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5.1. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DE MEMBRANA

Las proteinas de membrana utilizadas en el presente trabajo fueron
caracterizadas mediante dos técnicas diferentes: la electroforesis en gel de

poliacrilamida y la microscopia de fuerza atomica.

5.1.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida

La SDS-PAGE es una técnica habitual y ampliamente utilizada para la
identificacion cualitativa y cuantificacion aproximada de proteinas de membrana recién
purificadas. Las proteinas de membrana obtenidas tras un proceso de cultivo, extraccion
y purificacion de las mismas, pueden identificarse mediante este tipo de geles (Li et al.,

2001). Este fue el caso de la Ompl y de la LacY.

La proteina Ompl fue sobreexpresada en una cepa de E. coli deficiente en
porinas (UH302), facilitando su aislamiento y evitando posibles contaminantes durante
el proceso de purificacion. Como puede apreciarse en la figura 54, la Ompl presentod

una unica banda intensa correspondiente a ~ 42 kDa.
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R . Figura 54. SDS-PAGE realizada como control
de purificacion de la proteina Ompl y tefiido
con nitrato de plata: (a) Bandas de los
marcadores de referencia. (b) Ompl

e desnaturalizada térmicamente.
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Por otra parte, la LacY también fue sobreexpresada en E. coli aunque en este
caso se empleod la cepa T184. El proceso de aislamiento y purificacion de la LacY es
mas complejo que en el caso de la Ompl1, por lo que puede presentar un mayor riesgo de

contaminacion.
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En la figura 55 puede apreciarse la presencia de dos bandas intensas
correspondientes a la LacY. La banda de mayor intensidad puede ser atribuida a
mondmeros ya que corresponde a una M de ~ 47 kDa. La segunda de las bandas, de
menor intensidad, corresponde a una M cercana a 97 kDa y se puede atribuir a la

presencia de dimeros de la proteina (Houssin et al., 1985; Engel et al., 2002).
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66 kDa ! Figura 55. SDS-PAGE (tincion con nitrato

-
— Monémero
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de plata) para control de purificacion de la
LacY: (a) Bandas de los marcadores de
referencia. (b) Mezcla total de proteinas
extraidas de la membrana. (¢) LacY.

a b C

La realizacion de geles SDS-PAGE permitieron, en ambos casos, Ompl y LacY,

garantizar la ausencia de proteinas contaminantes en las muestras purificadas.

5.1.2. Visualizacion de proteinas de membrana por AFM

La alta resolucion del AFM, debida a la elevada relacion sefal:ruido, permite el
estudio de moléculas aisladas, asi como de las propiedades y variaciones que puedan

presentar estas moléculas sobre diferentes tipos de soporte (Scheuring et al., 2001).

La visualizacion de moléculas simples mediante AFM se encuentra
condicionada por las propiedades fisicoquimicas del medio de visualizacion (fuerza
ionica, temperatura, pH ...) (Miiller y Engel, 1997) y por el tipo de punta empleada. La
punta de AFM presenta un didmetro final de tamafio variable, generalmente de unos 20-
40 nm iniciales, que da lugar a un incremento del tamafio aparente de las estructuras
visualizadas de un 30 % aproximadamente, respecto al tamafio esperado, debido
precisamente a esta convolucion de la punta. El didmetro final de la punta, asi como su

estructura pueden variar debido a la friccion producida durante el rastreo de la muestra,
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pudiendo dar lugar a un aumento del tamafo aparente de las moléculas asi como
distorsiones en las imdgenes (Weisenhorn et al., 1990). Estos efectos pueden ser

minimizados cambiando de punta regularmente.

Las proteinas de membrana presentan un comportamiento diferente en su
adsorcion sobre un soporte plano, dependiendo del medio en el que se encuentren. Con
el fin de determinar qué cambios estructurales provoca el soporte utilizado en AFM para
adherir las proteinas, se realiz6 un estudio del Cyt ¢, la MLT, la LacY y la Omp1 sobre
mica y sobre HOPG, bajo las mismas condiciones experimentales. Se determinaron
parametros tales como la altura y el didmetro medios de las estructuras observadas y se

calcul6 el volumen molecular de las mismas.

5.1.2.i. Citocromo ¢

El citocromo c es una proteina altamente hidrofilica y estable en solucidén acuosa

a pH fisiologico.

El Cyt ¢ ha sido observado por AFM sobre bicapas lipidicas formando diferentes
estructuras de tipo esférico, en funcion del tipo de fosfolipidos que constituyen la bicapa
(Mueller et al., 2000). Las estructuras observadas de esta proteina sobre mica (figura

56a) y sobre grafito (figura 56b) mostraron aspectos diferentes.

Sobre mica, el Cyt ¢ presentd agrupaciones poliméricas de la proteina, dando
lugar a la formacion de estructuras caracteristicas como la mostrada en la figura 56a. A
partir de las particulas individuales que pudieron ser observadas, se realizo el célculo de
la altura y el didmetro aparentes de la proteina, siendo éstos de 1,6 = 0,4 nm (n =25) y
de 12 = 4 nm (n = 25), respectivamente. Se observd que los valores de altura de las
agrupaciones de proteina eran muy dispersos, encontrandose entre un minimo de 2 nmy
un maximo de 10 nm. El didmetro de las agrupaciones de Cyt ¢ también fue muy
disperso, con valores de entre 5 y 50 nm. Un ejemplo visual de la dispersion que
presenta el Cyt ¢ sobre mica se puede apreciar en la seccion transversal realizada en la
figura 56a (linea negra) y mostrada en la figura 56¢. En esta seccion se pueden observar

tres alturas diferentes en una misma agrupacion de la proteina.
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Figura 56. Imagenes de la topografia del Cyt ¢ (10 ug/mL) sobre: (a) Mica muscovita. (b)
Grafito. (¢) Seccion realizada al Cyt ¢ sobre mica. Z = 20 nm. Ambas imagenes se realizaron en

liquido (10 mM Tris-HCI pH 7,40; 150 mM NaCl).

Sobre un sustrato hidrofébico, HOPG, la polidispersidad de la proteina fue
menor que sobre mica, observandose una poblacion agrupada tanto en referencia a la
altura como al didmetro. Asimismo, fueron observadas algunas particulas de mayor
tamafio dispersas en la superficie del HOPG, como se aprecia en la figura 56b. Los
valores medios de altura y didmetro obtenidos fueron 1,30 + 0,17 nm (n =35) y 10 + 2

nm (n = 35), respectivamente.

A partir de la ecuacion (15) de Material y Métodos, se procedio al calculo del
volumen aparente del Cyt c, tomando para ello las dimensiones aparentes calculadas
(altura y didmetro) y resumidas en la tabla 7. El valor de V), (volumen molecular

teorico de la proteina) calculado segun la ecuacion (18) fue de 23,47 nm’.
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Tabla 7. Valores medios de las dimensiones aparentes de la proteina Cyt ¢ sobre mica
muscovita y sobre HOPG. Estimacion del niimero de mondémeros (n,) presentes en las

estructuras medias segin V.

Altura (nm) Diametro (nm) V (nm’) ny
Mica 1,6 £04 12+4 90 + 60 ~4
HOPG 1,30+ 0,17 10£2 50+20 ~2

A partir de los valores de volumen aparente presentados en la tabla 7 se calculo
el nimero de monomeros que se encontrarian en cada estructura, pudiéndose deducir
que tanto sobre mica como sobre HOPG, el Cyt c presenta estructuras de mayor
volumen que el tedrico. Esto indicaria una cierta tendencia de esta proteina, a formar
agregados de diferente tamafio. Sobre mica muscovita las agrupaciones de proteina
corresponderian 4 mondmeros, mientras que sobre HOPG, se encontrarian

predominantemente dimeros de Cyt c.

5.1.2.ii. Melitina

La MLT es un péptido moderadamente soluble en solucion acuosa que fue

depositado sobre mica y HOPG en las mismas condiciones experimentales que el Cyt c.

En la figura 57 se muestra la imagen topografica de la MLT sobre mica (figura
57a) y sobre HOPG (figura 57b). Contrariamente a lo que ocurre con el Cyt ¢, la MLT
mostr6é una morfologia muy similar sobre mica y HOPG, aunque la cantidad de muestra
adherida fue diferente, como puede apreciarse en las imagenes de la figura 57. La MLT

presentd una mayor adsorcion sobre mica que sobre HOPG.

Las dimensiones aparentes de la MLT fueron obtenidas a partir de las imagenes
topograficas y mediante analisis estadistico. Los resultados de las medidas realizadas en
la muestra sobre mica fueron: una altura de 1,19 £ 0,10 nm (n = 35) y un didmetro de
8,2 £ 0,8 nm (n = 35). De las medidas realizadas en la muestra adherida sobre HOPG, se

obtuvo una altura de 1,6 £ 0,6 nm (n = 35) y un diametro de 11 + 3 nm (n = 35).
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Figura 57. Imagenes topograficas de la MLT (10 pg/mL) sobre: (a) Mica muscovita. (b)
Grafito. Z = 10 nm. Ambas imagenes fueron realizadas en liquido (10 mM Tris-HCI pH 7,40;
150 mM NaCl).

La MLT presentdé una mayor dispersion de valores de altura, cuando ésta fue
extendida sobre HOPG que cuando se extendid sobre mica, pudiendo deberse a la
presencia de oligomeros del péptido. El didmetro de estos oligomeros podria estar
sobreestimado, debido a que el didmetro de la punta del AFM supera ampliamente el
diametro real de la MLT. La convolucion propia de la punta seria responsable, por

tanto, de esta posible sobreestimacion.

A partir de los valores de altura y diametro aparentes se procedid a calcular el
volumen aparente de la MLT (tabla 8). El volumen calculado (V) de la MLT fue de
5,38 nm”.

Tabla 8. Valores medios de las dimensiones aparentes del péptido MLT sobre mica muscovita y

sobre HOPG. Estimacion del nimero de monémeros (n,,) presentes en las estructuras medias

segun V.
Altura (nm) Diametro (nm) V(nm3) Ry
Mica 1,19+£0,10 82+0,8 32+7 ~6
HOPG 1,6 £0,6 1143 nm 80+ 50 ~15

En la tabla 8 se presentan los valores calculados a partir de las imdgenes de
AFM sobre mica y HOPG, de la MLT. Estos valores de volumen aparente fueron

superiores al tedrico, evidenciando la presencia de agrupaciones de diferentes
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monomeros tanto en un sustrato hidrofilico como en uno hidrofébico. Cabe considerar
que la MLT no es globular, aunque su apariencia por AFM lo es, por ello se emple6 la
ecuacion de célculo del volumen de un casquete esférico (ecuacion (15) de Material y
Métodos). Esta aproximacion del volumen puede dar lugar a una sobreestimacion del
volumen real del péptido, pudiéndose considerar, pues, una agrupacion tetramérica del
mismo sobre mica, mientras que esta agrupacion seria irregular y polimérica sobre

HOPG.

5.1.2.iii. Porina Ompl1 de Serratia marcescens

Como todas las proteinas integrales de membrana, la Omp1 debe mantenerse en
presencia de un surfactante adecuado, con el fin de evitar su agregacion espontanea y/o
posible desnaturalizacion. El surfactante OG, proporciona el ambiente adecuado para

que la proteina permanezca en su estado nativo.

En la figura 58 puede observarse la imagen obtenida al depositar sobre mica y
HOPG el extracto de la porina Omp1, en presencia de un 2 % (p/v) de surfactante OG.
Las moléculas de surfactante se colocan rodeando las regiones hidrofébicas de la
proteina, dando lugar a la formacion de una micela mixta de surfactante y proteina, cuya
morfologia es diferente dependiendo de la proteina y del surfactante empleados (le
Maire et al., 2000). La apariencia de las micelas formadas por Ompl y OG, observada
por AFM, fue esférica. Estas estructuras se distribuyeron aislada y homogéneamente
sobre la mica (figura 58a), mientras que se apreciaron agrupaciones irregulares de

diferente tamafio sobre el HOPG (figura 58b).

De las imagenes de la topografia mostradas en las figuras 58a y 58b, se
calcularon las dimensiones aparentes de las micelas mixtas Ompl-OG, obteniéndose
una altura media de 2,16 = 0,12 nm (n = 35) y un didmetro medio de 16,8 £ 1,1 nm
(n = 35) en las micelas depositadas sobre mica. Sobre HOPG, la altura media de éstas
fue de 4 £ 2 nm (n = 35), observandose una dispersion elevada en los valores recogidos.
En los valores del diametro se observaron tres poblaciones claramente diferenciadas,

con unos valores medios de 203 nm (n=17),42+4nmm (n=9)y 81 9 nm (n=9).
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Figura 58. Imagenes topograficas de la Ompl (10 ug/mL) con OG 2 % (p/v) sobre: (a) Mica
muscovita. (b) Grafito. Z = 10 nm. Ambas imagenes fueron realizadas en liquido (10 mM Tris-

HCI pH 7,40; 150 mM NaCl).

De cada una de las estructuras observadas, tanto sobre mica como sobre HOPG,
se calculd el volumen aparente a partir de la altura y el diametro medios (tabla 9). El

volumen teérico calculado para la Ompl fue de 79,50 nm’.

