- :
< =
= S
c O
=) =
8060 40 20 -40 -20 0 20 40

d (A) Z(A)

Figura 35. Izquierda: Patron experimental de SAXD (circulos), y mejor ajuste al patrén experimental (linea
sdlida) utilizando el programa GAP. Derecha: Perfil de densidad electrénica en una dimension, calculado a
partir del patrén de SAXD, El ejemplo corresponde a bicapas de DPPC en la fase liquido cristalina. Fuente:
Elaboracion propia.

Es posible analizar los datos obtenidos con SAXD para obtener informacion
estructural adicional de los agregados lipidicos. En esta tesis doctoral se ha utilizado el
programa de andlisis global (Global Analysis Program, GAP), desarrollado por el Prof.
Georg Pabst de la Universidad de Graz (Austria) y obtenido del autor. La membrana, en
este programa, se modela como una lamina de extension lateral infinita con un perfil de
densidad electronica que se toma como dado por la suma de dos gaussianas del grupo
polar de anchura sy y posicion + Zy, y también por una gaussiana de la cadena
hidrocarbonada de anchura s y amplitud negativa localizada en el centro de la bicapa
en Z = 0. Este programa ajusta todo el rango del vector de dispersion, q, del patron
SAXD de las fases lamelares, en particular las fases Lbo ,b, ylLa (Pabst et al., 2000,
2003).

La ejecucion correcta del programa genera dos archivos. El primero de ellos
contiene la informacion del ajuste del patron de difraccion y el segundo los datos para
construir el perfil de densidad electrénica. Un ejemplo de este tipo de ajuste y del perfil

de densidad electronica se presenta en la Figura 35.

El programa GAP también permite obtener el grosor de la membrana, Q

¢® ¢, , a partr de los patrones SAXD (Pabst, 2006). Como hemos descrito
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anteriormente, los parametros Zy y sw son la posicion y la anchura respectivamente de
la gaussiana, utilizada dentro del modelo de densidad electrénica, para describir las

regiones de los grupos de la cabeza del fosfolipido que son densos a los electrones.
3.4. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (Fourier Transform
InfraRed spectroscopy, espectroscopia FTIR) es la metodologia preferente de la
espectroscopia de infrarrojo. La region infrarroja ocupa solo una porcion pequefia del
espectro de radiacion electromagnética que se encuentra entre la regién ultravioleta mas
energética y la region de radiofrecuencia que es de baja energia. Solo la porcién de la
region infrarroja que se conoce como infrarrojo vibracional, es la que interesa a la
mayoria de los investigadores. Esta regién se encuentra entre los 4000 - 625 cm™ (2,5
- 16 mm), ya que aqui es donde la frecuencia de la radiacion se corresponde con las

frecuencias vibracionales naturales de los enlaces en las moléculas organicas.

En el andlisis de los espectros de infrarrojo, como veremos mas adelante, es
comun presentar las bandas de absorcion tanto en unidades de frecuencia como de
longitud de onda. La unidad recomendada para expresar la longitud de onda es la de
nimeros de onda (wavenumbers, cm™?), siendo el nimero de onda el nimero de ondas
de radiacion por unidad de longitud en cm y se corresponde con la inversa de la longitud
deonda (" pj_) (Tasumi, 2014).

Todas las moléculas tienen frecuencias especificas a las que rotan o vibran, y
estas frecuencias se corresponden con niveles de energia especificos (modos
vibracionales). Por tanto, de forma muy basica, el espectro de infrarrojo se forma como
consecuencia de la absorcion de radiacién electromagnética a frecuencias que se
correlacionan con la vibracion de clases especificas de enlaces quimicos dentro de una

molécula.

La espectroscopia FTIR es una técnica no perturbadora muy poderosa que se
utiliza con buenos resultados para la deteccion y la caracterizacion de las transiciones

de fase de los lipidos tanto en membranas biolégicas como en modelos de membrana.

La deteccion, asignacion y caracterizacion de las transiciones de fase de los
lipidos es un proceso que implica el examen de los cambios espectroscépicos que
acompafian las transiciones de los lipidos y la correlacibn de los cambios
espectroscopicos observados con los cambios conformacionales y de organizacion que

se conoce que tienen lugar durante estos procesos.

