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RESUMEN

Los liposomas son vesiculas artificiales formadas por lipidos que al exponerse a un
ambiente acuoso, conducen a la formacion espontanea de bicapas cerradas debido a
las interacciones entre ellos (efecto hidrofébico). Son estructuras muy versatiles, y
facilmente reproducibles que representan un modelo biomimético para el estudio de
proteinas de membrana.

En el presente estudio se estandarizé un método para la elaboracién de
liposomas mediante el método de deshidratacion-hidratacion y extrusion utilizando la
mezcla de los fofolipidos 1,2-Dimiristoil-sn-fosfatidilcolina y 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-
fosfatidilcolina. Observamos que las vesiculas formadas eran estables en intervalos
amplios de temperatura y pH lo que favorece su aplicacion con un gran numero de
proteinas cuyos Optimos de actividad varian.

La incorporacion de proteinas de naturaleza diferente en los liposomas
(proteoliposomas) se pudo demostrar utilizando técnicas como microscopia confocal,
dicroismo circular, dispersion dinamica de la luz, electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y mediante ensayos de actividad. Ademas, técnicas como la
dispersion dinamica de la luz y la microscopia confocal pueden ayudar a conocer la
naturaleza de la interaccion de las proteina con las membranas plasmaticas (integral
a la membrana o periférica). Gracias a estas técnicas logramos determinar por
primera vez que la hidratasa de Lactobacillus plantarum es una proteina periférica a
la membrana.

Los liposomas resultaron un sistema ideal para mantener estables a proteinas
de membrana sin modificar su estructura ni su actividad, pero también fueron utiles
para incorporar otras proteinas de naturaleza no membranal como la lisozima o la
esticolisina, sin embargo no funcion6 con proteinas intrinsecamente
desestructuradas como la lectina de M. edulis que al reconstituirse en el liposoma
perdié su actividad, es probable que se requiera estructurarla primero antes de
incorporarla en el liposoma.

Finalmente, demostramos que este tipo de modelos biomiméticos son ideales

para estudiar sistemas enzimaticos formados por proteinas de naturaleza diferente.
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ABREVIATURAS

BCA: Acido bicinconinico.

COX: Citocromo c oxidasa.

DC: Dicroismo circular.

DDL: Dispersion dinamica de la luz.
DMPC: 1,2-Dimiristoil-sn-fosfatidilcolina.
GUV: Vesiculas unilamelares gigantes.
KPB: Amortiguador de fosfatos de potasio.
A: Longitud de onda.

HLP: Hidratasa de Lactobacillus plantarum.
LUV: Vesiculas unilamelares grandes.
LYS: Lisozima.

MC: Membrana celular.

MVL: Vesiculas multilamelares.

NaPB: Amortiguador de fosfatos de sodio.
PAM: Proteinas ancladas por lipidos.

PIM: Proteinas integrales de membrana.
PM: Proteinas de membrana.

POPC: 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-fosfatidilcolina.
PPM: Proteinas periféricas de membrana.
SM: Esfingomielina.

St-I: Esticolisina |.

SUV: Vesiculas unilamelares chicas.



INTRODUCCION

Las proteinas de membrana (PM) representan entre un 20 y un 35% de las proteinas
totales presentes en una célula y constituyen junto con los fosfolipidos, los
componentes principales de la misma [1,2]. El estudio de este tipo de proteinas
representa un reto importante en la bioquimica de proteinas ya que una vez que son
extraidas en un medio acuoso, tienden a formar oligobmeros por afinidad de
superficies hidrofobicas (efecto hidrofébico) y en la mayoria de casos se
desestabilizan y agregan [3], por lo que es necesario encontrar las condiciones
adecuadas para mantenerlas estables y activas.

Hasta noviembre de 2015 habia descritas 112,968 estructuras terciarias de

proteinas de membrana en el banco de datos de proteinas (PDB, http://www.pdb.org)

[4] y de ellas, solamente 698 correspondian a proteinas de membrana, lo que habla
de la dificultad de trabajar con ellas y de obtener cristales adecuados para realizar
estudios que permitan determinar su estructura, de ahi la necesidad de estudiar un
modelo biomimético que emule su ambiente natural y que permita estudiar la
estructura y funcion de estas proteinas.

El estudio tanto estructural como funcional de las proteinas de membrana
deberia realizarse en su ambiente natural, la membrana plasmatica, aunque este es
un sistema muy complejo condicionado por muchos factores como lo son la gran
variedad de proteinas y fosfolipidos, entre otras moléculas presentes en su
estructura [5]. Algunos de los modelos que mejor mimetizan la membrana plasmatica
son las monocapas, las bicapas planas, los liposomas y los proteoliposomas. Estos
dos ultimos se forman a partir de fosfolipidos, dando lugar a una bicapa esférica que
se autoensambla y que presenta propiedades fisicoquimicas similares a las de las
membranas bioldgicas [6].

Una de las mayores ventajas de los liposomas es su capacidad para integrar
proteinas de membrana extraidas y purificadas a partir de células vivas mediante
diferentes técnicas de reconstitucion [7]. Los liposomas permiten llevar a cabo
estudios estructurales y funcionales de proteinas aisladas, en ausencia de otras
moléculas, pueden incorporar proteinas periféricas a la membrana (PPM) o



integrales (PIM). Las PIM no se insertan en la estructura del liposoma de forma
espontanea, para integrarlas debe realizarse un proceso de disrupcion lipidica,
dando lugar a micelas mixtas fosfolipido-tensoactivo. Los proteoliposomas se
reconstituyen mediante la reduccion de la concentracion del tensoactivo, hasta su
eliminacién [8, 9].

En México, son muy pocos los grupos que trabajan con proteinas de
membrana y la mayoria de ellos trabaja sélo con la fraccion soluble de las mismas,
esto por la gran dificultad de trabajar con ellas en un medio que no es el natural. Es
por esto que en el presente proyecto planteamos la estandarizacion de un método de
reconstitucion de proteinas de membrana en un medio biomimético como son los
liposomas. Ademas se demuestra la utilidad de estos sistemas biomiméticos para
estudiar proteinas de naturaleza no membranal y para el estudio de sistemas
enzimaticos formados por proteinas de naturaleza diferente como es el caso del
sistema de la acido linoleico isomerasa cuya funcidn es la produccién de acido
linoleico conjugado a partir de acido linoleico. Este sistema esta formado por una
proteina de naturaleza membranal que realiza el primer paso de la reaccién (la
hidratacion) y una proteina de naturaleza hidrofilica o soluble en medios acuosos que
realiza el segundo paso de la reaccidn (deshidratacion/isomerizacién). De esta

manera podemos tener a ambas enzimas estables y activas.



MARCO TEORICO

Membrana celular

La célula, ya sea perteneciente a organismos procariotas o eucariotas, requiere de
una barrera fisica que separe el interior de las células u organelos del ambiente
exterior, preservando la composicion quimica local y permitiendo la interaccion con
otros componentes biologicamente relevantes. Esta barrera es la membrana celular
(MC) que es una estructura a base de lipidos que envuelve a la célula, encierra el
citoplasma y crea una barrera selectivamente permeable. La MC, también conocida
como membrana plasmatica (MP) tiene un papel crucial para la vida de las células
[10]. Sus componentes principales son lipidos, proteinas y glicolipidos. Los lipidos se
encuentran dispuestos en forma de una bicapa y proporcionan una barrera flexible y
semipermeable, mientras que las proteinas se disponen de forma irregular y
asimétrica entre los mismos, conforman receptores y canales que median la

transduccion de informacién y regulan el flujo de moléculas [11,12].

La membrana plasmatica no es igual para todos los organismos vivos, existen
diferencias, por ejemplo, entre organismos procariotas y eucariotas, incluso entre los
miembros de estos dos grupos existen diferencias caracteristicas en la composicion
de sus membranas, sin embargo, todas las membranas presentan una unidad
estructural basica llamada bicapa lipidica [13]. En 1972, Singer y Nicholson
propusieron el modelo conocido como mosaico fluido (Figura 1) [11]. Este modelo
postula que tanto lipidos como proteinas pueden difundir libremente en la membrana,
sin embargo, hoy en dia se sabe que los lipidos no tienen libertad total de difundir
lateralmente ya que la distribucion lateral de los lipidos y proteinas es heterogénea y
muy compleja [14].
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Cara externa de la membrana celular
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Figura 1. Representacion esquematica de la membrana plasmatica.

Lipidos de la membrana celular

Los constituyentes lipidicos mayoritarios de las biomembranas son los
fosfoglicéridos, los esfingolipidos y los esteroides. Las tres clases de lipidos son
moléculas anfipaticas, con una cabeza polar y una cola hidrofébica. El efecto
hidrofobico y las interacciones de van der Waals provocan que las colas hidrofobicas
se auto asocien en forma de bicapas con los grupos de la cabeza polar orientados
hacia el agua. Aunque los lipidos de la membrana tienen este caracter anfipatico en
comun, difieren en sus estructuras quimicas, en su abundancia, y en las funciones en

la membrana [15].
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Fosfolipidos

Los lipidos mas abundantes en la membrana celular son los fosfolipidos y son
derivados del glicerol 3-fosfato (fosfoglicéridos). Estos son moléculas anfipaticas
compuestas por una cabeza polar o region hidrofilica y una cola hidrofébica
compuesta por dos cadenas hidrocarbonadas de acidos grasos. La region polar
presenta un grupo NHs; y se conecta a la region apolar mediante una molécula de
glicerol, la que se une a las colas apolares mediante enlaces de tipo éster. La region
apolar se compone de dos cadenas hidrocarbonadas de longitud variable (que
contienen entre 14 y 24 atomos de carbono). Estas presentan un cierto grado de
movilidad debido a su estructura y a la posible presencia de dobles enlaces (Figura
2) [16].

Una caracteristica comun a todas las membranas es que presentan una
asimetria en la composicién de los lipidos en la bicapa. Aunque la mayoria de los
fosfolipidos estan presentes en las dos monocapas de la membrana, suelen ser mas
abundantes en una u otra. En particular, la fosfatidilcolina (componente principal de
la membrana celular) se localiza preferentemente en la monocapa externa, mientras
que la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina y el fosfatidilinositol se localizan
preferentemente en la monocapa citosolica. Esta segregacion “transversal” de los
lipidos en la bicapa puede influir en la curvatura de la membrana. A diferencia de los
fosfolipidos, el colesterol esta distribuido de forma relativamente equitativa en ambas
[17].
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Esfingolipidos

En el caso de los esfingofosfolipidos, la esfingomielina (SM) es el unico que se
encuentra en la membrana. Tiene como unidad estructural la ceramida y su
esqueleto no es el glicerol sino esfingosina. Su grupo amino esta ligado a un acido
graso mediante un enlace amida y el grupo hidroxilo primario de la esfingosina esta
esterificado a la fosforilcolina. La SM es un componente fundamental de la
membrana plasmatica de las células eucariotas. Los esfingolipidos contienen
cadenas acilicas largas y muy saturadas que les permiten empaquetarse facilmente,
una propiedad que da a estos compuestos temperaturas de transicién de fase mucho

mayores que las del resto de los fosfolipidos de la membrana [18,19].

El colesterol

El colesterol es un esteroide formado por la union de cuatro anillos hidrocarbonados.
En un extremo se le une una cola hidrocarbonada y al otro un grupo hidroxilo. La
funcion mas importante del colesterol es su capacidad para modular las propiedades
fisicas de las membranas plasmaticas. La cabeza polar del colesterol se alinea con
las cabezas polares de los fosfolipidos e inmoviliza los primeros carbonos de las
cadenas hidrocarbonadas estabilizando la membrana, el anillo esteroideo hidrofébico
se encuentra orientado paralelamente y embebido en las cadenas hidrocarbonadas
de los fosfolipidos (Figura 3). El colesterol induce un “estado intermedio” en los
fosfolipidos con los que interactua, aumenta el grado de orientacion y reduce el
movimiento de las cadenas hidrocarbonadas de fosfolipidos [14, 20].