Tabla 9. Valores medios de las dimensiones aparentes de la porina Omp!l con un 2 % (p/v) de
OG sobre mica muscovita y sobre HOPG. Estimacion del numero de monomeros (n,,) presentes

en las estructuras medias segin V.

Altura (nm) Diametro (nm) V (nm°) Ny
Mica 2,16 £0,12 16,8 £ 1,1 240 + 30 ~3
20+3 700 + 400 ~9
HOPG 4+2 42 +4 2800 + 1500 ~35
81+9 10000 + 6000 ~ 126

En la tabla 9 se muestran los valores de las dimensiones aparentes de la porina
Ompl en presencia de un 2 % de OG. De los valores de volumen aparente observados
se puede apreciar la presencia de oligdbmeros, concretamente trimeros, sobre el soporte
de mica, mientras que sobre HOPG, esta proteina se estructura dando lugar a
agrupaciones de multiples monomeros, con una dispersion muy superior a la encontrada

sobre mica.
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La estabilidad de las proteinas de membrana, en lo que se refiere a su estructura
terciaria, se encuentra comprometida por la presencia o ausencia de moléculas
anfipdticas, en este caso surfactantes, en el medio en el que se encuentran. Se realizod
una aproximacion para determinar posibles cambios en la morfologia del complejo
Omp1-0G, debidos a la reduccion de la concentracion del surfactante por debajo de su

CMC (ver apartado 4.6.2. de Material y Métodos).

En la figura 59 se muestran las imagenes topograficas (a y b) obtenidas para
Omp1-OG sobre mica y HOPG, respectivamente, en presencia de un 0,5 % (p/v) de
OG. Se pueden apreciar importantes diferencias en cuanto a la morfologia adoptada por
la porina segun el sustrato sobre el que se encuentre. Sobre mica, la Omp1 se presenta
formando agregados globulares de diferentes tamafios, mientras que sobre HOPG, la
Ompl se dispone de forma ordenada dando lugar a lo que podrian ser micelas tubulares.
Sobre HOPG, se encontraron también algunas formas globulares de la proteina mas o

menos regulares, de tamafo similar al observado en presencia de un 2 % de OG.
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Figura 59. Imagenes topograficas de la Omp1 (10 pug/mL) con OG 0,5 % (p/v) sobre: (a) Mica
muscovita, Z = 10 nm. (b) Grafito, Z = 5 nm. Ambas imagenes fueron realizadas en liquido (10

mM Tris-HCI pH 7,40; 150 mM NaCl).

De las imagenes topograficas de las micelas de Omp1 sobre mica y sobre HOPG
se realizo la medida de sus dimensiones aparentes en nm. Sobre el sustrato hidrofilico,
la altura media que presenta la porina a concentraciones de OG inferiores a su CMC fue
de 5,2 £ 0,2 nm (n = 35) y su diametro medio fue de 20 = 4 nm (n = 35). Sobre HOPG

la Omp1 present6 dos tipos de estructuras, unas globulares con una altura media de 3,0
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+ 0,2 nm (n = 35) y un didmetro medio de 19 £ 4 nm (n = 35) y estructuras de tipo
tubular de ~ 3 nm de didmetro. A partir de las dimensiones aparentes de las estructuras
globulares halladas sobre mica y sobre HOPG, y resumidas en la tabla 10, se calcul6 el
volumen aparente de la Omp1 en estas condiciones. El volumen teorico calculado para

la porina Omp]1 fue de 79,50 nm”.

Tabla 10. Valores medios de las dimensiones aparentes de la porina Ompl con un 0,5 % (p/v)
de OG sobre mica muscovita y sobre HOPG. Estimacion del numero de mondmeros (#,,)

presentes en las estructuras medias segin V..

Altura (nm) Diametro (nm) V (nm’) ny,
Mica 52+0,2 20+4 900 + 300 ~11
3,0£0,2 19+4 440 + 180 ~6
HOPG
Estructuras tubulares de ~ 3 nm de diametro.

La distribucion de las dimensiones aparentes de la Ompl sobre mica, cuando
tiene una concentracion de surfactante inferior a su CMC, presenta una dispersion muy
superior a la observada cuando la concentracion es mayor a la CMC del surfactante.
Sobre HOPG, la porina presenta una mayor homogeneidad con un 0,5 % de OG que con
un 2 %, y puede disponerse en forma de agregados tubulares. Asimismo, se aprecia una
mayor tendencia a la agregacion en presencia de un sustrato hidrofilico que de uno

lipofilico.

5.1.2.iv. Lactosa permeasa de Escherichia coli

La LacY, de la misma forma que la Ompl, también requiere de la presencia de
surfactantes para mantener su estabilidad en solucién y minimizar su gran tendencia a

agregarse. El surfactante empleado para esta proteina fue el DDM, el cual presenta una

CMC inferior a la del OG.

El aspecto de las micelas de LacY con un 0,02 % de DDM fue observado por
AFM sobre un sustrato de mica y de HOPG, obteniéndose las iméagenes de topografia

que se muestran en las figuras 60a y b, respectivamente.
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Las micelas de LacY en presencia de 0,02 % de DDM muestran una estructura
globular altamente homogénea tanto sobre mica como sobre HOPG, aunque diferente en
lo que a dimensiones se refiere. Las dimensiones aparentes de las micelas de LacY con
DDM 0,02 % (p/v) obtenidas, presentaron una altura de 1,97 + 0,05 nm (n = 35) y un
diametro de 12,6 + 0,3 nm (n = 35), sobre mica, y una altura de 1,30 = 0,08 nm (n = 35)
y un didmetro de 25,5 = 1,8 nm (n = 35), sobre HOPG. Se puede observar, de forma
similar a lo ocurrido con las micelas Omp1-OG, que existe una mayor uniformidad
estructural de las micelas LacY-DDM sobre mica que sobre HOPG, debido a su

uniformidad de tamafio y a la hidrofilia de las mismas.

-
100 am

Figura 60. Imagenes topograficas de la LacY (10 pg/mL) con DDM 0,02 % (p/v) sobre: (a)
Mica muscovita. (b) Grafito. Z = 10 nm. Ambas imagenes fueron realizadas en liquido (10 mM

Tris-HC1 pH 7,40; 150 mM NaCl).

A partir de las dimensiones aparentes, resumidas en la tabla 11, se procedio al
calculo del volumen aparente de la proteina, en las condiciones utilizadas. El volumen

tedrico estimado para la LacY fue de 88,96 nm’.

Tabla 11. Valores medios de las dimensiones aparentes de la proteina LacY con un 0,02 % (p/v)
de DDM sobre mica muscovita y sobre HOPG. Estimacion del nimero de monomeros (#,,)

presentes en las estructuras medias segin V..

Altura (nm) Diametro (nm) V (nm°) ny
Mica 1,97 £ 0,05 12,6 £0,3 127+£7 ~1
HOPG 1,30 £ 0,08 255+1,8 330+ 50 ~4

155



Resultados

Los valores obtenidos del volumen aparente de esta proteina después de su
purificacion (tabla 11), sugieren que se trata mayoritariamente de mondémeros de la
proteina, aunque con la posible presencia de dimeros, ya que el valor obtenido de n,, fue
de 1,42. Sobre HOPG puede observarse una cierta agregacion de la proteina
obteniéndose un valor de n,, cercano a 4. La interpretacion de las dimensiones aparentes
de las proteinas que se encuentran en forma de micela mixta es complicada, ya que las
moléculas de surfactante que envuelven a la proteina dan lugar a un cierto incremento

del valor V.

Se llevo a cabo un experimento de reduccion de la concentracion de surfactante
con la LacY, similar al realizado con la porina Ompl, aunque en este caso, al ser el
DDM el mismo surfactante, tanto para el proceso de extraccion de la proteina como
para la solubilizacion de la misma, se redujo de la concentraciéon del DDM mediante el
empleo de Bio-Beads® SM-2 durante 18 horas a 4 °C. El surfactante residual calculado

experimentalmente tras el proceso de extraccion resulto ser < 0,01 % (p/v).

La proteina mantenida en solucion con DDM en cantidad inferior a 0,01 % (p/v),
se extendio sobre mica y sobre HOPG de igual forma que para el resto de proteinas
ensayadas, observandose las imdgenes topograficas presentadas en las figuras 6la y
61b. En estas imagenes (a y b) se aprecian importantes diferencias en cuanto a
dimensiones (altura y didmetro) y morfologia, entre ellas. Asimismo, las diferencias
fueron notables respecto a las imagenes obtenidas de la LacY en presencia de DDM
0,02 % (p/v). Sobre HOPG se pudieron apreciar micelas tubulares, presentadas en la
figura 61b, y algunas estructuras de tipo globular, muy irregulares, en otras regiones no
mostradas. Las micelas tubulares formadas por el complejo LacY-DDM, fueron muy

similares a las observadas con Omp1-OG.

A partir de las medidas realizadas en las imagenes de mica y HOPG, resumidas
en tabla 12, se obtuvieron las dimensiones medias aparentes de las micelas de LacY en
condiciones de baja concentracion de surfactante. Sobre el soporte de mica, la altura
obtenida fue de 3,6 £ 0,2 nm (n = 35) y el didmetro fue de 21,7 = 0,7 nm (n = 35),
mientras que sobre el soporte de HOPG las estructuras tubulares presentaron un

diametro de ~ 3 nm.
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Las estructuras globulares que se observaron sobre HOPG fueron pocas y

altamente heterogéneas, impidiendo una medida estadistica fiable de las mismas.

.
~

100 nm

Figura 61. Imégenes topograficas de la LacY (10 pg/mL) con DDM < 0,01 % (p/v) sobre: (a)

Mica muscovita, Z = 10 nm. (b) Grafito, Z = 5 nm. Ambas imagenes fueron realizadas en

liquido (10 mM Tris-HCI pH 7,40; 150 mM NaCl).

En una situacién de concentracion de surfactante inferior a su CMC, se aprecia
una mayor tendencia a la agregacion de la proteina, tanto sobre mica como sobre

HOPG.

Tabla 12. Valores medios de las dimensiones aparentes de la proteina LacY con una
concentracion de DDM < 0,01 % (p/v) sobre mica muscovita y HOPG. Estimacion del numero

de monoémeros (n,,) presentes en las estructuras medias segin V.

Altura (nm) Diametro (nm) V(nm3) ny
Mica 3,6+0,2 21,7+0,7 690 + 60 ~8
HOPG Estructuras tubulares de ~ 3 nm de diametro.

De los valores presentados en la tabla 12 se deduce que las estructuras
oligoméricas depositadas sobre mica a concentraciones de DDM inferiores a 0,01 %
(p/v) presentan aproximadamente 8 monomeros cada una. Sobre HOPG, la LacY
presenta estructuras parecidas a las observadas para la Ompl, en condiciones similares
(concentracion de surfactante inferior a su CMC), pudiendo ser interpretadas como

micelas tubulares de la proteina con su correspondiente cinturdn de surfactante.
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5.2. CARACTERIZACION DE LAS MATRICES LIPiDICAS

Las matrices lipidicas constituyen el soporte en el que se incorporaran las
proteinas de membrana. Las matrices que han sido objeto de estudio, se han
caracterizado segun diferentes aspectos fisicoquimicos: estabilidad fisica de los
liposomas, potencial electrostatico de superficie, formacion de dominios, solubilizacion

mediante surfactantes y fluidez de la bicapa lipidica.

5.2.1. Estabilidad de los liposomas

Los liposomas y proteoliposomas que se han utilizado en este trabajo, han sido
sometidos a diferentes procesos, con el fin de provocar su disrupcion y/o su

disminucion de tamano.

5.2.1.i. Sonicacion

La sonicacion es un proceso por el cual se forman liposomas unilaminares a
partir de liposomas multilaminares (Lasic y Martin, 1991; Basu y Basu, 2002). Este
proceso consiste en someter a la muestra de liposomas a ultrasonidos, produciendo una

disminucion del tamafio y la formacion de bicapas unilaminares.

Se realiz6 un estudio de la variacion de tamaio y polidispersidad de liposomas
de diferente composicion lipidica en funcion del tiempo de sonicacion, utilizando la

técnica de dispersion de la luz.

En el diagrama de barras de la figura 62 se presentan los diametros medios
obtenidos a cada tiempo de sonicacion aplicado. En esta representacion se aprecia una
disminucion general del tamafo de los liposomas conforme se incrementa el tiempo de

sonicacion.

Se realiz6 asimismo un seguimiento de los valores obtenidos de polidispersidad
de cada una de las medidas realizadas (datos no presentados), observandose valores

inferiores a 0,5 para un tiempo de sonicacion maximo de ~ 45 minutos. A partir de este
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tiempo de sonicacién los valores obtenidos de este parametro presentaron valores
superiores a 0,5, llegandose a observar polidispersidad de 1 para POPC tras 90 minutos

de sonicacion.
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Figura 62. Diametro de los liposomas de diferente composicion lipidica: (=) POPC, (1)
DMPC:POPC (1:1), (=) POPE:POPG (3:1), (=) Extracto lipidico de E. coli, respecto al tiempo

de sonicacion al que fueron sometidos.