Los detalles de los cambios espectroscépicos que suceden durante las
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transiciones de fase varian con la estructura del lipido que se estudie y también con la

naturaleza de la transicion de fase que se esté observando (Lewis & McElhaney, 2007).

Las bandas de absorcion infrarroja que se utilizan de forma comudn para
caracterizar las transiciones de fase de los lipidos son numerosas, pero algunas son
realmente importantes. En la Figura 36 aparece un espectro de absorcion infrarroja de
un fosfolipido y como puede observarse el espectro incluye dos regiones distintivas. La
parte izquierda del espectro con los nimeros de onda altos (2800-3100 cm™) contiene
la contribucion de las vibraciones de tensién (stretching) de los enlaces Ci H, que se

originan principalmente a partir de las cadenas hidrocarbonadas.

o
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Figura 36. Espectro de FTIR de un fosfolipido en agua deuterada. La gran banda central (2600-2300 cm™)
y la banda a 1200 cm™, corresponden respectivamente a las bandas de tensién del enlace D 4D y de flexion
de los enlaces O P D, que provienen del agua deuterada empleada en la disolucion tamponadora. Fuente:

Elaboracion propia.

Y la parte derecha del espectro, con los nimeros de onda bajos (por debajo de
1800 cm?), que esencialmente se relacionan con la parte de los grupos polares de la
cabeza de los fosfolipidos. Normalmente, en esta ultima regién el pico de absorcibn mas
fuerte corresponde a la vibracion de tension del grupo éster del carbonilo (C=0) cerca

de los 1735 cm™.

Le sigue la contribucion del fosfato cerca de 1240 cm? (tensién asimétrica) y
1090 cm? (tensi6on simétrica) (Derenne et al., 2013). En el caso de utilizar agua
deuterada la banda del fosfato a 1240 cm™ aparece debajo de la intensa banda de
flexion del D,O (Figura 36), y para poder observarla hay que utilizar agua normal en el
tampdn de dispersion. La desventaja de utilizar agua normal es que entonces la banda

de absorcién del grupo carbonilo de los fosfolipidos es la que se enmascara con la banda
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de flexion del H»O.

La contribucién de las cadenas hidrocarbonadas aparece en varias regiones
espectrales, las mas prominentes se presentan entre 3050 y 2800 cm™, esta region
contiene esencialmente las bandas de tension del enlace CT H correspondientes a

diferentes modos vibracionales, que incluyen:
- nas (CHy), tensién asimétrica de los grupos metileno cerca de 2920 cm™?
- ns (CHy), tensiéon simétrica de los grupos metileno cerca de 2850 cm™?
- nas (CHg), tensién asimétrica de los grupos metilo cerca de 2960 cm™

- ns (CHj3), tension simétrica de los grupos metilo cerca de 2870 cm*

Absorbancia (u.a.)

3000 2900 2800

Numero de onda(cm™)

Figura 37. Region espectral que contiene las bandas de absorcion que se originan a partir de diferentes
vibraciones de tension de los enlaces carbono-hidrégeno de una molécula de fosfolipido (DPPC). Fase gel
inclinada Lbd (| 2 n e anegra), faseiliquid@cristalina La (linea discontinua, azul). La flecha indica la

banda de tensién simétrica de los grupos metileno. Fuente: Elaboracion propia.

En principio, virtualmente todas las bandas de vibraciones fundamentales del
grupo CHa, pueden utilizarse para detectar la transicion de fase de la fusion de las
cadenas hidrocarbonadas. Sin embargo, las que mas se usan son las bandas de tension
asimétrica y simétrica, que aparecen cerca de 2920 y 2850 cm™. La banda de 2920
cm se usa muy poco en la practica porque no es una banda de tensién de CH, pura,
ya que contiene cierto solapamiento de la banda de los grupos metilo, sin embargo, la

banda de 2850 cm™ si que proviene mayoritariamente de los grupos metilenos.

Como se puede observar en la Figura 37, la fusibn de las cadenas

hidrocarbonadas viene acompafiada por un aumento tanto del nimero de onda del
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méaximo de absorcion de la banda como de la anchura de estos modos vibracionales.
Estos cambios reflejan el aumento del desorden conformacional y de la movilidad que
se produce durante la transicién de fase de fusién de las cadenas acilicas y que son un
reflejo del comienzo de la formaciébn de rotdmeros gauche en las cadenas

polimetilénicas todo-trans (Lewis et al., 2013).