Figura 3. Estructura quimica del colesterol.
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Proteinas de membrana

Las proteinas de membrana (PM) son las principales herramientas de comunicacion
entre el interior y el exterior de la célula, gracias a ellas se produce el intercambio de
las moléculas, nutrimentos o productos de desecho, asi como la recepcion de
sefales externas y una variedad de funciones vitales para la supervivencia de los
organismos [21]. Estas pueden clasificarse de acuerdo a sus interacciones con las
membranas en: integrales o intrinsecas (PIM), periféricas o extrinsecas (PPM) y
unidas o ancladas por lipidos (PAM). En la figura 4 se pueden observar los diferentes
tipos de proteinas de membrana [15].

Superficie exterior //“/)

sRREH N ‘ ‘ i S
1008000000000 ' V000000090004
@ Anclados a lipidos

Proteina

i i f Proteina Lelrn
I_’rotemel: Ao e multi- periférica Anclados a acidos grasos
Superficie Interior integra deunsolo  multipasos |
monotdpica paso subunidades 5
Proteinas integrales de membrana Proteinas de membrana ancladas por
lipidos

Figura 4. Asociacion de proteinas de membrana con la bicapa lipidica.

Proteinas periféricas o extrinsecas

Pueden ser extraidas facilmente de la membrana plasmatica sin necesidad de
destruirla, mediante la utilizaciéon de soluciones de moderada y alta fuerza ionica.
Estas proteinas no interactuan con el nucleo hidrofébico de la bicapa lipidica, sino
gue se unen a la membrana indirectamente a través de interacciones no covalentes
(puentes salinos e interacciones electrostaticas) con las proteinas integrales de
membrana, o directamente con las cabezas polares de los fosfolipidos. Las proteinas
periféricas se localizan en la region polar de la bicapa, ya sea interna o externa [22].
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Proteinas integrales o intrinsecas

Las proteinas integrales requieren tensoactivos para ser extraidas de su fuente
natural, estas proteinas estan integradas en la membrana y se pueden encontrar, por
tanto, a ambos lados de la bicapa. Las proteinas que no atraviesan totalmente la
bicapa, sino que penetran hasta un cierto nivel de la membrana son llamadas
proteinas integrales parciales mientras que las proteinas que atraviesan totalmente la
bicapa lipidica son proteinas integrales totales. Estas proteinas son también
denominadas proteinas transmembranales [15, 23].

Proteinas ancladas por lipidos

Se encuentran fuera de la bicapa lipidica, ya sea en la superficie extracelular o
citoplasmatica, se encuentran unidas covalentemente a una molécula de lipido que

se encuentra dentro de la bicapa [15].

Liposomas

Los liposomas son vesiculas artificiales compuestas por una o varias bicapas
lipidicas separadas por compartimentos de agua. Estan formados por lipidos que al
exponerse a un ambiente acuoso, dan lugar a la formacion espontanea de bicapas
cerradas debido a las interacciones entre ellos (efecto hidrofobico) (Figura 5). Se
utilizan como modelos de membrana, o como vectores para el transporte de

determinadas moléculas [24, 25].
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Figura 5. Representacion esquematica de la formacion de liposomas, (a)
moléculas de fosfolipidos, que forman la bicapa fosfolipidica (b), y que al ser
resuspendida en medio acuoso, da origen a la formacion de liposomas (c), una

sola bicapa mide aproximadamente 5 nm de espesor (d).

Con respecto al tamafo y numero de bicapas, los liposomas se pueden clasificar en:

Vesiculas unilamelares:

Poseen un compartimento central polar y una sola bicapa lipidica, son de especial
interés en la investigacion, debido principalmente a su similitud con la membrana y
facil preparacion. Se dividen en tres tipos segun su tamano: pequefio, SUV (small
unilamellar vesicles), grande, LUV (large unilamellar vesicles) y gigante, GUV (giant
unilamellar vesicles). Estas tienen las mismas propiedades y soélo varian en el

tamano (Figura 6).
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Vesiculas multilamelares, MLV (multi lamellar vesicles):

Se caracterizan porque poseen multiples compartimentos acuosos conceéntricos,
separados entre si por un espacio acuoso de aproximadamente 5 nm de espesor.
Muestran propiedades fisicas y comportamientos diferentes a los de las vesiculas
unilamelares, no son modelos biomiméticos, pero se utilizan comunmente para

aplicaciones industriales tales como la administracion de farmacos [26].

MLV LUV

SUvV C) \ GUVv

Figura 6. Representacion esquematica del diametro de los diferentes tipos de
liposomas. Vesiculas unilamelares pequefias, SUV (menor a 100 nm),
vesiculas unilamelares grandes, LUV (entre 100 y 500 nm), vesiculas
unilamelares gigantes, GUV (mayor a 10 um) y vesiculas multilamelares, MLV

(entre 0.1 a 10 ym).

Preparacion de liposomas
La preparacion de liposomas cuenta con una gran cantidad de variantes
operacionales, sin embargo consta de algunos pasos comunes a todos los

procedimientos de preparacion (Figura 7).
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Figura 7. Representaciéon esquematica de la formacion de vesiculas
multilamelares (MLV), vesiculas unilamelares grandes (LUV) y vesiculas

unilamelares pequenas (SUV).

Hidratacion de una bicapa fosfolipidica seca

Los lipidos constituyentes son disueltos en proporciones adecuadas de disolventes
organicos, que posteriormente son removidos por evaporacion y/o vacio. La bicapa
fosfolipidica seca es resuspendida en un medio acuoso adecuado por encima de la
temperatura de transicion de los lipidos. La suspension resultante son liposomas
multilamelares (MLV), de tamafo polidisperso. A partir de esta suspension, la
preparacion de vesiculas unilamelares se puede lograr usando uno o la combinacion

de los siguientes métodos:

Sonicacién
La sonicacion es quizas el método mas ampliamente utilizado para la preparacion de
SUV, en este método las MLV se someten a ultrasonido. La presion inducida rompe

las vesiculas multilaminares de la muestra para formar vesiculas mas pequefas, sin
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embargo el diametro del liposoma resultante y la distribucion no son tan
reproducibles como los realizados por extrusion [27].

Método de evaporacién en fase reversa

Una pelicula lipidica se prepara por evaporacion de disolvente organico bajo presion
reducida. El sistema se purga con nitrégeno y los lipidos se vuelven a disolver en una
segunda fase organica que generalmente esta constituida por éter dietilico y/o éter
isopropilico. Las LUV se forman cuando el amortiguador se introduce en esta mezcla.
El disolvente organico se elimina posteriormente y el sistema se mantiene en

atmosfera de nitrogeno [28].

Técnica de inyeccion (éter o etanol)

El método de inyeccion de etanol es una técnica que se puede utilizar para la
formacion espontanea de liposomas con un radio pequefo. En este método, una
solucion de fosfolipidos en etanol se inyecta rapidamente en solucién acuosa para
formar los liposomas. El disolvente de eleccion es normalmente etanol, se pueden
utilizar otros alcoholes, sin dejar de tomar en cuenta factores tales como toxicidad,
solubilidad en agua, la viscosidad y el poder de disolver lipidos. Sin embargo, el
procedimiento de inyeccion de etanol posee dos desventajas: la suspension de
liposomas contendra etanol; esto puede ser eliminado por dialisis o ultrafiltracion y la
utilizacién de grandes volumenes de solucion acuosa [27-29].

Extrusiéon

La extrusion de vesiculas lipidicas es el proceso en el cual una solucién de lipidos es
forzada a pasar a través de una membrana de policarbonato con poros pequefos
usando presién. Este método permite obtener una distribucién de tamafios mas
homogénea que las generadas por otros procedimientos, centrada en el tamafo del
poro de la membrana utilizada. La distribucion de tamanos también muestra
dependencia con la presion de extrusion, con la velocidad de flujo de la solucién de

vesiculas y con las caracteristicas del lipido utilizado [30,31].
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Proteoliposomas

Las vesiculas de fosfolipidos que contienen proteinas de membrana son conocidas
como proteoliposomas y son una excelente herramienta para la elucidacién de la
estructura y funcion de las proteinas de membrana [3].

Los proteoliposomas deben cumplir con una serie de criterios para que
puedan ser considerados utiles como sistemas para estudios funcionales. Por un
lado, se requiere una distribucién de tamafio homogénea lo que se puede lograr
mediante la extrusion y ademas, la proteina se debe distribuir uniformemente entre
los liposomas y conservar su actividad [3].

Existe una variedad de métodos para insertar proteinas de membrana en
liposomas, la reconstitucion mediante tensoactivos es una técnica muy efectiva, ya
que el tensoactivo se utiliza por lo general en el aislamiento inicial y purificacidon de la

proteina [9].

Tensoactivos

La importancia de los tensoactivos en el estudio de proteinas de membrana es
muy importante ya que son vitales en el aislamiento y la purificacion de las proteinas,
asi como en la reconstitucion en liposomas [32]. Son compuestos que tienen caracter
anfipatico, contienen un grupo hidrofobo (la cola) y grupo hidrdéfilo (la cabeza) [33].
Por lo tanto, son solubles en disolventes organicos y agua, los tensoactivos también
se ensamblan para formar agregados que se conocen como micelas. Las micelas
son pequefos agregados en los cuales las partes hidrofilicas de las moléculas se
orientan hacia el exterior acuoso y las partes hidrofébicas se agrupan en el centro
(Figura 8). La concentracion micelar critica (CMC) es la concentracion a la cual se

forman las micelas y es caracteristica de cada tensoactivo [34].
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Figura 8. Representacion esquematica de una molécula de tensoactivo
(A), que al estar en contacto con agua forma micelas (B). Tipos de
tensoactivos que existen (C).

Las proteinas de membrana son frecuentemente solubles en micelas formadas por
tensoactivos anfipaticos. Estos solubilizan a las proteinas de membrana mediante la
creacion de un entorno similar al de los lipidos naturales en donde se encuentra la
proteina [3] (Figura 9), por lo que son vitales en el aislamiento y la purificacion de
proteinas de membrana. Estos se clasifican en cuatro grupos dependiendo de la
naturaleza de su grupo hidrofilico [3,33].

1) Tensoactivos anibnicos, tienen una porcion de superficie activa que lleva una
carga negativa. En una solucion acuosa, la molécula ioniza cationes libres. Entre los
tensoactivos considerados fuertes con respecto a la desnaturalizaciéon de las
proteinas de membrana se encuentran los anidnicos tales como dodecilsulfato sddico
(SDS), un agente solubilizante muy eficaz. Al igual que otros tensoactivos cargados,
su libre asociacion e interaccion con las proteinas es altamente dependiente de la

fuerza idnica de la solucion [35].
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2) Tensoactivos cationicos tienen una porcion de superficie activa que lleva una
carga positiva. En este caso, la molécula del agente tensoactivo contiene un anién

inorganico para equilibrar la carga [36].

3) Tensoactivos zwitterionicos poseen grupos de cabeza polares que en ionizacion
puede impartir cargas tanto positivas como negativas. La carga positiva siempre se
realiza por un grupo de amonio y la carga negativa es a menudo un carboxilato [36].

4) Tensoactivos no iénicos son generalmente considerados suaves y relativamente
no desnaturalizantes ya que s6lo rompen las interacciones lipido-proteina sin afectar
las interacciones proteina-proteina. Esto permite que muchas proteinas de
membrana se solubilicen sin que se afecten sus caracteristicas estructurales, de tal
manera que pueden aislarse en su forma biolégicamente activa; es por esto que son
los mas recomendables. Sin embargo, la eleccién del tensoactivo depende de la
estabilidad de la proteina en el mismo y del estudio a realizar [36].
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Figura 9. Solubilizacion de proteinas integrales de membrana utilizando

tensoactivos no idnicos.
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ANTECEDENTES

Las primeras observaciones sobre el comportamiento en medio acuoso de las
lecitinas, un tipo de fosfolipido técnicamente denominado fosfatidilcolina, fueron a
mediados del siglo XIX, cuando por primera vez se describieron fendmenos de
hinchamiento provocados por la hidratacién de estos lipidos [37].

En 1911, Otto Lehmann publicé una representacion de micrografia a la que
llamo “células artificiales”, pero no fue sino hasta el aino 1965 cuando el cientifico
britanico A.D. Bangham y sus colaboradores, constataron que ciertos lipidos en agua
forman inmediatamente esferas cuyas paredes se encuentran organizadas en
bicapas debido a que cada molécula tiene una parte hidrosoluble y una hidrofébica
(moléculas anfifilicas) [38]. A partir de ese momento, estas estructuras vesiculares
fueron nombradas liposomas.