Los resultados obtenidos llevaron a considerar como adecuado un tiempo de
sonicacion maximo de 30 minutos, tiempo suficiente para obtener una correcta
disminucién de tamafio de los liposomas originales con un valor de polidispersidad

aceptable (< 0,5).

5.2.1.ii. Adicion de surfactantes

La formacion de proteoliposomas requiere, en muchos casos, de la utilizacién de
surfactantes para la incorporacion de las moléculas de proteina en la estructura lipidica.
La funcion que tiene el surfactante en este proceso, es la de disrupcion de la bicapa
lipidica dando lugar a la formacién de micelas mixtas. Durante la extraccion del
surfactante, las micelas mixtas se reestructuran incorporando las moléculas de proteina,
para dar lugar a la formacién de proteoliposomas cuando la concentracion de surfactante

se reduce por debajo de su CMC (Dolder et al., 1996).
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Se estudiaron las variaciones, tanto en el tamafio como en la polidispersidad de
liposomas, para diferentes composiciones lipidicas, mediante la adicion de surfactante

(OG y DDM).

En la figura 63 se muestran las medidas del diametro de los liposomas tras la
adicion de cantidades crecientes de surfactante. En la figura 63a se muestran los
resultados obtenidos para OG, en los que se observa un incremento inicial del tamafio
de los liposomas formados por fosfolipidos neutros, mientras que se aprecia como el
tamafio de los liposomas con carga neta negativa se mantiene. En todos los casos, los
valores del didmetro de las vesiculas no se pudieron determinar a partir de la adicion de
un 0,75 % (p/v) de OG. Teniendo en cuenta los valores de polidispersidad observados
(datos no presentados), se determind que la concentracion de OG, sin efecto disruptivo

para los liposomas, no podia ser superior a 0,50 % (p/v) (~ 17 mM).
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Figura 63. Variacion del didmetro de los liposomas de diferente composicion lipidica: (=)
POPC, () DMPC:POPC (1:1), (=) POPE:POPG (3:1) y (m) Extracto lipidico de E. coli,
respecto a la adicion de surfactante: (a) OG y (b) DDM.

En la figura 63b se muestran los resultados obtenidos tras el tratamiento de los
liposomas con cantidades crecientes de DDM. A concentraciones bajas, el surfactante
afecta el didmetro de los liposomas neutros, mientras que los liposomas cargados
negativamente mantienen su didmetro durante todo el proceso de adicion de surfactante.
Junto con los resultados obtenidos del didmetro de los liposomas, deben ser
considerados los valores de polidispersidad de los mismos (datos no mostrados), que
fueron ~ 1 ya a concentraciones bajas de DDM (< 0,05 % p/v). De la comparacion de

los valores obtenidos de didmetro y polidispersidad se concluyd que los liposomas
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unicamente eran estables a concentraciones inferiores a un 0,05 % (p/v) de DDM (~ 1

mM).

5.2.1.iii. Variacion del pH de la solucion

Los liposomas pueden sufrir cambios estructurales en funcién de cémo varian
las propiedades fisicoquimicas del medio en el que se encuentran. Por ejemplo, los
liposomas que contienen PE son sensibles al pH y en determinadas condiciones, pueden
dar lugar a la formacion de otras estructuras laminares (Litzinger y Huang, 1992).
Debido a que, para llevar a cabo este trabajo, los liposomas serian sometidos a
variaciones de pH, se comprobd su estabilidad a valores comprendidos entre 3 y 12

mediante la técnica de dispersion de la luz.

En la figura 64 se muestran los diametros obtenidos de los LUV formados con
las diferentes composiciones lipidicas ensayadas a diferentes valores de pH. Estos
liposomas fueron estables frente a las variaciones de pH de la solucion, debidas a la
progresiva adicion de KOH 2M. Los valores de polidispersidad nunca fueron superiores
a 0,5 y generalmente oscilaron alrededor de 0,3. El didmetro de los liposomas frente al

pH mostr6 una ligera pendiente positiva en todos los casos.
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Figura 64. Variacion del didmetro de los liposomas de diferente composicion lipidica: (0)
POPC, (o) DMPC:POPC (1:1), (0) POPE:POPG (3:1) y (») Extracto lipidico de E. coli, frente

a las variaciones del valor del pH de la solucién.
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En la tabla 13 se muestran los resultados obtenidos tras el ajuste lineal del
didmetro de los liposomas frente al pH, asi como los valores obtenidos a tres valores
diferentes de pH (3, 7 y 12). De los resultados obtenidos se aprecia una poblacién
estable en todos los casos, presentandose un aumento del diametro de los liposomas
conforme se incrementa el pH. La mayor diferencia de tamafo de los liposomas se
aprecia en la composicion lipidica POPE:POPG (3:1) cuya pendiente es ligeramente

superior en relacion con el resto de composiciones lipidicas estudiadas.

Tabla 13. Valores obtenidos del diametro medio de los liposomas. Del ajuste lineal de estos

valores, se presenta la pendiente y el diametro estimado a pH acido, neutro y basico.

POPC DMPC:POPC POPE:POPG Ext. lip. de
(1:1) 3:1) E. coli
d (nm) (n=9) 450 + 30 490 + 40 330 + 50 300 + 50
Pendiente (nm) 7,37 5,05 9,16 6,04
d (pH 3) (nm) 420 460 290 280
d (pH 7) (nm) 450 480 330 300
d (pH 12) (nm) 480 510 370 330

Conforme a los resultados obtenidos, se establecid que en el intervalo de pH
estudiado, entre 3 y 12, los liposomas de las diferentes composiciones lipidicas, tanto

neutras como negativas, fueron estables para la realizacion de posteriores ensayos.

5.2.2. Potencial electrostatico de superficie de los liposomas

Las medidas del potencial electrostatico de superficie se llevaron a cabo a partir
de las medidas de fluorescencia obtenidas en los experimentos descritos en el apartado
4.15.1 de Material y Métodos. Se calculd, mediante ajuste no lineal, el pK aparente de la
molécula HHC a partir del cual, y mediante aplicacion de la ecuacion (7), se obtuvo el
incremento de potencial electrostatico de superficie de cada una de las membranas

modelo utilizadas.

El marcador HHC presenta un valor de pK en solucion de 7,75 (Fernandez y

Fromherz, 1977).
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Como composicion de referencia se utilizo POPC, al que se le asigné un valor
de potencial electrostatico de superficie de 0 mV. El calculo del pK aparente se realizé a
partir de la representacion grafica de los valores obtenidos de o respecto al pH y del

posterior ajuste matematico de la curva sigmoide obtenida.

Para determinar la diferencia de potencial electrostatico de superficie, se
utilizaron LUV de referencia (POPC) y se calculd el Ay para las mezclas lipidicas:
DMPC:POPC (1:1), POPE:POPG (3:1) y extracto lipidico total de E. coli. Los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Valores del incremento de potencial electrostatico de superficie en LUV de diferente

composicion.

pK Ay (mV)
POPC 8,13+ 0,07 0
DMPC:POPC (1:1) 8,15+ 0,12 -1+9
POPE:POPG (3:1) 8,59+ 0,19 -28+12
Ext. lip. de E. coli 8,56 + 0,07 -26t6

A partir de los valores observados en la tabla 14, se pueden dividir las
composiciones lipidicas empleadas en dos grupos, zwiteridnicos y con carga neta
negativa. Asi, POPC y DMPC:POPC (1:1) presentan carga neta cero (el valor de — 1
mV observado en DMPC:POPC queda incluido en la desviacion estandar), mientras que

POPE:POPG (3:1) y extracto lipidico de E. coli, presentan carga neta negativa.

5.2.3. Estudio por AFM de la extension de liposomas sobre mica

La observacion de la extension de liposomas sobre mica es fundamental para
poder establecer, posteriormente, diferencias en la visualizacion de bicapas en las cuales
se incorpore la proteina a estudiar, y se pueda dilucidar el efecto que ésta produzca. Con
este fin se extendieron los liposomas formados con diferentes mezclas lipidicas sobre

mica y se analizaron las SPB formadas por AFM.
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Las SPB se estudiaron utilizando el modo de contacto intermitente, ya que en
todos los casos las temperaturas de transicion fueron inferiores a la temperatura de
visualizacion, induciendo una elevada viscosidad de los lipidos, que puede dificultar la

nitidez de imagen en modo de contacto.

El proceso de extension de los liposomas sobre mica es similar para todo tipo de
lipidos, aunque el tiempo que se tarda en recubrir el soporte presenta algunas

diferencias, segun sea la composicion.

5.2.3.i. Formacion de una SPB con lipidos zwiterionicos

Se escogid como modelo de lipido zwiteridnico la mezcla DMPC:POPC (1:1),
ya que presentd una resistencia suficiente al modo de contacto intermitente. E1 POPC
puro, fue facilmente erosionado por la punta del AFM (ver figura 68a). En la secuencia
de la figura 65 se muestra la evolucion seguida durante la extension de la mezcla neutra
en funcion del tiempo. Bajo cada imagen topografica se presenta la correspondiente

seccion transversal realizada.

La extension de la SPB formada por DMPC:POPC (1:1) se consider6 completa a
partir de un tiempo > a 10 minutos, en presencia del catién divalente Ca*" en la
solucion. El seguimiento de la extension de la bicapa lipidica puede estimarse por el
porcentaje de recubrimiento de la mica y por la altura media de la SPB medida a partir

de la realizacion de secciones de las imagenes topograficas.

En la tabla 15 se aprecia la evolucion del recubrimiento de la SPB sobre el
sustrato de mica muscovita en funcion del tiempo. La altura media de la bicapa se
mantuvo constante durante todo el proceso, encontrandose una pequefia variacion en la
altura a los 9 minutos de extension. Esta variacion puede ser debida, a una cierta
dificultad en la medida de la altura, producida por la elevada movilidad de las moléculas
de fosfolipido y el rapido recubrimiento de los defectos. Este efecto puede apreciarse en
la figura 65d, en la que se observan importantes lineas de escaneo derivadas de la
erosion producida por la punta sobre la superficie lipidica, y el recubrimiento de algunos

de los defectos.
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Figura 65. Topografia y secciones del proceso de extension de una SPB formada por liposomas
de DMPC:POPC (1:1) sobre mica, en medio liquido (Hepes 10 mM, 150 mM NaCl, 20 mM
CaCl,, pH 7,40) a diferentes tiempos: (a) t = 0 minutos. (b) t =3 minutos. (¢) t = 6 minutos. (d) t

= 9 minutos. Z = 20 nm.
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Tabla 15. Parametros del proceso de formacion de una SPB de DMPC:POPC (1:1) en funcion

del tiempo: altura de la bicapa y porcentaje de recubrimiento de la mica.

Tiempo (minutos) Altura (nm) (n=10) Recubrimiento (%)
Figura 65a 0 3,5+0,3 60
Figura 65b 3 3,602 89
Figura 65¢ 6 3,6+0,2 92
Figura 65d 9 3,3+0,2 97

5.2.3.ii. Formacion de una SPB con lipidos negativos

La extension de las SPB estd directamente relacionada con el tipo de
fosfolipidos que constituyen la bicapa, asi como con las condiciones de extension de la
misma. De forma comparativa a la bicapa formada con DMPC:POPC (1:1), se realizd
una extension de LUV formados por una mezcla lipidica negativa (extracto lipidico de
E. coli) sobre mica muscovita en las mismas condiciones experimentales que las

empleadas para la mezcla zwiterionica.

En la figura 66, se muestran cuatro imagenes topograficas de la extension de
liposomas, preparados por el método de extrusion con un didmetro medio de 400 nm, de
extracto lipidico de E. coli. Bajo cada imagen topografica se muestra alguna de las
secciones realizadas, a partir de las cuales se procediod al calculo estadistico de la altura

media de la bicapa.

La extension de la SPB de extracto lipidico de E. coli se considerd completa a
partir de 25-30 minutos en presencia de Ca>". El proceso de extension de esta SPB fue
mas irregular en el tiempo que el observado en la mezcla de lipidos neutros, como
puede apreciarse en las figuras ¢ y d, por el brusco recubrimiento de la superficie de

mica a partir de los 15 minutos.
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Figura 66. Topografia y secciones del proceso de extension de una SPB formada por liposomas
de extracto lipidico de E. coli sobre mica muscovita en medio liquido (Hepes 10 mM, 150 mM
NaCl, 20 mM CaCl,, pH 7,40) a diferentes tiempos: (a) t = 0 minutos. (b) t = 6 minutos. (¢) t =
15 minutos. (d) t =20 minutos. Z = 20 nm.
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En la tabla 16 se muestran los valores de la altura media calculada de la bicapa

extendida en funcidn del tiempo, asi como el porcentaje de recubrimiento del sustrato
hidrofilico.

Tabla 16. Parametros del proceso de formacion de una SPB de extracto lipidico de E. coli en

funcioén del tiempo: altura de la bicapa y porcentaje de recubrimiento de la mica.