Entre todas las varias bandas de absorcion infrarroja que se originan a partir de
los grupos polares de los fosfolipidos, la més util es la banda de tensién del grupo C=0
asociada al grupo carbonilo esterificado con las cadenas de los &cidos grasos. Esta
banda del carbonilo aparece en el rango espectral entre 17001 1760 cm™ y es sensible

tanto a factores conformacionales como ambientales.

Absorbancia (u.a.)

1780 1760 1740 1720 1700 1680
Nuamero de onda(cm™)

Figura 38. Espectro de FTIR de la banda de tension del grupo carbonilo de una fosfatidilcolina (DPPC).

Fase gel incinada Lb6(linea continua, negro), fase liquido cristalina La (linea discontinua, rojo).

Se conoce que la banda del carbonilo de los fosfolipidos en dispersiones
acuosas presenta una asimetria y que esta asimetria cambia cuando el lipido pasa de
la fase gel a la fase liquido cristalina. En el caso de las fosfatidilcolinas, se ha
demostrado que esta banda centrada sobre los 1735 cm™ consiste en una superposicion
de dos bandas subyacentes, una centrada a 1741 cm™ y otra a 1728 cm™, que se han
asignado respectivamente a poblaciones de grupos carbonilo que no establecen
puentes de hidrégeno (deshidratados) y poblaciones de grupos carbonilos que si

establecen puentes de hidrogeno (hidratados) (Mantsch et al., 1991).

En el caso de las fosfatidiletanolaminas, la banda de tension del grupo carbonilo,
parece estar compuesta por la suma de al menos tres bandas subyacentes. Al igual que
las fosfatidilcolinas, el componente a 1741 cm™ se asocia con los carbonilos no unidos
mediante puentes de hidrégeno y los otros dos componentes que aparecen a nUmeros
de onda menores se asocian con carbonilos unidos con puentes de hidrogeno (Lewis et
al., 1993).
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Como se puede apreciar en la Figura 38, cuando el fosfolipido sufre la transicion
de fase de gel a liquido cristalina, el maximo de la banda muestra un desplazamiento
hacia valores menores de nimeros de onda. Este desplazamiento del maximo se
atribuye a cambios en las anchuras e intensidades relativas de las dos bandas
subcomponentes. Este desplazamiento refleja el aumento de la intensidad de la banda
subcomponente subyacente a 1728 cm, se asocia con una mayor poblacién de grupos
carbonilo que establecen puentes de hidrégeno y se origina debido al aumento de la
hidratacién de la interfase polar-apolar del fosfolipido que tiene lugar durante la

transicion de fase de gel a liquido cristalina (Lewis et al., 1994).
3.5. POLARIZACION DE FLUORESCENCIA

La luz natural no esta polarizada y no tiene una direccién preferente. Por lo tanto,
para estudiar la dindmica de las moléculas durante el tiempo de vida del estado excitado,
se debe realizar una fotoseleccion molecular. Esto se puede lograr excitando los
fluoréforos con una luz polarizada y registrando la luz emitida en un sistema polarizado.
Cuando la excitacion se realiza con luz polarizada (orientacion definida), la absorcion
del fluor6foro dependera de la orientacién de su dipolo en el estado fundamental en
comparacion con la luz de excitacion polarizada. Los fluoroforos con dipolos
perpendiculares a la luz de excitacion no absorberan y los fluoréforos con dipolos
paralelos a la luz de excitacién absorbera mas. Como se muestra en la Figura 39, esta
excitacion selectiva da lugar a una poblacion parcialmente orientada de fluoréforos, lo
que se conoce como fotoseleccién y a una emisién de fluorescencia parcialmente

polarizada. Cuando los fluoréforos rotan la polarizacién de la fluorescencia disminuye.

Fluoréforos Fluoréforos
foloseleccionados al azar

$ % $ rotacional ‘X\ ‘Z’
RS N LS

J A

AR N -t

I ]
Excitacion Emision Emision
polarizada polarizada NO polarizada

Figura 39. Fendmeno de fotoseleccion y emision de fluorescencia parcialmente polarizada. Fuente:

Elaboracién propia.
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La luz emitida se mide también con un polarizador. Cuando la emisién es paralela
a la luz de excitacion, la intensidad que se mide se denomina ls (intensidad paralela), y
cuando la emision es perpendicular a la luz de excitacion, la intensidad medida se
denomina ly (intensidad perpendicular) (Figura 40). En nuestro caso, las medidas de
polarizacién de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorimetro PTI Quantamaster
(Photon Technology, NJ) equipado con polarizadores motorizados.