La permeabilidad selectiva de los liposomas, llevé al investigador britanico G.
Gregoriadis a mediados de 1970, a formular el concepto de liposoma como
transportador de sustancias con actividad farmacoldgica, es decir, como sistemas de
liberacion controlada [39]. Trabajos posteriores del mismo autor y sus colaboradores,
establecieron la factibilidad de emplear los liposomas con enzimas, sustancias
antitumorales y antimicrobianas, ademas de su habilidad para potenciar la respuesta
inmune de antigenos encapsulados [40].

El uso de liposomas como modelo de membranas biolégicas derivd de la
similitud que ambas presentan entre si, por lo que la reconstitucion de proteinas de
diferente naturaleza, es una poderosa herramienta para estudiar la interaccion
proteina-membrana y permite investigar el transporte y/o las propiedades cataliticas
de cualquier proteina de membrana sin interferencia de otros componentes [41]. Los
proteoliposomas se han caracterizado usando diferentes técnicas, como la dispersion
dinamica de la luz (DDL) [42-46], que permite determinar la polidispersidad y tamafo
de los liposomas y el cambio que estos sufren al insertarse la proteina; y la
microscopia confocal usada para el estudio de la interaccion proteinas-liposomas y
para determinar la localizacion de la proteina (si es intrinseca a la membrana o

periférica), esto mediante la incorporacion de fluoréforos [47-49].
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La interaccion de las proteinas con los liposomas se puede dar por
atracciones electrostaticas que pueden ser influidas por factores externos como el pH
y la fuerza i6nica del medio y por interacciones hidrofobicas que ocurren entre
regiones no polares y las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos.

Una proteina fuertemente estudiada en proteoliposomas es el citocromo c,
proteina periférica globular cationica de 12 kDa de masa molecular que se encarga
de la transferencia de electrones entre la citocromo ¢ reductasa y la citocromo ¢
oxidasa en la cadena respiratoria y que se encuentra en la parte interna de la
membrana mitocondrial. Es una proteina que presenta un grupo hemo enlazado de
forma covalente a su estructura. El citocromo ¢ es considerado un paradigma de
proteina periférica de membrana, y su relacidon con los fosfolipidos ha sido
ampliamente estudiada mediante diferentes técnicas [50, 51]. La interaccion de esta
proteina con los fosfolipidos de las membranas depende directamente de la carga de
los mismos, asi como de la fuerza i6nica del medio en el que se encuentra. Se ha
demostrado, que la interaccion depende, tanto de factores electroquimicos como de
la naturaleza hidrofilica de ambos componentes [50].

Otras proteinas que también se han estudiado en liposomas son las porinas,
estas son proteinas integrales capaces de formar canales hidrofilicos en las
membranas externas de las bacterias Gram negativas. Son proteinas bastante
estables en solucién, contrariamente a lo que ocurre en la mayoria de proteinas
integrales. Las porinas han sido purificadas y reconstituidas en liposomas para
analizar parametros fisicoquimicos tales como la conductancia, la selectividad y la
regulacion del voltaje [52].

La bacteriorrodopsina (bR) es una proteina transmembranal encargada de
bombear protones desde el citoplasma de las bacterias tales como Halobacterium
salinarium hacia el espacio extracelular [53]. EI mecanismo de insercién de proteinas
se ha estudiado empleando la bR y diferentes tensoactivos, con la finalidad de
determinar cual es el mejor para realizar una reconstitucion eficiente, entre los que
destacaron el octil glucésido y Triton X-100 [54].

En los proteoliposomas preparados con E. coli se ha demostrado que los

parametros de temperatura de fase de transicion y pH del medio son importantes a
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considerar a la hora de reconstituir, ya que pueden afectar el diametro del liposoma y
tener una poblacion polidispersa [42]. En la ultima década, y con el desarrollo de
nuevas metodologias se ha logrado estudiar la cinética y el mecanismo de
transporte de muchas proteinas, por lo que se considera que el uso de
proteoliposomas es una nueva herramienta que puede ser muy util para el estudio de

diferentes proteinas [55].

PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

Las proteinas de membrana juegan un papel muy importante en los procesos
biolégicos esenciales para la vida, sin embargo, la complejidad de las membranas
plasmaticas hace dificil su estudio in situ y extraerlas de su medio natural constituye
un reto ya que generalmente se ve afectada su estructura y actividad. Por lo anterior,
en México son muy pocos los grupos que trabajan con proteinas de membrana y
practicamente no se han utilizado los modelos biomiméticos para el estudio de las
mismas. Es por esto que surge la necesidad de estandarizar métodos de
reconstitucion de estas proteinas en liposomas donde se encuentran mas estables y
de esta manera desarrollar una linea de investigacion donde se logre estudiar a este
tipo de macromoléculas no sélo desde el aspecto bioquimico, sino también el

estructural.

Por otro lado, el uso de proteoliposomas puede ayudarnos a estudiar sistemas
multienzimaticos donde participan proteinas de naturaleza diferente que
anteriormente se tenian que estudiar por separado ya que cada una necesitaba
condiciones diferentes para mantenerse estables y activas, lo que abre un nuevo
camino en el estudio de este tipo de sistemas.
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HIPOTESIS

Los proteoliposomas son sistemas biomiméticos que pueden estabilizar no sélo a

proteinas de origen membranal sino también a proteinas solubles. Ademas, permiten

el estudio de sistemas enzimaticos formados por dos 0 mas proteinas de naturaleza

diferente (membranal y solubles).

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Utilizar liposomas para analizar la interaccion de proteinas con membranas

plasmaticas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1)

5)

Preparar liposomas de 1,2-Dimiristoil-sn-fosfatidilcolina (DMPC): 1-Palmitoil-2-
oleoil-sn-fosfatidilcolina (POPC) mediante el método de deshidratacion-

hidratacion y extrusion.

Determinar la estabilidad de los liposomas con respecto al pH y temperatura
por dispersion dinamica de la luz.

Reconstituir en liposomas a la lisozima de huevo de gallina (LYS), esticolisina |
(St-l), citocromo c oxidasa (COX), hidratasa de Lactobacillus plantarum (HLP)
y lectina de Mytilus edulis.

Comprobar que las proteinas se incorporaron en los liposomas por técnicas
como la dispersion dinamica de la luz, electroforesis SDS-PAGE y mediante la
cuantificacion de proteina.

Analizar el cambio de la estructura secundaria de las proteinas incorporadas

en los proteoliposomas y en solucion.

Caracterizar las asociaciones de las proteinas con las vesiculas lipidicas

mediante microscopia confocal.

Verificar la utilidad de los proteoliposomas para el estudio de sistemas

enzimaticos formados por proteinas de membrana y solubles.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron dos fosfolipidos zwitteribnicos comerciales, estos fueron el 1-Palmitoil-2-
oleoil-sn-fosfatidilcolina (POPC) y 1,2-Dimiristoil-sn-fosfatidilcolina (DMPC), ambos
obtenidos de Sigma Aldrich. EI POPC (Figura 10 A) presenta una cadena derivada
del acido palmitico (16:0) y una cadena derivada del acido oleico (18:1). Tiene una
masa molar de 760.10 g/mol y una temperatura de transicion (Tm) de -2°C. La
insaturacién que presenta en una de sus cadenas hidrocarbonadas confiere una gran
movilidad a este lipido cuando se encuentra en la bicapa. EI DMPC (Figura 10 B)
presenta dos cadenas hidrocarbonadas derivadas del acido miristico (14:0), tiene
una masa molar de 677.95 g/mol y una Tm de 23°C. Presenta una menor movilidad
que el POPC.

B)
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Figura 10. Fosfolipidos zwitterionicos utilizados para la elaboracion de
los liposomas. A) 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-fosfatidilcolina (POPC) y B)
1,2-Dimiristoil-sn-fosfatidilcolina (DMPC).

En este trabajo se emplearon dos tensoactivos:

1) Octil B-D-1-tioglucopiranosido (OTGP). Es un tensoactivo no ionico, utilizado para

la solubilizacion y reconstitucion de proteinas de membrana. Es facilmente eliminado
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mediante dialisis. Su CMC es de 9 mM (20-25°C) (Figura 11 A). Con este tensoactivo

es estable la HLP.

2) n-Dodecil B-D-maltésido (DDM) (Figura 11 B). Tensoactivo no idnico soluble en
agua, es eficiente en la solubilizacion de proteinas integrales de membrana. Su CMC
es de 0.15 mM (20-25°C). Se utilizé para que no se afectara la estabilidad y actividad
de la citocromo c oxidasa, ya que este tensoactivo se encontraba dentro de las

condiciones en las que venia la proteina.

A) HO
o SCHA(CHa)eCH
OH
OH
OH
B)
HO HO
o) 0 OCH,(CHy)4oCH3
OH OH
0

Figura 11. Tensoactivos utilizados en la solubilizacién y reconstitucion de
las proteinas de membrana. A) Octil B-D-1-tioglucopiranésido y B) n-

Dodecil B-D-maltésido.
Para marcar a los constituyentes del proteoliposoma se emplearon dos sondas
fluorescentes:

1) B-BODIPY® FL C5-HPC, fluoroforo no polar, se ha utilizado para marcar los
lipidos, tiene un peso molecular de 797.77 g/mol, Aex 503 nm; Aem 512 Nm en metanol
(Figura 12 A).

2) Rodamina B, es un marcador polar fluorescente para proteinas, tiene un peso
molecular de 479.01 g/mol, Aex 553 NM; Aery 627 NmM en metanol (Figura 12 B).
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Figura 12. Sondas fluorescentes utilizadas para marcar los
componentes de los proteoliposomas. A) Estructura quimica de -
BODIPY® FL C5-HPC utilizado para marcar al liposoma. B) Estructura
guimica de rodamina B utilizada para marcar a las proteinas utilizadas

en el estudio.

Preparacion de liposomas

Preparacion de la bicapa fosfolipidica seca

Las vesiculas lipidicas se prepararon agregando cloroformo:metanol (50% v/v) a la
mezcla lipidica DMPC:POPC 1 mM (relaciéon molar 1:1). El disolvente se evapord

mediante vacio, obteniendo una fina pelicula lipidica en el fondo del matraz bola de

destilacion. Las Ultimas trazas de disolvente se eliminaron colocando en un
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desecador de vacio durante 2 horas. Para evitar el cambio de fase de la mezcla de
fosfolipidos, todos los pasos para la formacién de liposomas se realizaron a una
temperatura por encima de la temperatura de transicion (25°C), usando para este fin

un bafo termorregulador.
Hidratacion de la pelicula fosfolipidica

A la muestra seca, se le afiadieron 3 mL de amortiguador de fosfatos 20 mM pH 6.5,
dejando hidratar durante 1 hora, formando asi vesiculas multilamelares (MLV),

mediante agitacion manual de la muestra.
Método de extrusion, formacién de vesiculas unilamelares grandes (LUV)

Este método comienza por la deshidratacion-rehidratacion. El Mini-Extruder Avanti®
de Avanti Polar lipids permite preparar vesiculas unilamelares por extrusién de una
forma eficiente y rapida (Figura 13). Para este método, la solucion de MLV es pasada
repetidas veces a través de un filtro de policarbonato de tamarfo de poro definido. El
resultado son vesiculas unilamelares de tamafno uniforme, en donde a partir de una
disolucién turbia se obtiene una solucion translucida, indicativo de que los LUV se
encuentran formados. Se utilizan jeringas que permiten pasar 1 mL de la solucién
cada vez. En el primer paso a través de la membrana, la distribucion de tamafo de
liposomas tiende a una distribucién bimodal, después de suficientes pasos a través
de la membrana, se obtiene una poblacidn monodispersa. En este trabajo, la
extrusion con este equipo se realizdé 13 veces a través de la membrana de 200 nm

(Whatman). Los liposomas se dejaron reposar durante una noche a 4°C.

31



CHCI3:CH3;0H Amortiguador de

/ .fjfatos
X - R

\

)\ — 4 N N—
CHCI,:CH,;0H + Bicapa fosfolipidica Hidratacién
DMPC:POPC
o
%
LUV 09
(Vesiculas unilamelares o ﬁ

grandes) .0:

Extrusion

Figura 13. Representacion esquematica de la preparacion de liposomas
unilamelares grandes (LUV), mediante la técnica de deshidratacion-

hidratacion y extrusion.