Tiempo (minutos) Altura (nm) (n=10) Recubrimiento (%)
Figura 66a 0 42+0,3 66
Figura 66b 6 44+0,2 69
Figura 66¢ 15 4,1+0,3 70
Figura 66d 20 32+04 97

La altura observada para la bicapa de extracto lipidico de E. coli fue constante
hasta un recubrimiento de ~ 97 %, a partir del cual, las medidas realizadas pueden
presentar un error considerable al no observarse bastantes defectos, o agujeros de
diametro suficiente, para que la punta entre en contacto con la mica. Si la punta no

alcanza la mica, la altura detectada es inferior a la real.

En la figura 67 se muestra una comparacion de la extension de SPB de lipidos
neutros y cargados negativamente, como son DMPC:POPC (1:1) y extracto lipidico de
E. coli.
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Figura 67. Porcentaje de recubrimiento de la mica respecto al tiempo, de una SPB formada con

diferentes composiciones lipidicas: (O) DMPC:POPC (1:1). (J) Extracto lipidico de E. coli.
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En la figura 67 puede observarse un comportamiento diferente de los lipidos
sobre mica muscovita, en iguales condiciones experimentales. La mezcla formada por
DMPC:POPC (1:1) presentd una extension mas rapida que la del extracto lipidico de E.

coli.

5.2.4. Dominios lipidicos

Las imagenes obtenidas por AFM de las composiciones lipidicas formadas por
mas de un tipo de lipido, pueden presentar una topografia diferente dependiendo de las
propiedades fisicoquimicas de cada uno de los lipidos que constituyen la bicapa. Se
estudi6 por AFM la superficie de SPB formadas con diferentes composiciones lipidicas:

POPC, DMPC:POPC (1:1), POPE:POPG (3:1) y extracto lipidico de E. coli.

Una de las principales propiedades fisicoquimicas de los fosfolipidos es la
transicion entre el estado de gel y cristal liquido, que tiene lugar a una temperatura
caracteristica (7). Segun la temperatura a la cual se encuentre la SPB, ésta puede
mostrar dominios o regiones diferenciadas, que representan estados de equilibrio entre
las fases cristal-liquido y gel durante el cambio de estado del fosfolipido (Tokumasu et
al., 2003a). En el caso de mezclas lipidicas, la presencia de dominios puede ser debida
tanto al cambio de estado de los diferentes fosfolipidos como a una heterogeneidad en
su distribucion (Giocondi et al., 2001; Shaikh et al., 2001). En ambos casos, se podrian
apreciar diferencias significativas en la altura de las moléculas que constituyen la SPB

(Tokumasu et al., 2003b).

5.2.4.i. POPC

Las SPB formadas por extension de liposomas de POPC, fueron dificiles de
visualizar por AFM en las condiciones empleadas para este trabajo. E1 POPC, presenta
un valor de 7,, de - 2 °C, por tanto, a temperatura ambiente se encuentra en estado
fluido. La movilidad que presenta este fosfolipido a la temperatura de visualizacion es la
causante de la elevada adhesion del mismo a la punta del AFM. En la figura 68a se
puede apreciar el efecto de erosion causado en la SPB por la punta, asi como la ausencia

de dominios en la superficie del fosfolipido.
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Figura 68. Topografia de la superficie de una SPB de POPC visualizada en modo de contacto
intermitente. Solucion de visualizacion: 10 mM Hepes pH 7,40; 150 mM NaCl. Z = 20 nm. (a)

Imagen topografica por AFM. (b) Seccion realizada a la imagen de topografia.

Teniendo en cuenta el efecto de erosion de la bicapa por la punta del AFM, se
procedid al calculo estadistico de la altura media de la bicapa de POPC a partir del
trazado de diferentes secciones de la misma en regiones no dafiadas (figura 68b). El
valor medio obtenido fue de 4,3 £ 0,2 nm (n = 10). Las diferentes secciones de las
bicapas de POPC no pusieron de manifiesto en ninglin caso la presencia de alteraciones

superficiales atribuibles a la presencia de dominios.

5.2.4.ii. DMPC:POPC (1:1, mol:mol)

Los fosfolipidos zwiterionicos DMPC y POPC, presentan una cabeza polar
comun de PC, y se diferencian por sus cadenas hidrocarbonadas. La DMPC presenta
dos cadenas hidrocarbonadas iguales y saturadas, constituidas por 14 atomos de
carbono, mientras que la POPC presenta dos cadenas diferentes, una saturada formada
por 16 atomos de carbono y una formada por 18 atomos de carbono, con una
insaturacion. Estos fosfolipidos presentan asimismo valores de 7,, muy diferentes, 23 °C
la DMPC y - 2 °C la POPC. Las diferencias que presentan estos dos fosfolipidos,
sugieren la posibilidad de que se formen dominios estructurales, y fue por esta razon por
la que se procedi6 al estudio de su topografia por AFM. Un ejemplo se muestra en la

figura 69.
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Figura 69. Topografia de la superficie de una SPB de DMPC:POPC (1:1) visualizada en modo
de contacto intermitente. Solucion de visualizacion: 10 mM Hepes pH 7,40; 150 mM NaCl. Z =

20 nm. (a) Imagen topografica por AFM. (b) Seccion realizada a la imagen de topografia.

La visualizacion de la superficie de las SPB de esta mezcla de PC no revelo la
existencia de ningun tipo de dominio, como puede apreciarse en la imagen de topografia
de la figura 69a. Se observa una superficie plana y homogénea con una altura de 3,7 +
0,2 nm (n = 10). La seccion transversal de estas SPB (figura 69b) tampoco puso de
manifiesto ninguna diferencia de altura significativa, atribuible a la presencia de

dominios, lo que indica una mezcla homogénea de estos dos fosfolipidos.

La ausencia de dominios fue corroborada mediante variaciones de la temperatura
durante la visualizacién, de entre 4 °C y 40 °C, que evidenciaron variaciones
significativas en la altura de la bicapa, pero en ningin momento dieron lugar a la
observacion de dominios lipidicos. Desde 4 °C a 40 °C la altura de la bicapa disminuy6

su altura en ~ 1 nm.

5.2.4.iii. POPE:POPG (3:1, mol:mol)

Los fosfolipidos POPE y POPG presentan cadenas hidrocarbonadas idénticas y
situadas en las mismas posiciones del glicerol, una saturada formada por 16 atomos de
carbono y otra, constituida por 18 atomos de carbono con una insaturacion. Estos
fosfolipidos se diferencian en la cabeza polar, formada por PE y PG, respectivamente.
El fosfolipido POPE es un lipido zwiteridonico capaz de formar enlaces de hidrégeno

entre las cabezas polares. El POPG es un fosfolipido con carga neta superficial negativa,
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que también tiene capacidad de formar enlaces de hidrogeno (Hauser et al., 1981;
Soderlund et al., 1999). Estos dos fosfolipidos presentan diferencias en su 7,,, siendo
ésta de 25 °C para el POPE y de - 2 °C para el POPG. La mezcla formada por estos dos
fosfolipidos fue estudiada por AFM en modo de contacto intermitente y en medio
liquido, con el fin de observar posibles dominios. En la figura 70 se muestra la imagen
obtenida de la topografia de una SPB formada por la extension de LUV de esta mezcla

lipidica, asi como una seccidn transversal realizada en la misma.
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Figura 70. Topografia de la superficie de una SPB de POPE:POPG (3:1) visualizada en modo
de contacto intermitente. Solucion de visualizacion: 10 mM Hepes pH 7,40; 150 mM NaCl. Z =

20 nm. (a) Imagen topografica por AFM. (b) Seccion realizada a la imagen de topografia.

La mezcla formada por POPE:POPG (3:1) present6 dominios en su superficie,
siendo éstos claramente visibles en las imagenes de topografia de AFM (figura 70a). La
bicapa extendida sobre mica present6 dos alturas: 4,16 = 0,09 nm (n=10) y 3,58 + 0,15
nm (n = 10), correspondientes al dominio superior e inferior, respectivamente. La
diferencia de altura entre ambos dominios, presentada en la seccion de la figura 70b, fue
de 0,63 £ 0,07 nm (n = 10). La presencia de estos dominios en las SPB de POPE:POPG

(3:1) podrian tener su origen en la heterogeneidad de esta mezcla lipidica.

Para establecer la posible dependencia de los dominios observados con la
temperatura, se realizaron variaciones de ésta durante la visualizacion de la superficie
de una SPB. En la figura 71 se presentan las variaciones topograficas de los dominios a

tres temperaturas, mientras que las diferencias en su superficie se presentan en la tabla

17.
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500 nm

Figura 71. Topografia de una SPB formada por extension de liposomas de POPE:POPG (3:1)
visualizada en modo de contacto intermitente. Z = 20 nm. Solucion de visualizacion: 10 mM
Hepes pH 7,40; 150 mM NaCl a: (a) ~ 4 °C. (b) Temperatura ambiente (~ 23 °C). (c¢) ~ 40 °C.
Las flechas negras indican la presencia de dominios inferiores, mientras que la estrella negra

indica el dominio superior.

Los cambios observados en la extension de los dominios (figura 71) indicaron la
dependencia de los mismos con la temperatura. Al afiadir solucion a 4 °C, se apreci6 un
claro predominio del dominio superior, con algunas regiones aisladas de dominios
inferiores indicadas por flechas negras en la figura 71a. Conforme se incrementd la
temperatura, estos dominios inferiores aumentaron su area, llegando a ser el dominio
predominante a 40 °C (figura 71c). En la figura 71c, se realiz6 una modificacion digital
del contraste con el fin de favorecer la visualizacion del dominio superior indicado por

una estrella negra.

La mezcla POPE:POPG (3:1) tiene una 7T,,, calculada experimentalmente por
anisotropia de la fluorescencia y corroborada por microcalorimetria, de 19,2 + 0,5 °C.
La secuencia de imagenes presentadas en la figura 71, muestran, a grandes rasgos, el
proceso de cambio de fase, desde estado gel (figura 71a) a cristal-liquido (figura 71c).
Los dominios inferiores, marcados con flechas negras, representan pequeias
agrupaciones de moléculas, probablemente enriquecidas en el fosfolipido de menor 7,
(POPG), que iniciarian la transicion. Los dominios superiores serian debidos a regiones
enriquecidas en el fosfolipido de mayor T,,, POPE en este caso. Al completarse la
transicion, la proporcion de los dominios entre ambas regiones se invertiria. Los

dominios finalmente desaparecieron, observandose una superficie completamente
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homogénea a temperaturas superiores a 40 °C, en las que la totalidad de moléculas

fosfolipidicas se encontrarian en estado fluido.

En la tabla 17 se muestran los porcentajes calculados de la superficie ocupada
por el dominio superior en la SPB, en los que se aprecia la reduccion de los dominios

superiores con respecto a la temperatura.

Tabla 17. Porcentaje de la superficie de los dominios superiores respecto a la superficie de la

SPB de POPE:POPG (3:1).

4°C 23 °C 40 °C

Dominio superior (%) 99,36 98,05 3,05

La bicapa de POPE:POPG (3:1), por tanto, estaria formada por regiones ricas en

POPE (dominios superiores) y regiones ricas en POPG (dominios inferiores).

5.2.4.iv. Extracto lipidico de Escherichia coli

El extracto lipidico de E. coli estd constituido por una mezcla de diferentes
lipidos que constituyen la membrana plasmatica de este microorganismo. La
composicion lipidica total (p/p) esta formada por un 57,5 % de PE, un 15,1 % de PG, un
9,8 % de CL y un 17,6 % de otros lipidos minoritarios. La elevada heterogeneidad
fosfolipidica de este extracto natural hace que esta mezcla pueda presentar dominios

lipidicos en su superficie.

En la figura 72a se muestra una imagen obtenida por AFM de la topografia de
superficie del extracto lipidico, en la que se aprecian algunos dominios discretos y
aislados mas elevados que el resto de la SPB. Las alturas observadas fueron de 3,75 +
0,11 nm (n = 10) y de 3,12 = 0,11 nm (n = 10). La altura medida para los dominios
lipidicos fue de 0,70 + 0,08 nm (n = 10).
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Figura 72. Topografia de la superficie de una SPB de extracto lipidico de E. coli visualizada en
modo de contacto intermitente. Solucion de visualizacion: 10 mM Hepes pH 7,40; 150 mM
NaCl. Z = 20 nm. (a) Imagen topografica por AFM. (b) Seccidn realizada a la imagen de
topografia.

El 4rea de los dominios encontrados en estas SPB también present6 variaciones
en funcion de la temperatura, como puede apreciarse en la figura 73. Las variaciones
observadas en estos dominios indicaron, de la misma forma que en el caso de la mezcla
formada por POPE:POPG (3:1), una importante dependencia con la temperatura. En
estas SPB, las variaciones en la proporcion de los dominios no fueron paulatinas, sino

que se produjeron de forma brusca al variar las condiciones de visualizacion (figura 73).