Polarizador . —
de excitacion —

=B ®1x/ |

-

Muestra

Intensidad
perpendicular

Intensidad
paralela

Polarizador
: de emision
Detector

Figura 40. Disefio esquematico de un experimento de polarizacion de fluorescencia. Fuente: Elaboracién
propia.
La polarizacion de la fluorescencia se obtiene de acuerdo con la siguiente
ecuacion:
V
O 00

G es el factor de correccion que permite tener en cuenta las diferencias en la
sensibilidad del sistema de deteccion en las dos direcciones de polarizacion lny lyn. El
factor G se puede determinar midiendo las intensidades paralela y perpendicular al eje

z, con el polarizador de excitacion perpendicular al eje z. Por tanto, el factor G sera:

O

O"O

La polarizacién tiene valores fisicamente posibles que van desde N0,33 a 0,5

pero en la practica no se suelen alcanzar estos valores limitantes (A. G. Lee, 1982). Los
valores normales de polarizacion de fluorescencia para sondas en bicapas lipidicas se

encuentran entre 0,1y 0,45.

Ya se ha comentado en repetidas ocasiones como una de las propiedades fisicas
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mas importantes de las membranas es su fluidez. Desde el punto de vista de la
espectroscopia de fluorescencia, la fluidez se define, de una forma mas restringida,
como la velocidad y la extension a la que las cadenas acilicas de los fosfolipidos se
alejan de su orientacion inicial durante el tiempo de vida del estado excitado de un
fluoréforo determinado (Lentz, 1993). En este sentido, la microviscosidad, que es lo
contrario a la fluidez, es la medida de la resistencia friccional al movimiento rotacional y
traslacional de las moléculas. La microviscosidad de la membrana se puede estimar
mediante la polarizacion de fluorescencia de sondas con forma de varilla, lo que reflejara

su movimiento rotacional en la membrana.
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Figura 41. Polarizacion de fluorescencia en funcién de la temperatura, de la sonda 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH) incorporada en bicapas lipidicas (DMPS). Lb, fase gel; La, fase liquido cristalina; Tm,

temperatura media de la transicion de fase. Fuente: Elaboracion propia.

Una de las sondas fluorescentes mas utilizadas con este propoésito es 1,6-difenil-
1,3,5-hexatrieno, DPH, que se conoce que se incorpora en la zona hidrofébica de la
bicapa lipidica entre las cadenas acilicas (Van Blitterswijk et al., 1981). DPH es una
molécula con forma de varilla, cuyos dipolos de absorcion y emision son colineales y se
encuentran a lo largo del eje molecular principal, el cual es perpendicular al plano de la
membrana. La sonda se encuentra en lo profundo de la regién del nacleo hidrofébico de
la bicapa de fosfolipidos. Por tanto, cualquier modificaciéon en el movimiento de las
cadenas acilicas o del empaquetamiento se refleja sensiblemente en la polarizacion de
fluorescencia de DPH (Kaiser et al., 1998; Repékova et al., 2004).

En el interior de la membrana lipidica, la movilidad rotacional de la sonda
fluorescente no es isotropica sino que se encuentra restringida en el espacio y también

refleja el nivel del orden o el empaquetamiento lipidico de la bicapa. Hay que tener en
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cuenta que la microviscosidad y el orden lipidico son los parametros principales que
discriminan las principales fases en las que se organizan las bicapas lipidicas. La fase
gel presenta un nivel mayor de orden lipidico y de microviscosidad comparada con la

fase liquido cristalina (Demchenko et al., 2009).

En la Figura 41 se muestra el comportamiento de la polarizacion de la
fluorescencia de la sonda DPH incorporada en bicapas fosfolipidicas en funcion de la
temperatura. Se observa como a bajas temperaturas, cuando el fosfolipido se encuentra
en la fase gel, el valor de polarizacién es muy elevado debido al gran orden de las
cadenas acilicas que componen la bicapa. En la temperatura de transicién de fase se
produce una disminucién brusca de la polarizaciéon debido a la gran libertad de rotacion
que tiene la sonda en el entorno desordenado fluido de la bicapa lipidica en la fase
liquido cristalina.