Preparacion de proteoliposomas

Para analizar la localizacion de las proteinas en la membrana, se seleccionaron dos
proteinas; una que se sabe que es intrinseca a la membrana (citocromo c oxidasa), y
una que se sabia que interaccionaba con la membrana pero se desconocia de qué
manera (Hidratasa de Lactobacillus plantarum, HLP), a ambas que se les adicionaron
las sondas fluorescente; Ademas, se seleccionaron otras proteinas no membranales
para determinar si estos sistemas biomimétios eran utiles para el estudio de otro tipo
de proteinas; las proteinas seleccionadas fueron: la lisozima (proteina soluble), la
esticolisina (proteina formadora de poros) y la lectina de M. edulis (proteina

intrinsecamente desestructurada.

En todos los casos se formaron las LUV por el método de extrusion a 25°C,

utilizando una membrana de 200 nm, una vez formados los proteoliposomas, estos
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se dejaron reposar a 4°C durante toda la noche, se dializaron utilizando el mismo
amortiguador para la hidratacion y una membrana de corte de 14 kDa y finalmente se
lavaron por ultracentrifugacién para eliminar todo lo que no se unio al liposoma.
Dicho lavado se realizé utilizando una ultracentrifuga (Beckman, XL 90) a 50 000 x g
(Rotor 60 Ti) durante 40 minutos, el precipitado que contenia a los proteoliposomas

se resuspendio con amortiguador de fosfato de sodio 20 mM pH 6.5 (NaPB).

Preparacion de la bicapa fosfolipidica seca con sonda

Se prepararon vesiculas lipidicas agregando 1.75 mL de una mezcla de
cloroformo:metanol (50% v/v) (Grado HPLC) a la mezcla lipidica DMPC:POPC 1 mM
(relacion molar 1:1), posteriormente se le adiciond 0.1% (fraccion molar) de (-
BODIPY® FL C5-HPC (Life Technologies), para aquellas proteinas que se analizaron
por microscopia confocal. El disolvente se evapordé mediante vacio, obteniendo una
fina pelicula lipidica en el fondo del matraz de bola de destilacion. Las ultimas trazas

de disolvente se eliminaron colocando en un desecador al vacio durante 2 horas.

Citocromo c oxidasa

La enzima citocromo c¢ oxidasa o complejo IV (Sigma Aldrich) es una proteina
transmembranal, tiene un peso molecular de 20.01 kDa [56]. Los proteoliposomas se
formaron hidratando la bicapa fosfolipidica seca con amortiguador Tris-HCI 25 mM
pH 7.8 con EDTA 5 mM y n-Dodecil 3-n-maltésido 3.9 mM que contenia a la proteina
(0.2 mg/mL concentracion final).

Hidratasa de Lactobacillus plantarum (HLP)

Se aislé de células de Lactobacillus platarum ATTC8014 adaptadas a un medio con
acido linoleico (0.2 pyL de acido linoleico (AL) por mL de cultivo) [57]. La bicapa
fosfolipidica seca con sonda, se hidraté con 3 mL de HLP recién purificada (0.2
mg/mL concentracion final) en fosfato de potasio 20 mM pH 6.5, FAD 0.1 mM,
glicerol 10%, OTGP 15 mM (Sigma Aldrich) y rodamina B (5 pg/mL concentracion
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final) (Sigma Aldrich). El exceso de detergente, FAD vy glicerol se elimind por dialisis
con amortiguador de fosfatos de sodio 20 mM pH 6.5 con una membrana de corte de
14 kDa. Esta proteina se purificd en nuestro laboratorio.

Esticolisina |

La esticolisina | (St-I) es una actinoporina (proteina soluble en agua con la capacidad
de formar poros al insertarse en las membranas bioldgicas), tiene un peso molecular
de 19.4 kDa [58]. Debido a la naturaleza de esta proteina que forma poros, en este
caso se formaron primero los liposomas LUV y ya formados se adiciond la proteina.
Es decir, la adicion de la proteina no se hizo durante la hidratacion de la bicapa
fosfolipidica. Se prepararon proteoliposomas a 3 diferentes concentraciones 3, 6y 10
nM, en amortiguador de fosfato de sodio 20 mM, pH 6.5.

Lisozima

La proteina comercial lisozima de clara de huevo (muramidasa) (Hampton Research)
tiene un peso molecular de 14.6 kDa, hidroliza preferentemente los enlaces
glucosidicos B-1,4 entre el acido N-acetilimuramico y N-acetilglucosamina presente
en el peptidoglicano de la pared celular de ciertos microorganismos, particularmente
de bacterias Gram-positivas [59]. Los proteoliposomas se prepararon hidratando la
bicapa fosfolipidica con amortiguador de fosfato de sodio 20 mM, pH 6.5 que
contenia 0.2 mg/mL de concentracion final de esta proteina.

Lectina de Mytilus edulis

La lectina del molusco marino Mytilus edulis, es una proteina que reconoce
galactosidos, tiene un peso molecular de 17 kDa, y presenta su optimo de actividad a
37°C y pH de 7.4, es una proteina con fuerte tendencia a oligomerizar cuando se
incrementa su concentracién. Los proteoliposomas se prepararon hidratando la

bicapa fosfolipidica con Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM que contenia 0.2
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mg/mL de concentracion final de la proteina. Esta proteina se purifico en nuestro

laboratorio.

Cuantificacion de fosfolipidos

Para la cuantificacion de los fosfolipidos incorporados en el liposoma se utilizo el
ensayo de Stewart que se basa en la formacién de un complejo colorido entre el
fosfolipido y el ferrocianato de amonio. La ventaja de este método es que la
presencia de fosfato inorganico no interfiere con este ensayo y por lo tanto se
pueden utilizar amortiguadores a base de fosfato [60]. La concentracion de
fosfolipidos se determind utilizando una curva patron elaborada con POPC y DMPC
(Tabla 1y Figura 14).

Preparacién de los reactivos y estandares

Reactivo de ferrocianato de amonio: Disolver 2.7 g de cloruro férrico hexahidratado
(Sigma Aldrich) y 3.0 g de tiocianato de amonio (Sigma Aldrich) en agua Milli-Q,
llevar a 100 mL en un matraz aforado. La solucion es estable a temperatura ambiente

durante varios meses.

Solucion estandar de fosfolipidos: Disolver 1.3 mg de POPC y 1.2 mg de DMPC con
una mezcla cloroformo:metanol (50%v/v), llevarlo a 1.75 mL en un microtubo de 2
mL. Las diferentes concentraciones utilizadas fueron preparadas en tubos de vidrio
(4 mL) con tapon de rosca Pyrex® de la manera que se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Preparacién de los estandares para la elaboracién de la curva de
calibracion de fosfolipidos.

Tubo Estandar | Cloroformo Ferrocia.nato de Concg:;;zfiipéi: ;isnal de

(uL) (uL) amonio (L) Ll
A 120 1380 1500 0.11
B 100 1400 1500 0.10
Cc 80 1420 1500 0.08
D 60 1440 1500 0.06
E 40 1460 1500 0.04
F 20 1480 1500 0.02
G 0 1500 1500 0

Cada tubo se agito vigorosamente durante aproximadamente 1 minuto y se dejaron
en reposo a temperatura ambiente durante 30 minutos. La fase organica fue leida
espectrofotométricamente a una longitud de onda (A) de 488 nm. Este ensayo se
realizé por triplicado. La concentracion de la muestra se determiné mediante la curva

patrén que se presenta en la figura 14.

1.5} y=12.29x-0.04
R2 =0.992

Absorbancia a 488 nm

0'8.00 0.05 0.10 0.15

Concentracion de fosfolipidos (mg/mL)

Figura 14. Curva patrén para la cuantificacion de fosfolipidos.
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Estudios de dispersién dinamica de la luz (DDL)

Para determinar la estabilidad de los liposomas frente a posibles variaciones en las
propiedades fisicoquimicas del medio, se realizaron estudios de dispersion dinamica
de la luz (DDL). Con esta técnica se analizan las fluctuaciones de intensidad en la luz
dispersada (y detectada a cierto angulo) por una disolucion de particulas al hacer
incidir sobre la misma una luz de longitud de onda no mucho mayor que el tamafio de
dichas particulas. Estas fluctuaciones son consecuencia del movimiento browniano vy,
por tanto, se pueden correlacionar con el coeficiente de difusion de las mismas y con
su radio hidrodinamico [61].

El equipo utilizado fue un Zetasizer yV de Malvern Instruments, este equipo permite
la determinacién de la distribucion de tamafo hidrodinamico de particulas en un
amplio rango asi como su polidispersidad. La temperatura de medida puede llegar
hasta los 90°C. El equipo mide la intensidad de luz dispersada a un angulo de 90°
respecto a la prolongacion del rayo incidente, técnica denominada deteccidn de gran
angulo o backscatter. Los datos adquiridos durante la medida son procesados por el
software del propio equipo (zetasizer uV), a partir del cual se obtiene una distribucion
del diametro hidrodinamico, determinado a través del coeficiente de difusion
mediante la ecuacién de Stokes-Einstein [62]. El software permite expresar los
resultados obtenidos en dos modos que denomina: distribucion en intensidad y
distribucion en volumen.

Ecuacion de Stokes-Einstein

kT

dH = 3nnD

Donde dy es el diametro hidrodinamico, D es el coeficiente de difusion de traslacion,
k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y n es la viscosidad de

la solucion.

En este estudio se evalud el efecto de la temperatura (en un intervalo de 15 a 90°C)
en el tamano y polidispersidad de las vesiculas lipidicas en amortiguador de fosfato
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de sodio 20 mM pH 6.5. La muestra de liposomas se prepard a una concentracion de
1 mM.

Para determinar el efecto del pH en los liposomas, se emplearon diferentes
amortiguadores con valores de pH comprendidos entre 4.5 y 8. Para este ultimo
estudio se colocaron 90 pyL de muestra y 810 yL del amortiguador correspondiente,
se mezcld en el agitador para tubos durante 5 minutos y se dejo reposar una hora a

temperatura ambiente.

Cuantificaciéon de proteinas

Se utilizé el método del acido bicinconinico (Pierce BCA Protein Assay, Thermo
Scientific), el cual es una formulacion basada en acido bicinconinico (BCA) para la
deteccion colorimétrica y la cuantificacion de proteina total. Este método combina la
reduccion del Cu?* a Cu' llevada a cabo por la proteina en medio alcalino (reaccion
de Biuret) con la deteccién altamente sensible del cation cuproso Cu'* usando un
reactivo que contiene BCA. La reaccion de este ensayo produce una coloracion
purpura formada por la quelacion de dos moléculas de BCA con un ién cuproso [63].
El complejo exhibe una fuerte absorbancia a 562 nm y presenta un comportamiento
lineal con el incremento en la concentracion de proteina dentro del intervalo de 5-250
Mg/mL. La estructura macromolecular de la proteina, el numero de enlaces peptidicos
y la presencia de cuatro particulares aminoacidos (cisteina, cistina, triptéfano y
tirosina) son los responsables de la formacion de color con el BCA [64]. Este método
es el mas apropiado debido a que no tiene interferencia de los componentes de las

muestras analizadas.

Para construir la curva patron que se utilizé para cuantificar el contenido de
proteina total, se prepard por triplicado una serie de diluciones con concentraciones
conocidas de albumina de suero de bovino (Figura 15). Tanto los estandares como
las muestras fueron tratados de acuerdo a las instrucciones del kit. Todas las
mediciones de absorbancia de este estudio, fueron leidas con un espectrofotdmetro
Shimadzu UV-1800.