Figura 73. Topografia de una SPB formada por extension de liposomas de extracto lipidico de

E. coli visualizada en modo de contacto intermitente. Z = 20 nm. Solucion de visualizacion:
10 mM Hepes pH 7,40; 150 mM NaCl a: (a) ~ 4 °C. (b) Temperatura ambiente (~ 23 °C). (¢)

~ 40 °C. Las estrellas negras indican la presencia de dominios superiores.
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Los dominios aislados observados en la superficie de la SPB formada por
extracto lipidico de E. coli, podrian ser debidos al cambio de fase de alguno de los
fosfolipidos que se encuentran en esta compleja mezcla lipidica. Al afiadir a la muestra,
solucion de visualizacion a una temperatura de 4 °C, se observo una superficie plana y
ausente de dominios (figura 73a). Al aumentar la temperatura de la muestra se pudieron
apreciar algunos dominios que rapidamente desaparecieron. Cuando la temperatura se
incrementd hasta 40 °C, se pudo observar un aumento de la erosion realizada por la
punta en la superficie de la SPB, indicando un aumento de fluidez de la misma, que

puede apreciarse por la progresiva desaparicion de defectos en la bicapa.

En las SPB observadas de extracto lipidico de E. coli no siempre se apreciaron
estos dominios lipidicos, y cuando fueron visualizados desaparecieron con rapidez al
variar las condiciones experimentales. En la tabla 18 se muestra el porcentaje de

dominio superior observado en la figura 73.

Tabla 18. Porcentaje de la superficie de los dominios superiores respecto a la superficie de la

SPB de extracto lipidico de E. coli.

4°C 23 °C 40 °C

Dominio superior (%) 100,00 19,57 -

5.2.5. Proceso de disrupcion de liposomas con surfactantes

Las diferentes etapas del proceso de solubilizacion de los liposomas por accion
de surfactantes, pueden establecerse a partir de las variaciones que se observan en la
dispersion estatica de la radiacion (SLS) (Urbaneja et al., 1990). La maxima dispersion
corresponde a la etapa inicial del proceso, en las etapas siguientes, la dispersion
disminuye progresivamente, hasta obtener valores constantes, e incluso cercanos a cero,

al final del proceso.

A partir de los valores de absorbancia obtenidos a diferentes concentraciones de
lipido (0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM, 04 mM y 0,5 mM) y en funcién de las

concentraciones de surfactante, se obtuvieron los pardmetros que caracterizan el proceso
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de solubilizacion. Los datos obtenidos permitieron la preparacion Optima de micelas
mixtas fosfolipido-surfactante, necesarias para la formaciéon de proteoliposomas y

cristales 2D.

5.2.5.i. n-octil-B-p-glucopiranésido

El OG esta considerado como surfactante de cadena corta, de elevada CMC,
estimandose ésta entre 19 y 25 mM en solucion, a una temperatura comprendida entre
20y 25 °C y a pH neutro (~ 7) (le Maire et al., 2000). En presencia de fosfolipidos, este
valor puede verse alterado debido a la interaccion que se produce entre las moléculas de

surfactante y la bicapa lipidica.

En la figura 74 se presenta la variacion de la dispersion de la luz observada a
concentraciones crecientes del OG en presencia de liposomas de diferente composicion
lipidica. En todas las composiciones ensayadas se pudieron apreciar las tres etapas de

las que consta el proceso de solubilizacion de los liposomas.

En la primera etapa se presenta un ligero aumento de los valores de SLS,
indicando un incremento del tamafio de las vesiculas lipidicas, debido a la insercion de

moléculas de surfactante en su estructura.

La segunda etapa del proceso de disrupcion fue uniforme en todos los casos
estudiados, pudiendo apreciarse descensos de SLS a concentraciones similares de OG y

concordantes con su CMC, de aproximadamente 20 mM.

En la tercera etapa, el descenso de SLS concluyo, en el caso de las
composiciones lipidicas neutras, en valores constantes y negligibles de SLS,
demostrando una completa solubilizacion de las vesiculas lipidicas. En el caso de las
composiciones lipidicas negativas, se observd la presencia de valores residuales

constantes de aproximadamente un 5 %.
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Figura 74. Variacion de la dispersion de la luz (SLS) frente a OG a diferentes concentraciones
de lipido: (¢) 0,1 mM, (@) 0,2 mM, (©) 0,3 mM, (») 0,4 mM y (x) 0,5 mM. Las
composiciones lipidicas ensayadas fueron: (a) POPC. (b) DMPC:POPC (1:1). (c¢)
POPE:POPG (3:1). (d) Extracto lipidico de E. coli.

En la figura 75 se muestran los procesos de saturacion (figura 75a) y de
solubilizacion (figura 75b) de liposomas formados por diferentes composiciones
lipidicas. En ambos procesos, saturacion y solubilizacion, se aprecia una dependencia
lineal de la concentracion de OG frente a la concentracion de lipido, en todos los casos
de tipo creciente. A mayor concentracion de lipido, mayor fue la concentracion de

surfactante afiadida en la solucion para dar lugar a la formacion de micelas mixtas.

Se pueden apreciar ciertas diferencias en los procesos de saturacion y
solubilizacion asociadas a la composicion lipidica de los liposomas. La composicion
neutra formada por DMPC:POPC (1:1) fue la mas susceptible a la incorporacion del

surfactante, ya que requiere para su saturacion, valores de OG inferiores que el resto de
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composiciones estudiadas. Asimismo, es la composicion que presenta unos valores de
solubilizacion menores, indicando una menor resistencia a la disrupcion que las demas
composiciones. Por otra parte, la mezcla POPE:POPG (3:1) presenta unos valores de
saturacion similares a los mostrados por POPC y por el extracto lipidico de E. coli, pero
superiores al resto de composiciones estudiadas en el proceso de solubilizacion. Esta
composicion negativa presentaria una mayor resistencia al proceso de disrupcion por

OG que el resto de composiciones lipidicas estudiadas.
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0 0,1 02 03 04 05 06 0 0,1 02 03 04 05
[Lipido] mM [Lipido] mM

Figura 75. Concentracion de OG necesaria para: (a) Saturar (Ssar) y para (b) Solubilizar (Ssor)
diferentes bicapas lipidicas a concentraciones comprendidas entre 0,1 y 0,5 mM. Las
composiciones lipidicas ensayadas fueron: (o) POPC, (o) DMPC:POPC (1:1), (¢) POPE:POPG
(3:1) y (») Extracto lipidico de E. coli.

Todas las composiciones lipidicas ensayadas mostraron, en el proceso de
solubilizacion, un punto correspondiente a la concentracion de OG en ausencia de lipido
(figura 75b), que corresponde al intervalo de CMC del OG en las condiciones de trabajo

utilizadas (De la Maza y Parra, 1994).

Una vez determinados los procesos de saturacion y de solubilizacion, se puede
estudiar el intervalo que existe entre los mismos, el cual rige la transicion entre
liposoma y micela, en la denominada area o region de coexistencia (Lopez et al., 2001).
Esta region puede ser calculada como el area existente entre las rectas Ssat y Ssor. Los

valores obtenidos se muestran en la tabla 19.
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Tabla 19. Valores calculados de la region de coexistencia entre las rectas Ssat y Ssor de las

diferentes composiciones lipidicas estudiadas con el surfactante OG.

POPC DMPC:POPC POPE:POPG  Extracto lipidico
1:1) 3:1) de E. coli
Region de
coexistencia 2,39 2,34 2,80 2,30
(mM’)

Los valores calculados para las regiones de coexistencia de las diferentes
composiciones lipidicas (tabla 19), permiten afirmar que tan solo la mezcla formada por
POPE y POPG presenta una variacion significativa frente al resto de composiciones
estudiadas. En este caso, se aprecia un area mayor que en el resto de composiciones
lipidicas, indicando un mayor requerimiento de surfactante desde la saturacion de las

vesiculas hasta su completa solubilizacion.

A partir del ajuste lineal de las rectas obtenidas para Ssat y Ssor, se obtuvieron
los valores de Sy y Re, segiin la ecuacion (4) del apartado Material y Métodos. De los
valores calculados y resumidos en la tabla 20, se aprecia una mayor afinidad de las
moléculas de surfactante por los liposomas zwiteridonicos que por los negativos. Estos
ultimos presentan valores de surfactante libre en el medio acuoso (Sy) mayores, por
tanto, existe una cantidad de surfactante menor, incluida en su estructura. Los valores de
Sw son plenamente concordantes con los valores obtenidos de Re. El parametro Resar €s
interpretado como la relaciéon molar efectiva entre surfactante y fosfolipido, necesaria
para la completa saturacion de los liposomas y el inicio de la solubilizacion de la bicapa
lipidica hasta concluir en la formacion de micelas mixtas, caracterizado por el
parametro Resor, (De la Maza y Parra, 1994). Se puede apreciar una disminucion de los
valores de Resat a Resor, en todos los casos, debido al reparto de las moléculas de
surfactante y fosfolipido y a la rédpida formacion de micelas mixtas. La diferencia mas
significativa entre estos dos parametros es observada en el caso de DMPC:POPC (1:1)
en que la diferencia entre Resat Y Resor es de 5,00 mM, indicando una elevada

reorganizacion molecular en presencia de OG.
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Tabla 20. Valores de Sy, R. y K, obtenidos de la interaccion entre OG y liposomas de diferente

composicion lipidica.

Swsat SwsoL Regar Resor, Kt Ksor,

(mM) (mM)  (mol/mol) (mol/mol) (mM"') (mM")
POPC 11,80 17,96 7,40 6,83 0,08 0,05
DMPC:POPC (1:1) 9,67 17,02 11,53 6,53 0,10 0,05
POPE:POPG (3:1) 12,36 19,41 5,77 5,59 0,07 0,04
Ext. lip. de E. coli 12,91 19,23 5,88 3,96 0,07 0,04

El OG, en presencia de los liposomas estudiados, present6 una gran capacidad
de formacion de micelas mixtas, como se deduce de los bajos valores de las constantes
de distribucion (K), que fueron ligeramente superiores en el caso de las composiciones

neutras, que en el caso de las composiciones cargadas negativamente.

En la figura 76 se muestra la representacion grafica de Sw (figura 76a) y de Re
(figura 76b) frente a SLS durante todo el proceso de coexistencia entre liposomas (100
% de SLS) y micelas mixtas (0 % de SLS). En ambos casos se puede apreciar un

comportamiento lineal, creciente para Sw y decreciente para Re.

Re (mol/mol)

SLS (%)

Figura 76. Comparacion de las composiciones lipidicas: (O) POPC, (LJ) DMPC:POPC (1:1),
(®) POPE:POPG (3:1) y (A) Extracto lipidico de E. coli, de dos parametros: (a) Sw y (b) Re
frente a SLS.

Las composiciones lipidicas neutras, POPC y DMPC:POPC (1:1) se vieron mas

afectadas por la incorporacion de moléculas de surfactante en su bicapa, que las
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composiciones lipidicas con carga negativa. En la figura 76a se puede apreciar como las
composiciones neutras presentan una concentracion de surfactante libre (Sw) menor que
el resto, durante todo el proceso de disrupcion de los liposomas. En concordancia, tanto
para POPC como para DMPC:POPC (1:1), la relacion de surfactante insertado en la
bicapa con respecto a la concentracion de fosfolipido (Re) fue superior a la observada en

las composiciones lipidicas negativas (figura 76b).

Todas las composiciones lipidicas estudiadas formaron micelas mixtas desde el
inicio del proceso de disrupcion, como indican los bajos valores de las constantes de
distribucion (K), representados en la figura 77 frente a SLS (figura 77a) y frente a Re
(figura 77b).

La composicion lipidica que presentd los valores de K mayores durante todo el
proceso de disrupcion fue la constituida por DMPC:POPC (1:1) (figura 77), la cual,
presentd una menor capacidad de formacién de micelas mixtas que el resto de
composiciones lipidicas estudiadas, asi como una mayor capacidad de incorporacion de
OG en su bicapa (figura 77b). Contrariamente, la composicion lipidica que mostrd una
mayor facilidad de formacién de micelas mixtas, asi como una menor proporcion de OG

en su estructura fue el extracto lipidico de E. coli.
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Figura 77. Variaciones de la constante de distribucion (K) frente a: (a) Porcentaje de SLS

durante el proceso de disrupcion de los liposomas y (b) Relacion molar efectiva (Re). Las

composiciones lipidicas ensayadas fueron: (O) POPC, (CJ) DMPC:POPC (1:1), ()

POPE:POPG (3:1) y (A) Extracto lipidico de E. coli.
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5.2.5.ii. n-dodecil-3-p-maltésido

El DDM esta considerado como un surfactante de cadena media. Su CMC en
solucidn es de aproximadamente 0,18 mM (le Maire et al., 2000). Presenta una cadena
formada por 12 atomos de carbono que le confiere una mayor similitud con los
fosfolipidos que constituyen una bicapa lipidica y tiene un niimero de agregacion mas

elevado que el OG (ver tabla 3 de Introduccion).

El proceso de solubilizacion de liposomas formados con diferentes
composiciones lipidicas mediante progresiva adicion de DDM fue observado por

dispersion de la luz, obteniéndose los graficos presentados en la figura 78.