3.6. DINAMICA MOLECULAR

La disponibilidad para la comunidad cientifica de hardware potente y algoritmos
avanzados, ha permitido desarrollar nuevos métodos eficaces para la verificacién de
resultados teoricos aplicados a sistemas bioldgicos complejos. Esto ha dado lugar a la
era de | os fiexperimentos de ordenador 0.
dinAmica molecular (Molecular Dynamics, MD) se han establecido como una
herramienta muy apreciada para obtener datos estructurales y dindmicos de sistemas
diferentes tan complicados como las membranas lipidicas, llegando a proporcionar
detalles relevantes que no se pueden obtener de forma experimental o que son caros y

necesitan mucho tiempo (Van Gunsteren et al., 2006).

La simulacion de MD se utiliza como una técnica para estudiar el comportamiento
dependiente del tiempo de un sistema molecular (movimientos fisicos de atomos y
moléculas en el sistema bajo estudio). El uso amplio de la simulacién de MD en la
investigacion bioquimica se debe sobre todo a la disponibilidad de paquetes de
programas efectivos y eficientes y al progreso considerable en el hardware y algoritmos,

asi como al creciente poder computacional.

Existen una gran cantidad de paquetes de programas para la simulacién de MD
gue se basan en algoritmos que son compatibles con sistemas tan complicados como
las membranas biolégicas. La mayoria de los programas disponibles poseen diferentes
herramientas y una amplia gama de funciones que permiten analizar los archivos de las

trayectorias que se generan en una simulacion tipica (Karttunen et al., 2008).


https://www.sigmaaldrich.com/US/en/product/aldrich/d208000
https://www.sigmaaldrich.com/US/en/product/aldrich/d208000
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Las fuerzas que actuan sobre los &tomos vienen determinadas por los gradientes
de energia potencial, que son una funcién de las coordenadas de los atomos y se
denominan a menudo campos de fuerza ( férce fieldso.)Por tanto, en el modelado
molecular, los campos de fuerza se refieren a una serie de funciones que son necesarias
para calcular los niveles de energia potencial de un sistema. Los parametros que se
utilizan, por ejemplo: masa y volumen atémico, cargas atébmicas, constantes de
equilibrio, angulos, etc., se obtienen utilizando métodos experimentales o célculos ab
initio (Lyubartsev et al., 2019).

Para comprobar la fiabilidad de los datos de las simulaciones de MD es
fundamental que estos se comparen con datos experimentales. La comparacion entre
los resultados experimentales y los simulados mide la calidad del modelado molecular
en relacién con la realidad obtenida mediante experimentacién. Sila concordancia entre
la teoria y los métodos experimentales es suficiente, entonces los resultados de la
simulacién de MD presentan una interpretacion estructural a escala atémica de la
informacion experimental que se habia obtenido. Se han utilizado un elevado nimero
de técnicas experimentales para validar los resultados de la simulacion de MD, entre
otras, la difraccion de rayos X, la difraccibn de neutrones, la resonancia magnética

nuclear, o la espectroscopia de fluorescencia (Ollila et al., 2016).

Por tanto, un componente critico inicial cuando se considera un sistema, es la
disponibilidad de los campos de fuerza o funciones de energia potencial adecuados,
esta es la primera cuestion a la que se enfrenta el simulador y sin la cual la simulacion
no puede realizarse. Existen una serie de campos de fuerza principales que se utilizan
de forma comun en las simulaciones de MD, por ejemplo, AMBER, CHARMM,
GROMOS y OPLS.

Entre los campos de fuerza que se utilizan para los fosfolipidos, se encuentran
los campos de fuerza de todos los 4&tomos que son parte de la distribucion oficial
CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) (Tieleman, 2010). Estos
campos de fuerza CHARMM, en su version CHARMM36 son los que se han utilizado en

esta tesis doctoral.