38



1.0f
A)
y=0.0034x -0.0101
g 08 R2=0.999
=
N
8
o 0-6f
R
[&]
c
g 0.4t
[o]
(72}
2 0.2}
0. L L Al ' J
50 100 150 200 250
Concentracion de proteina (ug/mL)
1.0
y=0.003x -0.003
R2=0.998
£ 0.8F
c
B) N
8
o 0-6f
o
[$]
=
g 0.4}
o
[ %2}
2 0.2}

L

50 100 150 200 250

Concentracion de proteina (ug/mL)

Figura 15. Curva de calibracion para la cuantificacion de proteina. Se
utilizé el método del acido bicinconinico y albumina de suero de bovino
como estandar. A) Para las muestras en amortiguador de fosfatos. B)
Para la cuantificacion de la lectina de Mytilus edulis (en amortiguador
Tris-HCI).
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Microscopia confocal

Es una técnica que permite el estudio de muestras marcadas con sondas
fluorescentes, haciendo secciones oOpticas de las mismas mediante la excitacion de
la muestra punto a punto por medio de un barrido laser. Las lentes del microscopio
enfocan la luz laser sobre un s6lo punto de la muestra con gran intensidad (punto
focal), posteriormente el laser barre la muestra punto por punto generando una
imagen en 3D. El microscopio y el sistema 6ptico enfocan la luz emitida por el punto
focal sobre un segundo plano, el punto confocal, llegando asi al detector a través del
diafragma, que es una pequefa abertura situada frente al detector que elimina de
forma optica toda la informacion que se encuentra fuera del plano focal, por lo que
sblo la informacion que se encuentre dentro de este plano sera detectada con
calidad. En el detector, la luz reflejada es transformada en una sefial eléctrica
digitalizada, mediante un convertidor analégico digital que incrementa el contraste de
las imagenes, y posteriormente es recogida en un ordenador [65].

La interaccion de las dos proteinas de membrana analizadas en este proyecto
con los liposomas, se siguié mediante esta técnica. Los fosfolipidos fueron marcados
con sonda hidrofébica $-BODIPY® FL C5-HPC, mientras que las proteinas fueron
marcadas con la sonda hidrofilica rodamina B. Se coloc6 una alicuota de 5 pL de
proteoliposomas en un portaobjetos de vidrio (1 x 3 en aprox. 1,0 cm), con un
cubreobjetos (102 x 76 mm) y se sell6 con esmalte de ufias. Posteriormente se
analizé mediante microscopia confocal (Leica TCS SPS X, Leica Microsystems),
usando un laser de excitacion de 494 nm y un rango de emision de 501-543 nm para
B-BODIPY® FL C5-HPC. Para rodamina B se utilizd un laser de excitacion de 554
nm y un rango de emision de 588-648 nm.

Para las proyecciones en 3D de las muestras, se hizo un escaneo con
incrementos de 0.3-0.49 um, a través de la mitad superior del proteoliposoma. Estas
exploraciones se combinaron entonces, fusionando los colores, utilizando el software
LAS AF Version Lite 4.3 (Leica Microsystems).
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Electroforesis SDS-PAGE

Otra forma de verificar que una proteina se incorpord en los liposomas es por medio
de una electroforesis en condiciones desnaturalizantes de dichos proteoliposomas.
La electroforesis es un método para determinar la masa molecular y la pureza de una
proteina [66]. Se utilizd la electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) con una concentracion de acrilamida al 12%,
utilizando B-mercaptoetanol como agente reductor.

Determinacion de la estructura secundaria por técnica de dicroismo

circular

El dicroismo circular (DC) es una técnica de espectroscopia de absorcion, se emplea
para el estudio de la estructura secundaria de las proteinas (hélices a, hojas B3, giros
y lazos) en solucion. Esta técnica se basa en la quiralidad de los aminoacidos que
conforman a la proteina, utiliza las propiedades de la luz polarizada formada por dos
componentes polarizados circulares, uno a la derecha y el otro a la izquierda, estos
componentes estan en fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio
opticamente activo, cada componente interactua de manera diferente con los centros
quirales de las moléculas presentes. La interaccion de la radiacion con la muestra,
induce un desfasamiento y un cambio de magnitud en ambos componentes
circularmente polarizados de la luz. Estos fendmenos provocan una rotacion del
plano de polarizacion en un angulo a y la distorsion de este plano genera una elipse
[67,68]. La rotaciéon del plano y la diferente absorcion de los componentes
circularmente polarizados varian de acuerdo con la longitud de onda incidente,
pudiéndose obtener un espectro de la rotacion o elipticidad contra la longitud de onda
(A).

Los espectros de dicroismo circular se obtienen generalmente en las regiones
del ultravioleta cercano (250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm), de la radiacion
electromagnética. En la region del ultravioleta cercano, los cromoéforos mas
importantes son los grupos aromaticos de las cadenas laterales de tript6fano, tirosina
y fenilalanina. La asimetria en estos grupos quimicos, se debe exclusivamente a su

entorno ya que los residuos aromaticos se encuentran distribuidos en toda la
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macromolécula. Los espectros en esta region son un reflejo de la conformacion
global de la proteina y las sefiales obtenidas son sensibles a los cambios en la
misma. Por otro lado, los espectros de dicroismo en la regidn del ultravioleta lejano,
se deben principalmente a los enlaces peptidicos que unen los residuos de los
aminoacidos entre si. La asimetria de estos cromoéforos se debe al arreglo espacial
de la cadena principal de la proteina, por lo cual, las sefiales de dicroismo circular se
pueden interpretar en términos del contenido de estructura secundaria presente, es
decir, del porcentaje de residuos que se encuentran en alguna conformacion
estructural (hélices alfa, hojas beta, giros y lazos) (Figura 16) [67].

Los espectros de dicroismo circular se adquirieron en un espectropolarimetro
Jasco-720 a una temperatura constante de 20°C regulado por un recirculador de
agua (Thermo Neslab). Las medidas se realizaron a concentraciones de proteina de
0.2 mg/mL, empleando una celda de 0.1 cm de paso de luz (400 pL de muestra). El
espectro fue adquirido a una velocidad de 20 nm/min. El espectro promedio de las
tres corridas realizadas por muestra se analizé por medio del programa DichroWeb

con el fin de estimar el contenido de estructura secundaria que presentaba.
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Figura 16. Espectros caracteristicos en el UV lejano

asociados a los diversos tipos de estructura secundaria.
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Cuantificacidon de la actividad de las proteinas estudiadas dentro del

liposoma y en solucion.

Actividad de la citocromo ¢ oxidasa

La actividad de esta enzima se determiné utilizando el kit desarrollado por Sigma
para este fin (The Cytochrome c Oxidase Assay Kit). Este consiste en un ensayo
colorimétrico que se basa en el decremento de la absorbancia del ferrocitocromo ¢ a
550 nm causada por la oxidacion del ferricitocromo ¢ por la enzima. Una unidad

oxida 1.0 mmoles de ferrocitocromo C por minuto a pH 7 a 25°C.

Actividad de la hidratasa de Lactobacillus plantarum

Cada reaccion de hidratacion del acido linoleico se llevo a cabo por triplicado y
consistié en colocar en un tubo con tapa de rosca, 5 mL de amortiguador de fosfato
de potasio 20 mM a pH 6.5, 19.8 mg (22 pL) de AL como sustrato emulsificado con
Tween 80 al 0.25% (p/v). A esta mezcla se le adicionaron 100 pL de proteina pura o
de proteoliposomas (0.2 mg/mL) segun el caso. La reaccion se inicié incubando los
tubos a 30°C durante 24 h y agitacion orbital a 200 rpm. Después de la incubacion,
los acidos grasos se extrajeron de la mezcla de reaccion adicionando 4 mL de
hexano-acetato de etilo (70%-30%) y posteriormente realizando dos ciclos de
congelamiento-descongelamiento (-20°C y 6°C, respectivamente) seguido de
centrifugacion (3 500 x g, 40 min, 4°C) para asi, mejorar el rompimiento de la
emulsién de acidos grasos y obtener mayor rendimiento de lipidos extraidos en la
fase organica [69]. Esta fase fue separada de la fase acuosa y lavada primero con 1
mL de solucién saturada de NaCl y posteriormente con 2 lavados de 2 mL de H;O
desionizada (18 mQ*cm) cada uno. Finalmente se sec6 durante una noche mediante
la adicion de Na;SO4 anhidro y después se filtré a través de papel Whatman No. 2.
Los acidos grasos se metilaron y se analizaron por cromatografia de gases para
determinar cuantitativamente la produccion del acido 10-hidroxi-12-cis-octadecenoico
(10-HOE) a partir de AL por comparacion de los tiempos de retencion de los ésteres
metilicos de los acidos grasos [57].
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Actividad hemolitica de Ia esticolisina St-I

Se obtuvo sangre humana fresca de un donante sano. Los eritrocitos se aislaron por
centrifugacion y se lavaron dos veces con TBS (NaCl 145 mM, Tris-HCI 10 mM pH
7.4). En placas de microtitulacion de 96 pozos con fondo en forma de “U”, se
colocaron 50 pyL de amortiguador TBS en cada pozo; en el primer pozo se colocaron
50 pL de proteina y se hicieron diluciones seriadas (1:2). Finalmente se anadieron 50
WL de eritrocitos al 2%. El mismo procedimiento se siguié con los proteoliposomas.
Se utilizaron 2 controles negativos, uno realizando el mismo ensayo sin la presencia
de proteina y el otro utilizando liposomas sin proteina (no proteoliposomas) para
corroborar que el liposoma no provocaba algun tipo de efecto en los eritrocitos. Esta
prueba se realiz6 a la proteina en solucion y a los proteoliposomas (3 y 10 nM). Se
incubaron a 25°C por toda una noche y se evaluo la actividad hemolitica a simple
vista y a través de un microscopio [70].

Actividad enzimatica de Ila lisozima

La actividad enzimatica contra bacterias Gram positivas fue determinada utilizando la
técnica turbidimétrica descrita por Shugar (1952). Se prepar6 una suspension de
sustrato (Mycrococcus lysodeikticus) al 0.01% en amortiguador de fosfato de potasio
pH 6.2. La reaccion se realizd colocando 2.5 mL de la suspension de sustrato y
adicionando posteriormente 100 pyL de la proteina, se incubd a 25°C por 5 min, y al
término de este tiempo fue medida la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm.
La actividad de la lisozima y proteolisozima fue determinada utilizando la siguiente

formula:

Lectura inicial—Lectura final

Actividad enzimatica (U)= Tiempo (min)

Actividad especifica = ———
mg proteina
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Prueba de actividad hemaglutinante de la lectina de Mytilus edulis

La actividad hemaglutinante de la lectina se realiz6 en placas de 96 pozos con fondo
en forma de “U”. Se realizaron diluciones seriadas 1:2, esto es, en cada uno de los
pozos, se colocaron 50 yL de amortiguador de Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, 150 mM de
NaCl, y en el primer pozo de cada serie se colocaron 50 pyL de la solucion de
proteina, se mezcldé con el amortiguador y posteriormente se tomaron 50 pyL que
fueron trasladados al segundo pozo, de nuevo se mezclé con el amortiguador ya
presente y se tomaron otros 50 yL para llevarlos al tercer pozo y asi sucesivamente
hasta completar la hilera de 12 pozos. Posteriormente, se agregaron 50 pL de la
solucién de eritrocitos formalinizados al 1%. Se incubaron a 37°C por toda una noche
y se examinaron visualmente en busca de hemaglutinacion. En donde hubo
actividad, se observo una capa uniforme de eritrocitos y donde no presenté actividad
se observd precipitacion de eritrocitos en el fondo del pozo (Figura 17). Como
controles negativos se utilizé amortiguador Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM y

liposomas.

La actividad hemaglutinante se define como el reciproco de la dilucion mas
alta en donde se observd aglutinacién. La actividad especifica se expres6 como

U/mg de proteina.

A) B)

Figura 17. Pruebas de actividad hemaglutinante. A) La precipitacion de los
eritrocitos muestra que no hay actividad hemaglutinante. B) La presencia de
una red que impide la precipitacién de los eritrocitos indica la presencia de
actividad hemaglutinante.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a la gran dificultad para trabajar con proteinas de membrana y poder
llegar incluso a realizar analisis estructurales, se decidi6 estandarizar la
reconstitucion de este tipo de proteinas y en general proteinas hidrofobicas en un
modelo biomimético como son los proteoliposomas y de esta manera poder estudiar
no soélo a las proteinas en forma individual sino incluso cuando forman parte de un
sistema enzimatico donde cada proteina involucrada es de naturaleza diferente (de

membrana y soluble).