120

100 #=%

o

00 05 10 15 20 25 30
[DOM] vt

Figura 78. Variacion de la dispersion de la luz (SLS) frente a DDM, a diferentes
concentraciones de lipido: (0) 0,1 mM, (o) 0,2 mM, (0) 0,3 mM, (») 0,4 mM y (x) 0,5 mM,
estudiada en diferentes composiciones lipidicas: (a) POPC. (b) DMPC:POPC (1:1). (c¢)
POPE:POPG (3:1). (d) Extracto lipidico de E. coli.
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La solubilizacion de liposomas en presencia de DDM presentd diferencias segiin

la composicion lipidica de las vesiculas. Los liposomas formados con lipidos

zwiterionicos fueron completamente solubilizados por el DDM a concentraciones

menores a 2,0 mM (~ 0,10 %, p/v) para el POPC y a 1 mM (~ 0,05 %, p/v) para el

DMPC:POPC (1:1). Los liposomas formados por fosfolipidos negativos no mostraron,

aparentemente, una completa solubilizacion, sino que presentaron una cierta resistencia

a la disrupcion por DDM. Concretamente, en el caso de los liposomas formados por

POPE:POPG (3:1), se observaron valores residuales de ~ 50 % de SLS, y en el extracto

lipidico de E. coli se observaron unos valores residuales de ~ 7 % de SLS. Los valores

residuales observados, sobretodo en el caso de POPE:POPG, pueden dar lugar a la

obtencion de valores poco significativos de Sw, Re y K, debido a que las vesiculas no

serian completamente solubilizadas por el DDM.

En la figura 79 se muestran las representaciones graficas obtenidas a partir de

los valores de Ssat (figura 79a) y de Ssor (figura 79b) calculados tras la adicion de

cantidades crecientes de DDM a liposomas formados por diferentes composiciones

lipidicas y a diferentes concentraciones, comprendidas entre 0,1 y 0,5 mM.
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Figura 79. Concentraciéon de DDM necesaria para (a) Saturar (Ssat) y (b) Solubilizar (Ssor)

diferentes bicapas lipidicas. Las composiciones ensayadas fueron: (o) POPC, (o) DMPC:POPC
(1:1), (0) POPE:POPG (3:1) y (») Extracto lipidico de E. coli.

Las composiciones lipidicas estudiadas mostraron comportamientos muy

dispares entre si frente a la accion del DDM. Todas las composiciones lipidicas, de

igual forma que en el caso del OG, presentaron un comportamiento lineal y con
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pendiente positiva, de la concentracion de DDM necesaria para el proceso de saturacion
(figura 79a) y de solubilizacion (figura 79b) a concentraciones crecientes de lipido. Las
composiciones zwiteridnicas, POPC y DMPC:POPC (1:1), necesitan concentraciones
superiores de DDM, en comparacion con las composiciones lipidicas negativas, para
llegar a la saturacion de sus bicapas (figura 79a). Estos valores de saturacion indican
una mayor insercion de moléculas de surfactante en la estructura del liposoma sin llegar
a su disrupcion, respecto a los liposomas formados por POPE:POPG (3:1) y por

extracto lipidico de E. coli.

La solubilizaciéon de las vesiculas lipidicas se produjo a concentraciones
similares en el caso de DMPC:POPC (1:1) y extracto lipidico de E. coli, siendo las
composiciones mas susceptibles a la disrupcion por este surfactante. La composicion
lipidica POPE:POPG (3:1) fue la mas resistente a este proceso, presentando los valores

de Ssor, mas elevados.

El efecto del DDM en los liposomas de diferente composicion lipidica se puede
apreciar a partir de la region o area de coexistencia entre Ssat y Ssor, cuyos valores se

presentan en la tabla 21.

Tabla 21. Valores calculados de la region de coexistencia entre las rectas Ssat v SsoL de las

diferentes composiciones lipidicas estudiadas con DDM.

POPC DMPC:POPC POPE:POPG  Extracto lipidico
(1:1) 3:1) de E. coli
Region de
coexistencia 0,14 0,08 0,61 0,22
(mM?)

Las composiciones lipidicas neutras presentaron areas de coexistencia menores
que las composiciones con carga neta negativa indicando una accidn disruptora superior
del surfactante en estas composiciones. Por otra parte, las composiciones lipidicas con
carga neta negativa presentaron una region de coexistencia superior, siendo
especialmente elevada en el caso del POPE:POPG (3:1), de forma similar a lo
observado en el caso de la adicion de OG. Estas composiciones lipidicas mostraron un
proceso progresivo de disrupcion por DDM con una notable separacién entre los

procesos de saturacion y de solubilizacion.
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Los parametros S,, Re y K obtenidos a partir del ajuste lineal de las rectas

presentadas en la figura 79, se presentan en la tabla 22.

Tabla 22. Valores de Sy, Re y K, obtenidas de la interacciéon entre el DDM y liposomas de

diferente composicion lipidica.

SwsaT SwsoL Resat ResoL Ksat KsoL

(mM) (mM)  (mol/mol) (mol/mol) (mM"') (mM?")
POPC 0,008 0,14 2,29 2,92 83,81 5,41
DMPC:POPC (1:1) | 0,089 0,18 1,02 1,41 5,69 3,24
POPE:POPG (3:1) 0,111 0,98 0,26 2,47 1,89 0,73
Ext. lip. de E. coli 0,068 0,52 0,67 1,04 5,87 0,98

Los liposomas formados por POPE:POPG (3:1) mostraron una mayor
incorporacién de DDM en sus bicapas, como se aprecia por el incremento de Re, desde
el proceso de saturacion hasta la solubilizacién (ARe = 2,21), asi como una elevada
capacidad de formacion de micelas mixtas. De manera similar, los liposomas de POPC
presentaron una gran capacidad de incorporacion de DDM (valores mayores de Re) sin
dar lugar a la formacion de micelas mixtas, lo que se deduce por los elevados valores de

K.

Los valores observados del parametro Sysor en las composiciones lipidicas con
carga neta negativa no se corresponden con el valor esperado de CMC del DDM en las
condiciones de trabajo utilizadas, mientras que si lo hacen los valores obtenidos para las
composiciones lipidicas neutras. Esta diferencia se debe a que los liposomas formados
por POPE:POPG (3:1) y extracto lipidico de E. coli no son completamente solubilizados
por el surfactante, dificultando la formaciéon de micelas mixtas, reflejado por un

aumento de la CMC aparente (SysoL).

En la figura 80 se muestra la representacion grafica de los valores obtenidos de
Sw (figura 80a) y de Re (figura 80b) frente a los valores de SLS, desde el proceso de
saturacion (100 % SLS) hasta el proceso de solubilizacion (0 % SLS) para las diferentes

composiciones lipidicas estudiadas.
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Figura 80. Comparacion de las composiciones lipidicas: (O) POPC, (J) DMPC:POPC (1:1),
(®) POPE:POPG (3:1) y (A) Extracto lipidico de E. coli, de dos parametros: (a) Sw y (b) Re
frente a SLS.

En ambos casos (figuras 80a y 80b), se aprecia una tendencia lineal creciente en
todas las composiciones lipidicas estudiadas, indicando una progresiva adicion de
surfactante en el medio acuoso, asi como una progresiva incorporacion del mismo en las

bicapas lipidicas durante el proceso de formacion de micelas mixtas.

Las composiciones lipidicas neutras presentaron las concentraciones mas bajas
de DDM libre en el medio acuoso (Sy). Las composiciones lipidicas negativas, pese a
presentar valores bajos de Sy en el momento de la saturacién, mostraron un gran
aumento del mismo conforme se avanzaba hacia la solubilizacién de las vesiculas
lipidicas. Este aumento de Sy durante el proceso de disrupcion, fue mas evidente en el
caso de la mezcla POPE:POPG (3:1) que para el caso del extracto lipidico de E. coli
(figura 80a). Los valores de Re obtenidos para las diferentes composiciones lipidicas, no
pudieron ser agrupados segun las caracteristicas eléctricas de las bicapas, ya que, POPC
y DMPC:POPC (1:1) presentaron comportamientos diferentes, asi como POPE:POPG
(3:1) y el extracto lipidico de E. coli (figura 80b). Fue particularmente destacable el
caso de la POPC, en la que se produjo una gran incorporacion de DDM en su bicapa,
como puede apreciarse por los elevados valores de Re. Por otra parte, la composicion
lipidica POPE:POPG (3:1) mostré un gran incremento de los valores de Re durante el
proceso de disrupcion de los liposomas, indicando una cierta resistencia inicial al efecto

del DDM vy una gran incorporacion posterior del mismo en su estructura.
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La capacidad de formacion de micelas mixtas de las composiciones lipidicas, se
estudid, observando las variaciones experimentadas por la constante de distribucion (K)

durante el proceso de disrupcion de los liposomas. Estas variaciones se muestran en la

K (mM™)

figura 81.
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Figura 81. Variaciones de K frente a: (a) Porcentaje de SLS durante el proceso de disrupcion de
los liposomas y (b) Relacion molar efectiva (Re). Las composiciones lipidicas ensayadas
fueron: (O) POPC, ((0) DMPC:POPC (1:1), (¢) POPE:POPG (3:1) y (A) Extracto lipidico de
E. coli.

Los liposomas formados por POPC presentaron un comportamiento frente a la
accion del DDM distinta a la del resto de composiciones estudiadas, con unos valores de
K significativamente superiores (figura 81). En esta composicion zwiteridnica se puede
apreciar un aumento inicial de K hasta un valor de ~ 111 mM™ a una Re de ~ 2,3
mol/mol, seguido de un importante descenso de los valores de K hasta ~ 5,4 mM™ a una
Re de ~ 2,9 mol/mol. Este descenso fue mucho mas pronunciado en su inicio, que
conforme se aproxima al valor final de Re. Esta tendencia de los valores de K, junto con
los elevados valores de Re, indican una cierta dificultad inicial a la disrupcion de la
bicapa lipidica de POPC, seguido por un rapido proceso de formacion de micelas mixtas

y la completa disrupcion de las vesiculas (de la Maza y Parra, 1997).

En las figuras 81a y 81b (incluidas) se muestran las curvas de las composiciones
lipidicas DMPC:POPC (1:1), POPE:POPG (3:1) y extracto lipidico de E. coli. La
composicion lipidica POPE:POPG (3:1) fue la que mostré una mayor tendencia a la

formacion de micelas mixtas (valores menores de K) durante el proceso de disrupcion
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lipidica (figura 81a). En esta composicion lipidica, el que no se produzca una brusca
disminucion de los valores de K puede ser debido a una lenta y progresiva formacion de
las micelas. En la figura 81b se aprecia, asimismo, un comportamiento diferente al
resto, de esta mezcla negativa. La mezcla POPE:POPG, presenta un gran intervalo de
valores de Re conforme avanza el proceso de disrupcion y la consiguiente formacion de
micelas mixtas. Este intervalo de valores de Re puede ser debido a una progresiva
incorporacién de moléculas de DDM en las bicapas, de forma mas rapida que el proceso

de disrupcion y formacion de micelas.

5.2.6. Efecto de los surfactantes en la rigidez de la bicapa lipidica

Durante el proceso de formacion de proteoliposomas, en general, se requiere de
la utilizacion de surfactantes. Se ha mostrado, en el apartado 5.2.5 del presente trabajo,
como la accion de los surfactantes OG y DDM sobre las bicapas lipidicas empleadas,
depende de su concentracion, produciéndose la incorporacion de moléculas de
surfactante en la bicapa a concentraciones inferiores a Ssat, coexistencia entre
liposomas y micelas mixtas a valores de surfactante, comprendidos entre Ssat y Ssor, ¥
finalmente, formacion de micelas mixtas a concentraciones de surfactante superiores a
SsoL. En la formacién de proteoliposomas se anade surfactante a concentraciones
superiores a Ssor y posteriormente se reduce su concentracion por diferentes métodos.
La reduccion de la concentracion del surfactante no es total, se asume que quedan
moléculas del mismo que se mantendran insertadas en la bicapa juntamente con el

lipido y la proteina.

Las moléculas de surfactante unidas a la bicapa lipidica mimetizan la funcién de
los fosfolipidos, pudiendo producir alteraciones en la rigidez de la bicapa. Con el fin de
analizar la extension de estas alteraciones, se realizd el seguimiento del proceso de
disrupcion y posterior reconstitucion de liposomas de diferente composicion lipidica
mediante anisotropia de fluorescencia de las sondas TMA-DPH y DPH, empleando OG
y DDM, y eliminando el surfactante mediante el método de adsorciéon con Bio-Beads®

SM-2.
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En la figura 82 se muestran las representaciones graficas del valor de la
anisotropia de fluorescencia normalizada de ambas sondas (ver apartado 4.15.2.),
respecto al tiempo de duracidon del proceso de adicion y posterior eliminacion del

surfactante.

El proceso consta de dos etapas, en la primera de ellas, se produce la disrupcion
de las vesiculas a 4 °C y en la segunda tiene lugar la reconstitucion de los liposomas a

23 °C.
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Figura 82. Anisotropia de fluorescencia normalizada frente al tiempo, durante el proceso de
reconstitucion de liposomas con OG. Se normalizan a 1,0 los valores correspondientes a la
sonda TMA-DPH, y a 0,5 los valores correspondientes a la sonda DPH. (o) POPC. (o)
DMPC:POPC (1:1). (¢) POPE:POPG (3:1). (») Extracto lipidico de E. coli.