Desde su lanzamiento en 2010, los campos de fuerza CHARMM36 de los lipidos
se han extendido para incluir lipidos anidnicos, éteres lipidicos, ceramidas y una gran
variedad de lipidos diferentes. Estos campos de fuerza se utilizan mucho debido a la
diversidad de lipidos que cubre y los parametros potenciales tan bien parametrizados

que contiene (Y. Yu et al., 2021).
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Los campos de fuerza para las moléculas de los diferentes fosfolipidos y los

antitumorales se obtuvieron de CHARMM-GUI (http://www.charmm-qui.org), una

interfaz grafica de usuario basada en web que prepara sistemas biomoleculares
complejos para las simulaciones moleculares. CHARMM-GUI genera archivos de

entrada para una variedad de programas de simulacion (Jo et al., 2008, 2016).

La simulacion comienza a partir de una estructura inicial que viene definida por
las posiciones y velocidades iniciales de los atomos. Las configuraciones iniciales
adecuadas para las simulaciones de MD consisten en una organizacion de las
moléculas distribuidas en el espacio de tal manera que representen aproximadamente
la estructura general del sistema. Para que las simulaciones no se interrumpan por las
grandes interacciones repulsivas de van der Waals, los a4tomos de las diferentes
moléculas deben mantener distancias seguras entre parejas. Obtener este tipo de
organizacion molecular puede considerarse un problema de empaquetamiento, porque
cada molécula tiene que satisfacer restricciones espaciales relacionada con la
geometria del sistema y las distancias entre atomos de moléculas diferentes tienen que

ser mayores que alguna tolerancia especificada.

Existen diferentes herramientas para organizar los lipidos en una configuracién
de bicapa, en esta tesis doctoral se ha utilizado el programa PACKMOL (Martinez et al.,
2009). Este programa es un medio facil y flexible para construir configuraciones iniciales,
ya que ha desarrollado un cédigo capaz de empaquetar millones de atomos, agrupados
en moléculas arbitrariamente complejas, dentro de una variedad de regiones en tres
dimensiones. De esta forma el usuario solo tiene que proporcionar la estructura de una
molécula de cada tipo y las restricciones geométricas que tienen que satisfacer. El
paquete de programacion se distribuye de forma libre y se puede descargar de la
direccion https://m3g.qithub.io/packmol/.

Hay que hacer énfasis en que tanto la configuracién como el analisis de una
simulacién molecular requiere de un considerable grado de experiencia, ya que se
tienen que considerar varios parametros para diferentes métodos en diferentes
paquetes de programas (Maginn, 2009). También se necesita un elevado conocimiento
de lenguaje de programacion, puesto que estos paquetes de programas no tienen
interfaz gréafica, sino que funcionan mediante comandos. Una vez que se han escogido
los campos de fuerza y se ha establecido la situacion inicial, se tiene que encontrar el
programa que admita a ambos. Como las bicapas lipidicas se componen de una gran
cantidad de &tomos, normalmente se necesitan superordenadores para llevar a cabo las

simulaciones de MD en estos sistemas. Los estudios de simulacion de MD que se han


http://www.charmm-gui.org/
https://m3g.github.io/packmol/
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realizado en esta tesis doctoral se han llevado a cabo en el servicio de computacion de

la Universidad de Murcia.

Hay varios programas disponibles para la simulacién de MD, en esta tesis
doctoral se ha utilizado el programa GROMACS (Groningen MAchine for Chemical
Simulation), que es un paquete de programa libre y de cddigo abierto de dinamica
molecular de alto rendimiento y andlisis de datos (Van Der Spoel et al.,, 2005). El
programa proporciona un conjunto amplio de tipos de célculos y de herramientas de

preparacion y analisis (https://www.gromacs.org/). Soporta varias técnicas avanzadas

de célculo de energia libre y alcanza grandes cotas de rendimiento por medio de varios

algoritmos de paralelizacién nuevos y mejorados (Abraham et al., 2015).

Si el tiempo de observacion es suficientemente largo, un sistema
termodindmicamente en equilibrio pasara por todos los microestados posibles, y esto
conduce a la introduccion del concepto de colectivo (fensemble). Un colectivo es la
coleccion de todos los microestados posibles bajo unas condiciones macroscépicas
predefinidas (Lopes et al., 2017).