Estudios de estabilidad de los liposomas

Una vez elaborados los liposomas se procedio a evaluar su estabilidad en diferentes
condiciones de temperatura y pH utilizando técnicas de dispersion dinamica de la luz.
Los parametros que se evaluaron fueron el tamafo y la polidispersidad. Este ultimo
parametro es un indice que nos indica si en la solucién hay varias especies, 0
liposomas de diferentes tamafios (polidispersa), lo que se refleja en un indice mayor
a 0.5, o si existe una sola especie (monodispersa) que se refleja en un indice menor
a 0.5. Se elaboraron vesiculas lipidicas de 200 nm, considerando que los liposomas
termodinamicamente mas estables oscilan entre 100 y 200 nm [71]. Debido a que la
Tm de los fosfolipidos DMPC:POPC es de 11.5 + 0.4°C, durante el proceso de
elaboracion de los liposomas se trabajo a 25°C, ya que se recomienda trabajar 10°C
por encima de la temperatura de transicion de fase de la mezcla de fosfolipidos para
que estos se encuentren en la fase gel-liquido, donde existe un equilibrio de los
estados gel y cristal-liquido [72-74] (Figura 18).
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Figura 18. Transicion de fases de los fosfolipidos. Debajo de la
temperatura de transicion los fosfolipidos se encuentran en fase gel
(flexible), mientras que arriba de esta se encuentran en fase cristal-
liquido (rigida). La fase gel-liquido es la ideal para la elaboracion de
los liposomas.

Efecto la temperatura

Los liposomas se sometieron a diferentes temperaturas en un intervalo de 15 a 80°C
(Figura 19). Se observo que el diametro obtenido de los LUV se mantenia estable en
todo el intervalo de temperaturas. Los valores de polidispersidad fueron menores a
0.2 lo que indica que la muestra se encontraba monodispersa, las pequefas
variaciones observadas son debido al efecto de la forma de los liposomas que no son
totalmente simétricos y esféricos. Esta estabilidad confiere una gran ventaja ya que
se pueden estudiar proteinas con diferentes o6ptimos de temperatura para su

actividad.
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Figura 19. Efecto de la temperatura en el diametro hidrodinamico e
indice de polidispersidad de los liposomas LUV, formados con
DMPC:POPC (1:1 mol:mol). Las barras muestran el diametro
hidrodinamico de los liposomas y Ilos circulos el indice de
polidispersidad. En ambos casos se muestra la desviacion estandar.
La linea punteada muestra el valor limite para que una solucién se

considere monodispersa.

Efecto del pH

Los liposomas se sometieron a variaciones en el pH en un intervalo de 4.5-8.0. En la
figura 20 se observa que el diametro hidrodinamico se ve afectado por el pH,
incrementandose conforme se incrementa el pH, sin embargo no hay coalescencia y
se mantienen monodispersos. Se ha demostrado que el pH de la solucion de
fosfolipidos durante la preparacion de liposomas puede afectar el tamafo final de los
liposomas [75] sin embargo, se pueden utilizar mientras no exista coalescencia. Los
resultados mostraron que estos sistemas biomiméticos pueden ser utilizados en un

amplio intervalo de pH. En el presente estudio se utilizaron valores de pH entre 6.5 y
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7.8 para la elaboracion de los proteoliposomas, dependiendo del 6ptimo de actividad

y estabilidad de cada proteina [76].
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Figura 20. Efecto pH en el diametro hidrodinamico e indice de
polidispersidad de los liposomas LUV, formados con DMPC:POPC (1:1
mol:mol) a una temperatura de 25°C. Las barras muestran el diametro
hidrodinamico de los liposomas y los circulos el indice de polidispersidad.
En ambos casos se muestra la desviacion estandar. La linea punteada

muestra el valor limite para que una solucién se considere monodispersa.

Efecto del tensoactivo

Para evaluar el efecto del tensoactivo se utilizd el n-Dodecil B-D-maltésido. En la figura
21 se observa que en presencia del tensoactivo se incrementa el tamafo del
liposoma y ademas se observan dos especies una de un diametro de 324.5 nm y otra
de 5198.8 nm, mientras que sin tensoactivo el tamano es de 248 nm. Observamos
que también se incrementd el indice de polidispersidad hasta un valor de 0.4. Sin
embargo, los tensoactivos son reactivos indispensables en la solubilizacion y la
reconstitucion de proteinas de membrana [77]. Es importante mencionar que la
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especie P1 tiene una abundancia de 90% mientras que la P2 solo del 9%, es decir
sélo el 9% de los liposomas coalescen. El fendmeno fisico de coalescencia se refiere
a la fusion de los liposomas en solucion lo que afecta el tamano de las vesiculas
lipidicas y es comun en liposomas [78]. El incremento en el tamano de P1 es de
esperarse ya que el tensoactivo ocupa un espacio en el liposoma, mismo que

ocuparan las proteinas al desplazarlo durante la dialisis.
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Figura 21. Efecto del tensoactivo n-Dodecil B-D-maltésido. LST corresponde
al liposoma sin tensoactivo y LCT al liposoma con tensoactivo, como se
observaron dos especies se nombraron LCT P1 y LCT P2. Las barras
muestran el diametro hidrodinamico de los liposomas y los circulos el indice
de polidispersidad. En ambos casos se muestra la desviacion estandar. La
linea punteada muestra el valor limite para que un sistema se considere

monodisperso.
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Cuantificacion de fosfolipidos en los liposomas

Con el fin de determinar si todos los fosfolipidos utilizados en la preparacion de los
liposomas se incorporaban en los mismos, se cuantifico el contenido de ellos en el
liposoma y en solucién. Fue interesante notar que en los liposomas se determin6 que
se encontraban a una concentracién de 0.44 mg/mL, siendo que en la preparacion de
ellos se utilizé una concentracion de 0.8 mg/mL. Esto indica que solo el 50% de los

fosfolipidos formaron liposomas y el otro 50% se perdio en la dialisis.

Preparacion de los proteoliposomas

Para determinar la factibilidad del uso de liposomas como un sistema biomimético
para el analisis de proteinas, se reconstituyeron 5 proteinas de naturaleza diferente,
entre las que se encuentran una transmembranal, una membranal pero cuya
interaccion con la membrana se desconocia, una proteina formadora de poro, una
intrinsecamente desestructurada y finalmente una soluble en medio hidrofilico, todas

las pruebas se realizaron a una temperatura de 25°C.

Cuantificacion de fosfolipidos en los proteoliposomas

Es importante destacar que a todos los proteoliposomas formados con las diferentes
proteinas se les cuantifico el contenido de fosfolipidos antes y después de la
incorporacion de la proteina y esta no varid, se mantuvo muy cercana a 0.44 mg/mL,
sblo en el caso de la citocromo ¢ oxidasa, el contenido de fosfolipidos disminuy6 a
0.32 mg/mL, esto puede deberse a que como se trata de una proteina
transmembranal, necesitdé desplazar mas fosfolipidos para poder incorporarse en el
liposoma. A continuacién se muestran los analisis realizados a los proteoliposomas

de las diferentes proteinas utilizadas.
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Cuantificacion de proteina en los proteoliposomas

Un primer criterio que se utilizé para determinar si las diferentes proteinas se habian
reconstituido en los liposomas fue la cuantificacion de proteina antes de formar los
liposomas (en solucion) y una vez formados. Observamos que en el caso de la
hidratasa de Lactobacillus plantarum, la lisozima de huevo de gallina, la esticolisina |
y la lectina de Mytilus edulis, la concentracion en el liposoma fue ligeramente mayor,
esto puede deberse a que hay zonas en las moléculas que interaccionan con los
liposomas, lo mas seguro es que de manera extrinseca, favoreciendo una mayor
incorporacion de moléculas en ellos concentrando asi la proteina en los liposomas.
Por el contrario, con la citocromo ¢ oxidasa hubo una disminucion en la
concentracion. Esto debido a que esta proteina tiene una interaccion mas fuerte con
los liposomas, es decir estas penetran el liposoma y por tanto no pueden
incorporarse tantas moléculas por simple competencia. Se necesitarian liposomas
mas grandes o un mayor numero de ellos para que toda la proteina se incorpore. Sin
embargo, si se utilizaran liposomas de mayor tamafo, estos serian menos estables
[71].

Electroforesis SDS-PAGE

Otra forma de evaluar si las proteinas se reconstituyeron en los liposomas consisti
en determinar su presencia por medio de electroforesis SDS-PAGE. En la figura 22
se puede observar la presencia de proteina en todos los casos salvo con la
esticolisina |, esto debido a que en la elaboracion de los liposomas se utilizaron
concentraciones muy bajas (del orden nanomolar) para que no los perforaran.
Ademas observamos que se debe tener cuidado ya que los liposomas también dan
una banda cercana a los 6 kDa. En el caso de la citocromo c oxidasa, al
desnaturalizarla se formo6 un oligdmero que no penetrd en el gel, sin embargo se

observa su presencia.
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Figura 22. Determinacion de la presencia de las proteinas
estudiadas en los liposomas por medio de electroforesis en
condiciones desnaturalizantes. Se utilizé en gel al 12% y la
tincion con plata.

Citocromo c oxidasa

Estudios de dispersion dinamica de la luz de la COX

Al reconstituir a la proteina transmembranal COX en liposomas, observamos por
DDL que el tamarfio del liposoma se incrementa lo que sugiere que si se incorporé en
el mismo (Figura 23) sin embargo, no hay coalescencia. Ademas la polidispersidad

no se incrementa notablemente, lo que nos habla de un buen sistema biomimético.

53



= Diametro hidrodinamico (nm)
¢ indice de polidispersidad
_ 350 1.0
£
£ 300}
9 108
T 250 S
G o
c 106 ®
5 200 =
: &
T 150 —
y 04 g
o}

g 100 | a
g 102
o 50°f
=

0 0.0

Liposomas Proteoliposomas

Figura 23. Reconstitucion de la citocromo ¢ oxidasa en liposomas.
Las barras muestran el diametro hidrodinamico de los liposomas y
los circulos el indice de polidispersidad. En ambos casos se muestra
la desviacion estandar. La linea punteada muestra el valor limite

para que un sistema se considere monodisperso.

Estudios de microscopia confocal de la COX

La localizacion de la citocromo ¢ oxidasa en liposomas se analizé mediante la técnica
de microscopia confocal, esta técnica nos permite visualizar la ubicacién de las
proteinas por medio del marcaje de zonas hidrofébicas e hidrofilicas con sondas
fluorescentes. La microscopia confocal se ha empleado para investigar la
organizacion espacial de las proteinas en las vesiculas lipidicas [79], estos mismos
estudios se han realizado en GUV, en donde se demuestra que la proteina esta
distribuida homogéneamente en la membrana [80]. También se ha empleado esta
técnica para observar la transicion de fase y como afecta a las vesicula lipidicas [81].
En la figura 24, en la parte inferior se observa que la proteina se reconstituyé dentro
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de los liposomas lo que corrobora que se trata de una proteina integral a la

membrana [82].

B-BODIPY® FL C5-
3-BODIPY® FL C5-HPC Rodamina B HPC + Rodamina B

Liposomas

Proteoliposomas
COX

Figura 24. Microscopia confocal de la COX. En la parte superior se
observan los controles: A. La fluorescencia verde corresponde a la sefal
hidrofébica (del liposoma) marcado con B-BODIPY® FL C5-HPC. B. La
fluorescencia roja corresponde a la sefal hidrofilica (de la proteina)
marcada con rodamina B y C. Se presentan ambas sefales de
fluorescencia sin presencia de proteina. En la parte de abajo se observa la

incorporacion de la COX en el liposoma.

Estudios conformacionales y de estructura secundaria

El hecho de que la proteina se reconstituya en el liposoma no implica que no haya
tenido cambios en su estructura. Para determinar el efecto de este proceso en la
estructura secundaria de la proteina se realizaron estudios de dicroismo circular en el
UV lejano. Los resultados obtenidos (Figura 25) revelan que la proteina reconstituida
en el liposoma presenta un ligero cambio conformacional y modificaciones en la
estructura secundaria respecto a la proteina en solucion (Tabla 2), esto puede ser

atribuido a que la proteina al ser transmembranal, fuera de la célula cambia su
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conformacién por la cantidad de aditivos (tensoactivos, glicerol) que se tienen que
adicionar al medio para mantenerla estable. Por otro lado, en el liposoma esta en un

medio biomimético que se puede considerar como el natural. Al hacer la
desconvolucion de los espectros utilizando el servidor DichroWeb, observamos que
en general la estructura secundaria que predomina es la hoja B en ambas

condiciones, sin embargo, en el liposoma el porcentaje es ligeramente mayor.
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Figura 25. Espectros de dicroismo circular en el UV-lejano de la

proteina citocromo ¢ oxidasa en solucion y reconstituida en liposomas.