En la figura 82 se observa que al incorporar el OG a la solucion se producian
alteraciones de la anisotropia de la bicapa lipidica, tanto en su region polar como apolar.
Estas variaciones de » pueden ser interpretadas como una reordenaciéon de la sonda
fluorescente entre las diferentes estructuras lipidicas. Tras 30 minutos de incubacién de
la muestra con el surfactante a 4 °C, se adicionaron las Bio-Beads®, y se incremento la
temperatura a 23 °C. La disminucidn inicial de los valores de » (40 minutos) podria ser
debida al aumento de movilidad de los fosfolipidos producida por el incremento de la
temperatura, por encima de la 7, de todas las composiciones lipidicas estudiadas. Tras
la disminucion de » debida a la temperatura, se aprecidé un aumento de la anisotropia con

el tiempo de incubacién en presencia de Bio-Beads . Este aumento de r fue mads
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destacado en el TMA-DPH que en el DPH, ya que, mientras que se produjo una
recuperacion de la rigidez inicial en la zona apolar, en la region polar de la bicapa se
alcanzaron valores superiores a los iniciales, en el caso de las composiciones lipidicas

neutras.

Las composiciones lipidicas POPE:POPG (3:1) y extracto lipidico de E. coli
presentaron una recuperacion de 7 a los valores iniciales para ambas sondas. Esto podria
ser debido a que la disrupcion de los liposomas iniciales no es completa y podrian
existir regiones de la bicapa lipidica que no serian totalmente solubilizadas por el
surfactante. Estas regiones, experimentarian una menor interaccion con las moléculas de
surfactante y una menor perturbacion de la bicapa lipidica, ya que los valores de

anisotropia de fluorescencia retornaron a los valores iniciales.

El proceso de formacion de los liposomas concluye a una temperatura de 23 °C.
A esta temperatura, los fosfolipidos se encontrarian en fase fluida, que se caracteriza,
como se ha comentado, por una mayor movilidad de los fosfolipidos que constituyen la
bicapa, y por tanto, por una menor anisotropia de fluorescencia. En el caso de la adicion
y posterior eliminacion de OG, el retorno a valores de anisotropia similares o superiores
a los iniciales, es indicativo de la incorporacion de moléculas residuales de OG en la

estructura de la bicapa confiriendo una cierta rigidez a la misma.

De la misma forma que para el OG, se realizd un ensayo de formacion de
liposomas por adicion y posterior eliminacion del DDM mediante la utilizacion de

esferas de superficie adsorbente, Bio-Beads® SM-2.

En la figura 83 se presenta la variacion de la anisotropia de fluorescencia
observada tras la adicion y posterior eliminacion del DDM en las cuatro composiciones
lipidicas estudiadas. La adicion del DDM a los liposomas zwiteridonicos a 4 °C produjo
un efecto de leve rigidificacion en la region polar de la bicapa, mientras que su efecto
fue nulo en la region hidrofobica. El descenso de r observado a los 40 minutos del

proceso (23 °C) fue mas notable en la region apolar de la bicapa que en la region polar.
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La eliminacion de DDM de la bicapa lipidica se aprecia por un incremento de
los valores de ¥ con TMA-DPH, en el caso de las composiciones lipidicas neutras, y con

DPH en todas las composiciones lipidicas estudiadas, en mayor o menor grado.
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Figura 83. Anisotropia de fluorescencia normalizada frente al tiempo, durante el proceso de
reconstitucion de liposomas con DDM. Se normalizan a 1,0 los valores correspondientes a la
sonda TMA-DPH, y a 0,5 los valores correspondientes a la sonda DPH. (o) POPC. (o)
DMPC:POPC (1:1). (¢) POPE:POPG (3:1). (») Extracto lipidico de E. coli.

Para las composiciones lipidicas POPC y DMPC:POPC (1:1), se observod una
cierta incorporacion de moléculas de DDM en la estructura del liposoma a partir de 40
minutos, ya que los valores de r finales aumentaron con ambas sondas fluorescentes.
Las composiciones lipidicas con carga neta negativa presentaron valores finales de r
practicamente constantes a partir del aumento de temperatura a 23 °C, indicando una
correcta formacion de liposomas, sin signos evidentes de incorporacion de moléculas

adicionales en su bicapa.

192



Resultados

5.3. INCORPORACION DE PROTEINAS EN MATRICES LIPiDICAS

5.3.1. Potencial electrostatico de superficie de los proteoliposomas

Las proteinas son moléculas cargadas, que provocan alteraciones en las
propiedades fisicoquimicas de las bicapas lipidicas en las que se incorporan, dando
lugar a proteoliposomas. La incorporacion de una proteina de membrana en la bicapa,
da lugar a una alteracion de sus propiedades eléctricas, que puede ser investigada
mediante el estudio de las propiedades fluorescentes de la sonda HHC. Los cambios
observados en el valor de pK de HHC para diferentes composiciones lipidicas, en

presencia de las proteinas estudiadas, se presentan en la figura 84.

9,00

6,50 T T T 1
Bicapa Cytc MLT Omp1 LacY

Figura 84. Valores de pK obtenidos para las diferentes proteinas reconstituidas en diferentes
composiciones lipidicas: (o) POPC; (o) DMPC:POPC (1:1); (©) POPE:POPG (3:1) y (»)
Extracto lipidico de E. coli. Cada punto corresponde al promedio de tres medidas

independientes.

En todos los casos, se observo una disminucion de los valores de pK obtenidos
para los diferentes proteoliposomas analizados, con respecto a sus correspondientes
liposomas de referencia. Asimismo, se puede apreciar una clara similitud entre los
valores de pK obtenidos en los proteoliposomas formados con lipidos zwiteridnicos,
mientras que existe una diferencia significativa de los valores obtenidos para los

proteoliposomas formados por composiciones lipidicas cargadas negativamente. Estas
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diferencias de los valores de pK permiten el calculo de los valores de potencial

electrostatico de superficie (Ay) aplicando la ecuacion (7) de Material y Métodos.

Il
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POPC  DMPC:POPC POPE:POPG Ext.lip. E. coli
(1:1) (3:1)

Figura 85. Diagrama de barras de los valores calculados de Ay para las diferentes

composiciones lipidicas en funcién de las proteinas: ( ) Cyt ¢, () MLT, (=) Ompl, (=) LacY.

En la figura 85 se presentan los valores de Ay obtenidos en los proteoliposomas
formados con las composiciones lipidicas neutras fueron muy similares entre si, no
pudiendo apreciarse variaciones significativas entre POPC y DMPC:POPC (1:1) para
las diferentes proteinas ensayadas (excepto en el caso de LacY). En cambio, fueron
observadas variaciones significativas entre las mezclas neutras y las negativas, asi como
entre POPE:POPG (3:1) y el extracto lipidico de E. coli. Para todas las proteinas
analizadas, se observd un aumento del valor de Ay en las mezclas con carga neta
negativa respecto a las mezclas neutras. Este aumento en los valores de Ay fue superior
en la mezcla formada por el extracto lipidico de E. coli que para POPE:POPG (3:1), con

la excepcion de LacY, en la que ambos valores fueron muy similares.

Cada una de las proteinas fue estudiada y analizada por separado, para disponer

de un analisis mas detallado de los datos obtenidos.

5.3.1.i. Citocromo ¢

El citocromo c es una proteina periférica globular de tipo catidonico capaz de

unirse de forma electrostatica a las cargas negativas expuestas por los fosfolipidos en la
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superficie de la membrana (Mueller et al., 2000). Se realizd6 un estudio mediante la
sonda fluorescente HHC del efecto que esta proteina producia, en funcion de la
composicion lipidica de la membrana, tomando como referencia los valores obtenidos
para los liposomas correspondientes a cada composicion. Se calcularon los Ay de los

proteoliposomas formados con Cyt ¢, obteniendo los resultados indicados en la tabla 23.

Tabla 23. Variaciones de Ay en bicapas lipidicas de diferente composicion lipidica con Cyt ¢

(LPR = 50).

pK Ay (mV)
POPC + Cyt ¢ 7,39 +£ 0,05 +46+£5
DMPC:POPC (1:1) + Cyt ¢ 7,46 £ 0,14 +42+11
POPE:POPG (3:1) + Cyt ¢ 7,24 £ 0,07 +83+12
Ext. lip. de E. coli + Cyt ¢ 6,77 £0,13 +110+9

En la figura 86 se muestran los valores de potencial obtenidos en funcion de la

composicion lipidica, en forma de histograma.
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Figura 86. Histograma de la variacion de Ay en funcion de la composicion lipidica de los

proteoliposomas formados con Cyt c.

El Cyt ¢ mostré un comportamiento diferente segtin la composicion de la bicapa
lipidica. En todas las composiciones lipidicas estudiadas, el Cyt ¢ produjo variaciones
positivas de Awy. Los proteoliposomas formados por fosfolipidos zwiteridnicos

presentaron variaciones de ~ 40 mV, mientras que los proteoliposomas con carga neta
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negativa presentaron variaciones de Ay superiores a 80 mV. Se observé que el valor de
potencial obtenido en los proteoliposomas formados por POPE:POPG (3:1) fue 1,8
veces superior respecto al potencial observado para POPC, mientras que en el caso del

extracto lipidico de E. coli fue 2,4 veces mayor.

5.3.1.ii. Melitina

La MLT es un péptido capaz de penetrar e integrarse en la bicapa lipidica. De
forma similar a lo que ocurre con el Cyt ¢, se observé que la MLT presenté una mayor
afinidad por las membranas cargadas negativamente que por las membranas neutras. En
la tabla 24 se muestran los valores obtenidos de potencial electrostatico de superficie en

los diferentes proteoliposomas analizados.

Tabla 24. Variaciones de Ay en bicapas lipidicas de diferente composicion lipidica con MLT

(LPR = 50).

pK Ay (mV)
POPC + MLT 7,99 +£0,15 +9+10
DMPC:POPC (1:1) + MLT 7,95+ 0,24 +12+17
POPE:POPG (3:1) + MLT 7,17+0,15 + 87+ 15
Ext. lip. de E. coli + MLT 7,10+ 0,14 +90+ 10

En el caso de los proteoliposomas con MLT se observaron claras diferencias
entre las membranas neutras y las cargadas negativamente. De forma diferente al caso
del Cyt ¢, no se apreciaron diferencias significativas entre los proteoliposomas
formados por POPE:POPG (3:1) y los formados con el extracto lipidico de E. coli,

como puede apreciarse en la figura 87.

Las membranas formadas por lipidos zwiteridnicos mostraron valores de
potencial electrostatico de superficie de + 9 y + 12 mV para POPC y DMPC:POPC
(1:1), respectivamente (tabla 24). Estos valores sugieren que la MLT produce poca
perturbacion en la superficie de estos proteoliposomas. Por otra parte, en los
proteoliposomas formados por lipidos con carga neta negativa, se observd una

alteracion significativa de la superficie de las vesiculas, mostrando éstas un valor de Ay
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muy proximo entre si (+ 87 y + 90 mV para POPE:POPG, 3:1 y extracto lipidico de E.
coli, respectivamente). Tomando como referencia el valor de potencial calculado para
los proteoliposomas formados por POPC e indicado en la tabla 24, se realizo el calculo
para comparar el aumento de Ay con el resto de las composiciones ensayadas. Los
proteoliposomas formados por la mezcla neutra DMPC:POPC (1:1) aumentaron 1,3
veces el valor de Ay del POPC, mientras que los proteoliposomas formados por
POPE:POPG (3:1) y por extracto lipidico de E. coli, mostraron aumentos de 9,7 y 10,0
veces, respectivamente. A partir de estos datos, puede apreciarse un importante efecto
de la MLT en las composiciones cargadas negativamente, mientras que en las

membranas neutras este efecto es mucho mas discreto.
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Figura 87. Histograma de la variacion de Ay en funcién de la composicion lipidica de los

proteoliposomas formados con MLT.

La composicion lipidica de la membrana determina, asimismo, la conformacion
adoptada por la MLT en el seno de la misma. Esta conformacion depende de diversos
factores como puede ser la composicion lipidica, la concentracion de péptido o la fuerza
ionica del medio. En igualdad de condiciones, las variaciones de potencial observadas
fueron atribuidas principalmente a la composicion lipidica, en concreto, a la presencia

de lipidos cargados negativamente.

197



Resultados

5.3.1.iii. Porina Omp1 de Serratia marcescens

Las porinas son proteinas integrales de membrana, caracterizadas por presentar
dominios estructurales constituidos por hojas 3 que se encuentran integradas en la

membrana, y con pocas regiones expuestas hacia el exterior.

En la tabla 25 se presentan los valores de potencial electrostatico de superficie,

calculados para los diferentes proteoliposomas formados con esta proteina.