Existen varios colectivos, dependiendo de las diferentes propiedades
macroscopicas que se fijen. En nuestro caso, hemos utilizado el colectivo isobarico-
isotérmico NPT, con un nimero constante de particulas (N) y a presion (P) y temperatura
(T) constantes. Este colectivo NPT, es el que se usa normalmente puesto que se parece
a las configuraciones experimentales comunes en las que estas variables se mantienen
constantes (Evans et al., 1983; Uline et al., 2005).

El colectivo debe ser el adecuado al sistemay a las propiedades que se estudian,
de esta forma, se necesita un algoritmo de termostato para simular el sistema a
temperatura constante. La eleccién de los algoritmos es crucial, el termostato se tiene
que elegir para evitar alteraciones en la dinamica del sistema. Se necesita también un
algoritmo de barostato para mantener la presion constante, que cambie el volumen para

alcanzar y mantener la presion elegida.

En nuestro caso, al inicio de la simulacién se utilizé el termostato V-rescale (Bussi
et al., 2007) y el barostato de Berendsen (Berendsen et al., 1984), y durante el resto de
la simulacion el termostato de Nose-Hoover (Evans et al., 1985) y el barostato de
Parrinello-Rahman (Parrinello et al., 1981). El acoplamiento entre las tres dimensiones
de la caja de simulacion se tiene que realizar de tal forma que, o bien todas las
direcciones cambien simultaneamente (acoplamiento isotropico) o bien que cada
direccién cambie de forma independiente (acoplamiento anisotrdpico). En nuestro caso

de simulacién de bicapas lipidicas se utiliza un acoplamiento semiisotrdpico, ya que, al


https://www.gromacs.org/
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considerar la simetria del sistema, la direccion paralela a la normal de la membrana se

acopla de forma independiente con las otras dos direcciones.

El tamafio de las etapas de tiempo de la simulacion se tiene que elegir
cuidadosamente, conociendo que su maximo se rige por el movimiento mas rapido del
sistema. Normalmente se utiliza la décima parte del periodo més rapido de movimiento.
En las simulaciones de MD, las vibraciones mas rapidas son las tensiones de los
enlaces de los &tomos de hidrogeno. Estos enlaces necesitan tamafios de etapa mas
cortos y por tanto necesitan normalmente tiempos de simulaciébn mas largos. Por ello,
estos enlaces se tratan como si fueran rigidos y se utilizan restricciones para fijar las
distancias intramoleculares (Lopes et al., 2017). En nuestro caso se utilizé6 un tamafio
de tiempo de etapa de 2 femtosegundos.

3 pyvoL - s} X

Setting Scene Mouse Wizart
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Figura 42. Captura de pantalla de una bicapa lipidica tal como se visualiza con el programa PyMOL 2.3.0.

Como el nimero de atomos en la simulacién de MD es mucho menor que el de
los sistemas reales, los limites del sistema, es decir, las paredes del contenedor, van a
tener un gran impacto sobre las propiedades que se van a medir. Para evitar este efecto,
se utilizan condiciones de limites periddicos. El sistema se encierra en una caja de
dimensiones definidas previamente y se rodea de copias de ella misma que la rodean.
De esta forma, las particulas siempre tienen particulas vecinas, independientemente de
si se encuentran en el centro o en el borde de la caja de simulacion. Cuando una
particula cruza el limite de la caja, entra en la caja de nuevo por el lado opuesto. De
esta forma, las condiciones de limites periédicos mantienen constante el nimero de

particulas y evita los efectos de los limites (Van Gunsteren et al., 2006).
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Todas las representaciones gréficas se realizaron utilizando el programa PyMOL

2.3.0 (https://pymol.org/2/). PyMOL es un sistema de visualizacion molecular sobre una

base de cbdigo abierto, mantenido y distribuido por Schrédinger (Schrédinger, 2010).
En la Figura 42 se muestra una captura de pantalla de una bicapa lipidica tal y como se

visualiza con este programa.