Tabla 2. Contenido de estructura secundaria calculada a partir de
los espectros de DC con el servidor DichroWeb.

Hélices | Hojas B | Desestructurada
Citocromo c oxidasa en 7% 29% 63%
solucion
Citocromo c oxidasa en 6% 34% 59%
proteoliposomas

Actividad enzimatica de la COX

Para corroborar si este pequeio cambio conformacional podria afectar la actividad
de la enzima, se determind su actividad mediante la oxidacion del ferricitocromo ¢ por

la enzima (ver métodos). Observamos que en solucioén la actividad de la enzima fue
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de 624.12 mUnidades/min/mg de proteina, mientras que en el liposoma la actividad
fue de 749.18 mUnidades/min/mg, es decir, se incrementé 125 miliUnidades. Esto
puede ser el resultado de encontrarse en un medio mas favorable para la proteina,
que al ser membranal es mas estable en este medio biomimético. Este resultado
resalta la importancia de utilizar este tipo de sistemas para poder estudiar con mayor

precision a este tipo de proteinas sin modificar sus propiedades.

Hidratasa de Lactobacillus plantarum (HLP)

El acido linoleico (AL), junto con otros acidos grasos poliinsaturados, es toxico para
muchas bacterias causando la inhibicion del crecimiento celular. A fin de evitar esta
toxicidad, los acidos grasos poliinsaturados son hidrogenados por un mecanismo
llamado biohidrogenacién produciendo acidos grasos saturados no toxicos. La
biohidrogenacion de AL en Lactobacillus plantarum, implica varios pasos, entre ellos
la hidratacion (Figura 26), produciendo acido 10-hidroxi-12-cis-octadecenoico (10-
HOE). Una vez que se produce el 10-HOE puede sufrir deshidratacion y la
isomerizacion catalizada por otra proteina, no asociada a membranas, para producir
el isébmero bioactivo, acido linoleico conjugado (ALC) (acido 9-cis,11-trans
octadecadienoico) que esta asociado con una variedad de efectos benéficos para la
salud que incluyen, efecto anti-obesidad y anticancerigeno, entre otros [57].
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Figura 26. Reaccion de hidratacion del acido linoleico catalizada por
la HLP de Lactobacillus plantarum dando como producto el 10-HOE.
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Estudios de dispersién dinamica de la luz de la HLP

Después de la reconstitucidn de la HLP en las vesiculas lipidicas, se determind su
diametro hidrodinamico. En la figura 27 se observa que los liposomas no se afectan
por la reconstitucion de la proteina en ellos, ya que el tamafio es el mismo y la

polidispersidad muy baja.
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Figura 27. Reconstitucion de la hidratasa de Lactobacillus plantarum en
liposomas. Las barras muestran el diametro hidrodinamico de los
liposomas y proteoliposomas y los circulos el indice de polidispersidad.
En ambos casos se muestra la desviacion estandar. La linea punteada

muestra el valor limite para que un sistema se considere monodisperso.

Estudios de microscopia confocal de la HLP

Hasta este momento, sabiamos que la proteina si habia interaccionado con los
liposomas ya que al cuantificarla estaba presente en ellos, sin embargo no
incrementd el tamafio de los mismos. Con el fin de determinar de qué manera habia
interaccionado la proteina con el liposoma, decidimos realizar estudios de
microscopia confocal. Es importante mencionar que de esta proteina se sabia que
estaba asociada a la membrana celular pero se ignoraba de qué manera. En la figura

28 se observa que la proteina reconstituida en los liposomas no es transmembranal
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sino periférica, se puede observar el halo (rojo) que rodea al liposoma. Estos
resultados revelaron por primera vez la naturaleza periférica de esta proteina. Es
posible que la union en la superficie de los liposomas esté mediada por interacciones
electrostaticas entre una de las superficies positivas de la HLP y las cabezas polares
de los fosfolipidos. Esta es la razon por la cual el tamafio de los liposomas no se
incrementd con la incorporacién de la proteina de membrana en ellos y porqué la

concentracion de proteina es mayor.

p-BODIPY® FL C5- p-BODIPY® FL C5-

Rodamina B

HPC HPC + Rodamina B

Figura 28. Analisis de la incorporacion de la hidratasa de Lactobacillus
plantarum en liposomas utilizando la microscopia confocal. A) y B)
Controles donde se observa la tincion del liposoma (verde), la de la
proteina en solucidén (rojo) y el traslape de ambas. C) y D) Proteoliposomas
donde se observa la senal del liposoma, de la proteina y el traslape de

ambas.
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Estudios conformacionales y de estructura secundaria de la HLP

Para determinar si la interaccién periférica de la hidratasa de L. plantarum provocaba
algun cambio estructural en la proteina, se analiz6 su conformacion y estructura
secundaria por DC (Figura 29). Observamos que la proteina en solucion y unida a los
liposomas era idéntica, no tenia ningun cambio conformacional. Esto se explica
porque no penetrd las bicapas lipidicas donde podria verse afectada por la
naturaleza hidrofébica de las mismas. Se observd que en ambas condiciones hay un

predominio de hélices en su estructura (Tabla 3).
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Figura 29. Comparacion de los espectros de dicroismo circular
de la hidratasa de L. plantarum en solucion y en los liposomas.

Tabla 3. Contenido de estructura secundaria de la hidratasa de L.
plantarum calculada a partir de los espectros de DC utilizando el
servidor DichroWeb.

Hélices Hojas B Desestructurada
HLP 56% 19% 25%
Proteoliposomas 62% 9% 31%
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Actividad de hidratasa de Lactobacillus plantarum (HLP)

Al verificar la actividad de la hidratasa observamos que esta no cambia, se mantiene
igual en solucion y en los liposomas (Tabla 4). Este sistema tiene como ventaja el
estabilizar a la proteina ya que emula a la membrana celular, algun cambio en la
solucion podria causar que la proteina se oligomerice al no estar en su ambiente
natural cosa que se evita en este sistema ademas de que no se requieren agentes
solubilizantes o estabilizantes como tensoactivos que pueden provocar cambios en el

comportamiento y funcion de la proteina.

Tabla 4. Actividad de la hidratasa de L. plantarum en solucion y en los
proteoliposomas.

U Proteina total | Actividad especifica
(umoles/min) (mg) (U/mg proteina)
HLP en solucion 0.02 0.22 0.09
HLP en proteoliposomas 0.02 0.22 0.09
Esticolisina I (St-I)

La esticolisina | es una actinoporina de Stichodactyla helianthus, que tiene la

capacidad de formar poros que atraviesan la membrana celular, causando la lisis.

Estudios de dispersién dinamica de la luz de la St-I

Cuando se reconstituy6 esta proteina en los liposomas se observé que el tamaro de
los mismos variaba muy poco (Figura 30). Para estudiar esta proteina se utilizaron
diferentes concentraciones 3, 6 y 10 nM debido a que al formar poros podria romper
los liposomas y a bajas concentraciones esto no ocurria. En la figura 30 solo se
grafica la concentracion de 6 nM pero las tres concentraciones dieron algo similar. A

una concentracion de 4800 nM el tamano del proteoliposoma se incrementa
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notablemente. Es posible que a bajas concentraciones la esticolisina | interaccione
con el liposoma de manera superficial, mientras que al incrementar la concentracion
de esta proteina pudo haberse insertado completamente en los liposomas,
rompiéndolos y provocando coalescencia, dando lugar a liposomas de mayor

tamano.
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Figura 30. Reconstitucion de la St-I en liposomas. Las barras muestran
el diametro hidrodinamico de los liposomas y proteoliposomas y los
circulos el indice de polidispersidad. En ambos casos se muestra la
desviacién estandar. La linea punteada muestra el valor limite para que
un sistema se considere monodisperso. La barra de proteoliposomas (1)
corresponde a una concentracion de esticolisina de 6 nM y la de
proteoliposomas (II) a una concentracion de 4800 nM.

Estudios conformacionales y de estructura secundaria de la St-I

Cuando quisimos verificar si al interaccionar con los liposomas la esticolisina | sufria

algun cambio conformacional o estructural esto fue imposible ya que en el estudio de
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dicroismo circular de la proteina dentro de los liposomas no se observd sefal. Sin

embargo, sabiamos que si se habia incorporado ya que al cuantificar se comprob¢ la

presencia de la proteina en el proteoliposoma. El problema es que se utilizaron

concentraciones muy bajas para que no rompiera las vesiculas [83] y en la técnica de
dicroismo circular en el UV lejano se requieren concentraciones de proteina de 0.2-

0.3 mg/mL para poder observar una sefal apropiada. Sin embargo, si pudimos

obtener el espectro en solucion que muestra que la estructura secundaria que

predomina es la hoja 3 (Figura 31 y Tabla 5).
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Figura 31. Espectro de dicroismo circular en el UV lejano

de la esticolisina | en solucion.

Tabla 5. Contenido de estructura secundaria de la esticolisina

| calculada a partir de los espectros de DC utilizando el

servidor DichroWeb.

Hélices

Hojas B

Desestructurada

Esticolisina | 9%

35%

56%
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Ensayos de actividad de la esticolisina |

Al no poder obtener el espectro de dicroismo circular de los proteoliposomas y por
ende saber si habiamos inducido algun cambio conformacional que pudiera alterar su
funcion al reconstituirla en las vesiculas lipidicas, se cuantifico la actividad de la
proteina en solucidén y en los proteoliposomas. Para determinar esto se realizaron
pruebas de hemdlisis utilizando eritrocitos humanos. Para este ensayo se cuido de
emplear dos controles negativos uno sin proteina (en vez de proteina se colocd
amortiguador) y el otro de liposomas para saber si los liposomas sin proteina podian
provocar hemdalisis y asi evitar falsos positivos. Se encontré6 que en ambos casos no
hubo hemodlisis (Figura 32 A). Con la proteina en solucion se observd que si habia
hemolisis aun a las bajas concentraciones de 3 y 10 nM que se manejaron (Figura 32
B). En las pruebas de actividad con los proteoliposomas observamos que también
habia hemdlisis pero esta era mayor (Figura 32 C). Si bien llegaba la actividad a la
misma dilucion (segundo pozo de la dilucion seriada), en el pozo se veia una mayor
hemolisis, practicamente se habia liberado todo el contenido del eritrocito, mientras
qgue con la proteina en solucidon no. Esta proteina empieza a formar poros a partir de
su region amino terminal [84,85] cuando se encuentra a concentraciones por arriba
de 6 nM. Es posible que a las concentraciones que se utilizaron, esta no forme poros
0 sean muy pocas las moléculas involucradas en la formacién de los mismos de tal
forma que una gran cantidad de las moléculas interaccionan con el liposoma a traves
del extremo carboxilo terminal dejando expuesto el amino y ordenando las moléculas
de tal manera que se potencializa la actividad hemolitica de la proteina. Como se
trata de una prueba de actividad semicuantitativa, al calcular la actividad especifica
esta da un mismo valor para la actividad de la proteina en solucién y en
proteoliposomas (Tabla 6) sin embargo, al microscopio se observa claramente una
hemdlisis casi total con los proteoliposomas. Esto nos demuestra que los sistemas
biomiméticos nos pueden ayudar a estudiar y estabilizar proteinas formadoras de
poros cuando se trabajan a bajas concentraciones.
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A)

Control negativo Control negativo (eritrocitos
(eritrocitos sin proteina) con liposomas sin proteina)

Esticolisina 3nM Esticolisina 10 nM Proteoliposomas 3nM Proteoliposomas 10nM

Figura 32. Actividad hemolitica de la esticolisina |. En A) se observan los
controles. En B) se observa la actividad de la esticolisina | en solucion a dos
diferentes concentraciones y en C) se observa la actividad de la esticolisina |

reconstituida en liposomas a 2 concentraciones.

Tabla 6. Cuantificacién de la actividad hemolitica de la esticolisina | en
solucion y reconstituida en liposomas.