La simulacion de MD de las membranas permite realizar una gran variedad de
andlisis. En esta tesis doctoral, los analisis de las simulaciones realizadas se han
limitado, en la mayor parte de los casos, a aquellos que podian ser corroborados por los
datos obtenidos mediante las técnicas experimentales utilizadas.


https://pymol.org/2/
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. INTERACCION DE DOCETAXEL CON MEMBRANAS DE
FOSFATIDILCOLINA: UN ESTUDIO COMBINADO EXPERIMENTAL Y
COMPUTACIONAL

Los resultados y conclusiones de este apartado se han publicado en el

siguiente articulo de investigacion:

Aranda, E.; Teruel, J.A.; Ortiz, A.; Pérez-Carceles, M.D.; Aranda, F.J. Interaction of
Docetaxel with Phosphatidylcholine Membranes: A Combined Experimental and
Computational Study. The Journal of Membrane Biology (2022) 255, 277i291.
https://doi.org/10.1007/s00232-022-00219-z. (IF 2.426).
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Abstract

The antineoplastic drug Docetaxel is a second generation taxane which is used against a great variety of cancers. The drug
is highly lipophilic and produces a great array of severe toxic effects that limit its therapeutic effectiveness. The study of the
interaction between Docetaxel and membranes is very scarce, however, it is required in order to get clues in relation with its
function, mechanism of toxicity and possibilities of new formulations. Using phosphatidylcholine biomimetic membranes,
we examine the interaction of Docetaxel with the phospholipid bilayer combining an experimental study, employing a
series of biophysical techniques like Differential Scanning Calorimetry, X-Ray Diffraction and Infrared Spectroscopy, and a
Molecular Dynamics simulation. Our experimental results indicated that Docetaxel incorporated into DPPC bilayer perturbing
the gel to liquid crystalline phase transition and giving rise to immiscibility when the amount of the drug is increased. The
drug promotes the gel ripple phase, increasing the bilayer thickness in the fluid phase, and is also able to alter the hydrogen-
bonding interactions in the interfacial region of the bilayer producing a dehydration effect. The results from computational
simulation agree with the experimental ones and located the Docetaxel molecule forming small clusters in the region of the
carbon 8 of the acyl chain palisade overlapping with the carbonyl region of the phospholipid. Our results support the idea
that the anticancer drug is embedded into the phospholipid bilayer to a limited amount and produces structural perturbations
which might affect the function of the membrane.
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Introduction

Docetaxel is an anticancer drug which is a member of the
second generation of taxanes. The taxanes family embod-
ies Paclitaxel and Docetaxel, Paclitaxel being a diterpe-
noid natural product extracted from the bark of the Pacific
yew (Taxus brevifolia) (Wani et al 1971). Docetaxel (DTX,
Fig. 1) is a semi-synthetic analogue of Paclitaxel, prepared
from precursor extracted from the needles of Taxus baccata,
10-deacetyl baccatin III (Bissery and Gueritte-Voegelein
1991). DTX differs from Paclitaxel in two positions, it has
a hydroxy functionality at C-10 instead of the acetate ester
found in Paclitaxel and the bulky phenylpropionate side
chain has a tert-butyl substitution attached by means of a
carbamate linkage (Clarke and Rivory 1999).

Taxanes are used in the remedy of a wide spectrum of
cancers, including refractory ovarian (Adler et al. 1994; Kat-
sumata 2003), breast (Jones et al. 2005; Lyseng-Williamson
and Fenton 2005), non-small cell lung (Quiox et al. 2004; He
et al. 2015), gastric (Uson Junior et al. 2019) and prostate
cancer (Assi et al. 2020). The principal mechanism of action

@ Springer

of taxanes underlies in their microtubule stabilizing proper-
ties which prevent physiological microtubule depolymeriza-
tion and disassembly, leading to cell cycle arrest at the G2/M
phase and cell death (Tan et al. 2012). Antineoplastic drugs
must cross the plasma membrane to elicit pharmacologi-
cal activity (Bourgaux and Couvreur 2014), consequently,
through their biological route the interaction with the mem-
brane becomes unavoidable. The interaction of DTX with
the membrane is a complex physical and chemical event,
which can affect the rate of penetration of the drug into the
cytoplasm where it must reach its specific target. Hence, the
interaction of DTX with the membrane should be studied in
order to get insight into its mechanism of action.

DTX has been described to originate severe toxic side
effects which include neutropenia (de Vries Schultink et al.
2019), musculo skeletal toxicity (Seguin et al. 2017), periph-
eral neuropathy (Cheng et al. 2021), hypersensitivity reac-
tions (Picard and Castells 2015) and skin toxicity (Arwert
2009). A series of clinical studies have revealed that DTX
is more toxic than Paclitaxel. DTX induced the presence
of a unique fluid retention syndrome (Rowinsky 1997), it
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