Actividad total | Proteina total | Actividad
(U*) (mg) especifica
(Umg™)
Esticolisina | 6.88X10° 1.45 X10°® 4.74X10"
en solucion
Esticolisina | 6.88X10° 1.45 X10°® 4.74X10"
en proteoliposomas

*Una unidad de actividad (U) esta definida como la dilucién mas alta que
presentd actividad hemolitica.
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Lisozima

Estudios de dispersion dinamica de la luz de la lisozima

Los estudios realizados con la lisozima, que es una glicohidrolasa que hidroliza
enlaces B-1,4 entre el acido N-acetilmuramico y la N-acetilglucosamina revelaron que
al reconstituir la proteina en el liposoma, el tamano de estos era practicamente el
mismo (Figura 33) y el indice de polidispersidad se mantenia muy bajo lo que implica
que tenemos una solucion monodispersa. Este comportamiento nos indica que
quizas la proteina esta interaccionando de manera periférica y por eso no incrementé
dicho tamano. El hecho de que la enzima si esta incorporada en el proteoliposoma
se demostro al cuantificar la proteina por el método del BCA y por electroforesis
(Figura 22).
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Figura 33. Reconstitucion de la lisozima en liposomas. Las barras
muestran el diametro hidrodinamico de los liposomas y proteoliposomas y
los circulos el indice de polidispersidad. En ambos casos se muestra la
desviacion estandar. La linea punteada muestra el valor limite para que

una solucion se considere monodispersa.
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Estudios conformacionales y de estructura secundaria de la lisozima

Al ver que no se encontraba cambio en el diametro hidrodinamico, se queria saber si

la conformacién y estructura secundaria de la proteina reconstituida permanecia

igual que la proteina en solucion, los resultados revelaron que los espectros de la

lisozima en solucion y reconstituida en liposomas fueron similares y en ambas

predominé la hélice lo que indica que no presentdé cambio conformacional ni en el

contenido de estructura secundaria (Figura 34 y Tabla 7). Estos resultados revelaron

que son similares a los descritos en publicaciones previas [86].
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Figura 34.

ultravioleta
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Espectros de dicroismo circular en el

lejano de

la lisozima en solucion y

reconstituida en liposomas.

Tabla 7. Porcentaje de estructura secundaria de la lisozima de

huevo de gallina obtenidos a partir del espectro de DC.

Hélices Hojas B Desestructurada
Lisozima 42% 30% 28%
Proteoliposomas 42% 30% 28%

67



Actividad de lisozima

La actividad de los proteoliposomas se comparo con la de la proteina en solucién y
se observo que la actividad era practicamente la misma (Tabla 8); no afecta porque
su interaccion es periférica. Es interesante observar que con liposomas también
podemos estabilizar proteinas solubles y estudiarlas en un medio practicamente
sélido como el liposoma donde se mantienen fijas. De ahi que estos sistemas

puedan servir incluso como acarreadores de proteinas.

Tabla 8. Actividad de la lisozima en solucion y proteoliposomas.

Lectura Lectura mg de Actividad | Actividad
inicial final proteina | enzimatica | especifica
Abs. 450 Abs. 450 (U*) (U/mg)
Lisozima en 0.54 0.30 0.10 0.05 0.48
solucion
Lisozima en 0.60 0.37 0.10 0.05 0.46
proteoliposomas

£3

Una unidad de actividad (U ) esta definida como el AAbs450/5 minutos.

Lectina de Mytilus edulis
Estudios de dispersion dinamica de la luz de Mytilus edulis

Las lectinas son moléculas que reconocen carbohidratos sin hidrolizarlos y participan
en uno de los principales mecanismos de defensa empleado por invertebrados
marinos, ya que al carecer de un sistema inmune mediado por anticuerpos dependen
exclusivamente de la respuesta inmune innata para defenderse de patégenos [87].
La lectina de Mytilus edulis reconoce una serie de carbohidratos y presenta una
mayor especificidad por D-galactosa y por N-acetilgalactosamina. En la figura 35 se
observa que con esta proteina ocurrié algo muy extrafno, los liposomas disminuyeron
su tamano al incorporarse esta lectina. Este comportamiento no se observd en
ninguna otra proteina. Es importante resaltar que esta proteina se comporta como
una proteina intrinsecamente desestructurada y sélo en presencia de su ligando se

estructura. Es posible que debido a esta caracteristica la proteina interaccione mas
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con el liposoma favoreciendo un mayor numero y fuerza de las interacciones

compactando al liposoma.
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Figura 35. Reconstitucion de la lectina de M. edulis en liposomas. Las
barras muestran el diametro hidrodinamico de los liposomas vy
proteoliposomas y los circulos el indice de polidispersidad. En ambos
casos se muestra la desviacion estandar. La linea punteada muestra el

valor limite para que una solucién se considere monodispersa.

Estudios conformacionales y de estructura secundaria de Mytilus edulis

Analizando los espectros de dicroismo circular en el UV lejano observamos que la
lectina esta desestructurada tanto en solucién como en el liposoma (Figura 36).
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Figura 36. Espectros de dicroismo circular en el UV lejano de la
lectina de Mytilus edulis en solucion y reconstituida en liposomas.

Actividad hemaglutinante de la lectina de M. edulis

El analisis de la actividad de la lectina de M. edulis por medio de pruebas de
eritroaglutinacion revel6 que la proteina en solucion si esta activa como se observa
por la aglutinacion de eritrocitos, misma que llega hasta el pozo 5 (Figura 37); sin
embargo, en los liposomas perdié su actividad por completo (Figura 37 y Tabla 9).
Esto nos indica que con proteinas intrinsecamente desestructuradas, no se puede
utilizar este sistema ya que durante la reconstitucion, la proteina interacciona con el
liposoma ocupando o impidiendo el acceso a los sitios de reconocimiento
volviéndose inactiva. Es posible que el sistema funcione si la reconstitucion de la
lectina en el liposoma se realiza en presencia de su ligando para favorecer la
estructuracién de la proteina antes de que esta se una al liposoma. Posteriormente
se podria eliminar el ligando por medio de diadlisis exhaustiva para continuar con su

estudio.
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Lectina en soluciéon

No. de pozo

Figura 37. Actividad hemaglutinante de la lectina de Mytilus edulis en

solucion y en proteoliposomas.

Tabla 9. Cuantificacion de la actividad hemaglutinante de la lectina de
Mytilus edulis en solucién y proteoliposomas.

Actividad total | Proteina total Actividad

(U*) (mg) especifica
(Umg™)
Lectina en solucion 9.58x10° 1.04 X107 9.21X10°
Lectina en 0 0 0

proteoliposomas

*Una unidad de actividad (U) esta definida como la dilucion mas alta que
presentd actividad hemolitica.
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Utilizaciéon de proteoliposomas para el analisis de sistemas enzimaticos

formados por proteinas de naturaleza diferente.

Muchos organismos requieren de proteinas de diferente naturaleza para poder
cumplir con sus funciones. En ocasiones para lograr llegar a la formaciéon de un
producto se requiere la actividad concertada de diferentes proteinas de naturaleza
diferente. Tal es el caso del sistema de la acido linoleico isomerasa donde para la
conversion del acido linoleico hasta la formacién del conjugado bioactivo, se requiere
de la participacion de dos enzimas, una de naturaleza hidrofébica membranal que
nosotros nombramos como HLP (Hidratasa de Lactobacillus plantarum) que lleva a
cabo la hidratacién del acido linoleico dando como producto el 10-HOE (ver arriba) y
otra de naturaleza hidrofilica, soluble en medio acuoso que hace una deshidratacion
e isomerizacion del 10-HOE para dar como resultado un isémero bioactivo (con
actividad anti obesidad y anticancerigeno). A esta enzima la nombramos
deshidratasa de L. plantarum (DLP). Como mencionamos anteriormente, la HLP es
periférica a la membrana y en el liposoma se mantiene estable aun sin los
tensoactivos que se requieren para mantenerla estable en solucién. Gracias a esto,
podemos tener el sistema completo en un medio acuoso y llevar a cabo la reaccion
total en un sistema aislado de otros componentes celulares (Figura 38). En la Tabla
10 se observa que la actividad obtenida haciendo primero la produccién del 10-HOE
por la proteina de membrana (HLP) en solucién y en presencia de tensoactivos,
glicerol y NaCl (que se requieren para mantenerla estable) y purificando
posteriormente el 10-HOE para adicionarlo como sustrato a la proteina soluble (DLP)
y obtener el isbmero bioactivo 9-cis, 11-trans octadecadienoico, es la misma que
incluyendo a la proteina de membrana reconstituida en liposomas en un medio
acuoso (amortiguador de fosfatos 20 mM pH 6.5) y adicionando a la proteina soluble.
De esta forma se evita la purificacion del 10-HOE y se tiene un sistema aislado de

otros componentes.
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Figura 38. Produccion del isomero bioactivo &acido 9-cis, 11-trans

octadecadienoico a partir del acido linoleico, por el sistema enzimatico de la

acido linoleico isomerasa de L. plantarum.

Tabla 10. Produccion del isémero bioactivo 9-cis, 11-trans octadecadienoico por el

sistema de la acido linoleico isomerasa de Lactobacillus plantarum. Con la proteina

HLP reconstituida en liposomas y en solucion.

U Proteina Actividad
(umoles/min) total especifica
(mg) (U/mg)
DLP+HLP en 0.003 0.50 0.006
proteoliposomas
DLP+HLP en solucién 0.003 0.50 0.006
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CONCLUSIONES

Del presente estudio se derivaron las siguientes conclusiones:

v

Se logré estandarizar un método para la elaboracion de proteoliposomas
mediante el método de deshidratacion-hidratacion y extrusién utilizando
DMPC:POPC, observando que los liposomas son muy estables en intervalos
amplios de temperatura y pH sin llegar a coalescer.

La mezcla de fosfolipidos DMPC:POPC puede utilizarse para el analisis de
proteinas de diferente naturaleza, no sélo las membranales.

Técnicas como la dispersion dinamica de la luz pueden darnos indicios de la
localizacion de las proteinas en la membrana. Si son integrales, se vera un
aumento en el tamafo de los liposomas mientras que si son periféricas el tamafo
no se afecta.

La proteina de naturaleza transmembranal, citocromo c oxidasa, presento
cambios en la estructura secundaria al ser reconstituida en liposomas, mismos
que favorecieron su actividad al mantenerla en un medio similar al de la
membrana, lo que demuestra que al extraer las proteinas de membrana de su
medio se pueden modificar sus caracteristicas, cosa que se evita en
proteoliposomas.

En el caso de proteinas periféricas a la membrana no se observan cambios
conformacionales, por lo que su estructura se mantiene estable al igual que su
actividad.

La esticolisina |, proteina formadora de poro aumenté su actividad hemolitica en
las vesiculas lipidicas en comparacion con la proteina en solucion, lo que nos
habla de que estos sistemas biomiméticos pueden estabilizar proteinas evitando
interacciones proteina-proteina que pueden ocultar sitios cataliticos o inducir
agregacion.

La lisozima de huevo no presentd cambio en la estructura secundaria en los

liposomas y su actividad se mantuvo constante. Por lo que este sistema formado
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por los fosfolipidos DMPC:POPC puede ayudarnos a fijar también a proteinas
solubles.

Se observd que en el caso de proteinas intrinsecamente desestructuradas se
requiere primero tener plegada a la proteina antes de la reconstitucion, lo que se
podria lograr en presencia de su ligando, ya que se ha observado que este tipo
de proteinas adquieren estructura al estar presente su ligando.

Diferentes técnicas nos pueden ayudar a demostrar la reconstitucién de proteinas
en proteoliposomas. Por ejemplo la cuantificacion de proteina, la electroforesis en
condiciones desnaturalizantes, la dispersion dinamica de la luz, la microscopia
confocal, las pruebas de actividad y el dicroismo circular. Cada una aporta
informacion valiosa para demostrar si se esta afectando la estructura y funcion de
las proteinas.

Se pudo determinar por primera vez la localizacion de la proteina de membrana
periférica (HLP) mediante la técnica de microscopia confocal y se observo que la
actividad se mantuvo tanto en solucion como en los liposomas.

Este tipo de modelos biomiméticos son ideales para estudiar sistemas

enzimaticos de proteinas de naturaleza diferente.
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