Tabla 25. Variaciones de Ay en bicapas lipidicas de diferente composicion lipidica con Ompl

(LPR = 50).

pK Ay (mV)
POPC + Ompl 7,87 +0,15 + 16+ 10
DMPC:POPC (1:1) + Ompl 7,89 0,14 +16+11
POPE:POPG (3:1) + Ompl1 7,60 = 0,07 +61+12
Ext. lip. de E. coli + Ompl1 6,97 +0,15 +98+ 10

Los proteoliposomas formados con la Ompl, de forma similar a lo observado
con el Cyt ¢, no presentan variaciones significativas del valor calculado de Ay entre
POPC y DMPC:POPC (1:1). En las composiciones lipidicas con carga neta negativa, se
obtuvieron variaciones del potencial electrostitico mas elevadas. Estas variaciones
fueron superiores en el caso del extracto lipidico de E. coli, que en caso de la mezcla
formada por POPE:POPG (3:1), como puede apreciarse en el histograma de la figura
88.

El valor de incremento de potencial observado en POPE:POPG (3:1) aumento
3,8 veces, con respecto al Ay observado en POPC. Este incremento fue de 6,1 veces, en

los proteoliposomas formados con el extracto lipidico de E. coli.
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Figura 88. Histograma de la variacion de Ay en funcién de la composicion lipidica de los

proteoliposomas formados con Omp1.

Es conocida la estructura de la Omp1 en forma de barril constituido por 16 hojas
B antiparalelas (Ruiz, 2002). Esta porina forma un canal hidrofilico en la membrana,
similar al formado por otras porinas de microorganismos Gram negativos, y al igual que
ellas, la Ompl se presenta formando trimeros. La estructura adoptada por este tipo de
proteinas, asi como su orientacion, puede ser facilitada o dificultada por la composicion
lipidica de la membrana (Schirmer, 1998). Los valores de Ay observados sugieren que
la integracion de la porina Ompl, depende tanto de las propiedades fisicoquimicas de
los aminoacidos que componen su estructura, como de la composicion lipidica de la

membrana.
5.3.1.iv. Lactosa permeasa de Escherichia coli

La LacY es una proteina politdpica situada en la membrana interna de E. coli
encargada del transporte de lactosa al interior de la célula. Es conocido que LacY
experimenta un cambio conformacional durante la translocacion del sustrato y del

proton.

En la tabla 26 se muestran los valores de Ay obtenidos para proteoliposomas de

diferente composicion lipidica formados con esta proteina.
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Tabla 26. Variaciones de Ay en bicapas lipidicas de diferente composicion lipidica con LacY

(LPR = 50).

pK Ay (mV)
POPC + LacY 7,13 +£0,07 +62+6
DMPC:POPC (1:1) + LacY 7,36 + 0,06 +49+ 8
POPE:POPG (3:1) + LacY 6,92 +0,18 + 103+ 16
Ext. lip. de E. coli + LacY 6,92 £0,21 + 101 + 14

Los valores de Ay calculados para los diferentes proteoliposomas, mostraron
algunas diferencias en comparacion con el resto de proteinas estudiadas, sobretodo con
la otra proteina integral, Ompl. La LacY produjo una mayor perturbacion superficial en
los proteoliposomas formados por POPC, en comparacion con los formados por
DMPC:POPC (1:1), como se muestra en la tabla 26 y en la figura 89. Concretamente, se
obtuvo un valor de potencial 0,8 veces inferior en la mezcla zwiterionica que en el
POPC. Estos datos inducen a pensar en una mayor facilidad para la incorporacién de la

LacY en POPC que en DMPC:POPC (1:1).
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Figura 89. Histograma de la variacion de Ay en funcién de la composicion lipidica de los

proteoliposomas formados con LacY.

La incorporacion de la LacY en membranas cargadas negativamente, segin los
valores de Ay, fue superior a la observada en membranas neutras. El valor de potencial
electrostatico de superficie aumentd 1,7 veces, en los proteoliposomas de POPE:POPG
(3:1), mientras que este aumento fue de 1,6 veces en los de extracto lipidico de E. coli,

en referencia a los proteoliposomas formados con POPC. La LacY no presentd
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diferencias significativas en cuanto a las perturbaciones superficiales producidas en las
membranas con carga neta negativa. El aumento de potencial electrostatico de superficie
observado, entre las bicapas cargadas negativamente y las bicapas neutras fue,
porcentualmente, menor que las variaciones de potencial observadas para el resto de

proteinas estudiadas.

5.3.2. Variaciones de la anisotropia

Se realiz6 un primer estudio de la incorporacion de proteinas en la bicapa
lipidica empleando para ello Cyt ¢ y el péptido MLT, que fueron utilizadas como
referencia para interpretar las variaciones de anisotropia obtenidas en presencia de

LacY. En la tabla 27 se presentan los valores de » obtenidos para TMA-DPH y DPH.

Tabla 27. Valores de anisotropia de fluorescencia () obtenidos tras la adicion de Cyt c y MLT a

liposomas de diferente composicion lipidica en presencia de TMA-DPH y DPH a 23 °C.

Cyte MLT
SONDA Referencia LPR =0,5 | Referencia LPR =0,5
TMA-DPH 0,2446 0,2471 0,2387 0,1870
POPC

DPH 0,1194 0,1310 0,1183 0,1254
TMA-DPH 0,2820 0,2811 0,2936 0,4047

DMPC:POPC (1:1)
DPH 0,1279 0,1316 0,1387 0,1858
TMA-DPH 0,2458 0,2459 0,2472 0,2904

POPE:POPG (3:1)
DPH 0,1506 0,1524 0,1530 0,1941
TMA-DPH 0,2355 0,2187 0,2488 0,2521

Ext. lip. de E. coli
DPH 0,1467 0,1439 0,1362 0,2000

Se puede apreciar que las variaciones producidas por una proteina periférica
como el Cyt ¢, en general, son poco significativas, destacando tinicamente el efecto de
rigidificacion observado en las composiciones con carga neta cero y el efecto de

fluidificacion superficial en el extracto lipidico de E. coli.

El efecto producido por la MLT en las bicapas, depende también de la

composicion lipidica de las mismas. En la tabla 27 puede observarse un efecto de
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rigidificacion generalizado en todas las composiciones estudiadas, excepto en una,
POPC, en la que se observo un efecto de fluidificacion con el TMA-DPH, debido a la

incorporacion de la MLT.

Se realiz6 un estudio in situ mediante anisotropia de fluorescencia, en el cual, se
hizo un seguimiento en funcion del tiempo de las diferentes etapas que conducen a la
incorporacién de una proteina de membrana en la bicapa lipidica. Concretamente, se

utiliz6 para la realizacion de este estudio la proteina LacY a una LPR de 0,5.

En la figura 90 se presentan las curvas de la anisotropia de fluorescencia
normalizada frente al tiempo, durante el proceso de incorporacion de la proteina LacY
en bicapas de diferente composicion lipidica. Se observo un aumento general del valor
de r normalizado, conforme se redujo la concentracion del surfactante en la muestra,
tras los 30 minutos de incubacién a 4 °C. El incremento de la rigidez de las bicapas
lipidicas, es apreciable para la LacY, tanto en su region polar (curvas normalizadas a

1,0), como en su region hidrofébica (curvas normalizadas a 0,5).

En las figuras 90a y 90b se observo un incremento de la rigidez de la bicapa
similar, tanto con TMA-DPH como con DPH, interpretindose como una compactacion
de los fosfolipidos que constituyen la bicapa, debido a la incorporaciéon de las moléculas

de proteina.

En la figura 90c, correspondiente a la mezcla formada por POPE:POPG (3:1), se
observo un aumento de la rigidez de la bicapa, superior para TMA-DPH que para DPH.
En el caso de la mezcla formada por extracto lipidico de E. coli (figura 90d), el aumento
en la rigidez de la bicapa fue claramente inferior en la region polar, en comparacion con
el resto de composiciones lipidicas ensayadas. Por otra parte, en su region apolar, el
incremento de la rigidez fue similar al observado para la composicion lipidica
POPE:POPG (3:1), aunque inferior al observado en las composiciones lipidicas

zwiteridnicas.
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Figura 90. Anisotropia de fluorescencia normalizada en funcién del tiempo durante el proceso

de incorporacion de LacY. Se normaliza a la unidad la sonda TMA-DPH y a 0,5 la sonda DPH.

(o) Liposomas sin proteina. (0) Liposomas con LacY a una LPR de 0,5. (a) POPC. (b)
DMPC:POPC (1:1). (¢) POPE:POPG (3:1). (d) Extracto lipidico de E. coli.

5.3.3. Adhesion in situ de proteinas de membrana sobre una SPB

La incorporacion de proteinas de membrana a una bicapa lipidica, no siempre

requiere de la presencia de surfactantes para su incorporacion. El Cyt ¢ y la MLT

pueden ser incorporadas directamente sobre una SPB previamente formada. La

adsorcion de las proteinas en la bicapa lipidica, depende de las propiedades

fisicoquimicas de las mismas, principalmente de su estabilidad en medio acuoso.

El estudio de la interaccion de proteinas de membrana sobre una bicapa lipidica,

se llevo a cabo mediante incorporacion in situ de las proteinas en una SPB de extracto
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lipidico de E. coli, extendida sobre mica muscovita. Todos los experimentos se

realizaron en medio liquido, empleando el modo de contacto intermitente.

5.3.3.i. Citocromo ¢

Para la visualizacién in sifu, el Cyt c se afiadid6 sobre la bicapa lipidica
previamente formada, de extracto lipidico de E. coli, observandose la aparicion de
pequenas protuberancias sobre la SPB, debidas a la deposicion de las moléculas de
proteina sobre los lipidos que constituyen la bicapa. En la figura 91 se indican, con
flechas negras, algunas de las protuberancias causadas por la adhesion de la proteina. La
unidn del Cyt ¢ sobre la bicapa fue altamente estable, ya que permiti6 su observacion en
modo de contacto, aunque la proteina fue erosionada por a la punta del AFM debido a la

friccion.

Figura 91. Citocromo ¢ adherido sobre una bicapa de extracto lipidico de E. coli. Las flechas
negras sefialan algunas protuberancias debidas a la proteina. Imagen obtenida en modo de

contacto intermitente en liquido (10 mM Tris—HCI pH 7,40, 150 mM NacCl). Z = 20 nm.

Las protuberancias observadas sobre la bicapa de extracto lipidico de E. coli
eran entidades independientes, aisladas unas de otras, a pesar del exceso de proteina
inyectado sobre la muestra, con un diametro medio de 36 = 6 nm (n = 20) y una altura

sobre la bicapa de 2,7 = 0,6 nm (n = 20).
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5.3.3.ii. Melitina

La MLT es un péptido con actividad citolitica que actia sobretodo en bicapas
que presentan carga neta superficial negativa, donde es capaz de formar estructuras
tetraméricas que, una vez situadas en la membrana, dan lugar a la apertura del canal o

poro citolitico.

Se prepar6 una SPB de extracto lipidico de E. coli sobre mica y se procedid a
inyectar una solucion de MLT sobre la misma. En la figura 92a se aprecian los efectos
iniciales tras la inyeccion de MLT sobre la bicapa lipidica, donde se observan algunas
agrupaciones del péptido en forma de protuberancias, asi como algunas agrupaciones

mas sencillas (circulos negros) con una longitud lateral de 21 + 3 nm (n = 12).

100 nm

BT e " e W

Figura 92. Topografia de la melitina sobre una bicapa lipidica de extracto lipidico de E. coli.
Imagenes obtenidas en modo de contacto intermitente en liquido (10 mM Tris-HCI pH 7,40;
150 mM NaCl). (a) Imagen obtenida inmediatamente tras la inyeccion de MLT (Z = 20 nm). (b)

Imagen obtenida 20 minutos después de la inyecciéon de MLT (Z = 10 nm).

La actividad citolitica de la MLT se puede apreciar en la figura 92b, al realizar
un acercamiento a una de las protuberancias observadas en la figura 92a, en la que se
distingue una regién muy rugosa en la topografia de la bicapa, que podria ser debida a la

accion litica del péptido.
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5.3.3.iii. Lactosa permeasa de Escherichia coli

Las micelas mixtas formadas por LacY y DDM, obtenidas tras la purificacion,
fueron también inyectadas sobre la superficie de una SPB formada por extracto lipidico

de E. coli.

La LacY que presenta una cola de 6 histidinas en su region carboxilo terminal,
tiene una union selectiva al grupo NTA-Ni del fosfolipido DOGS. Se prepar6é una SPB
formada por extracto lipidico de E. coli y una SPB formada por una mezcla de extracto
lipidico de E. coli y DOGS-NTA-Ni en una proporcion molar 3:1, estimando una M del
extracto lipidico de E. coli de ~ 900 g/mol. Sobre ambas bicapas extendidas sobre mica,
se inyecto la proteina en presencia de DDM, de forma que al inyectar ésta, el surfactante
quedara diluido hasta alcanzar una concentracion inferior a su CMC. De esta manera se

minimizo6 el posible efecto de disrupcion sobre la bicapa.

En la figura 93 se muestra la imagen topografica de una SPB formada por
liposomas extruidos de extracto lipidico de E. coli (figura 93a), asi como una seccion
transversal de la misma (figura 93b). La altura media observada en esta bicapa fue de
4,07 £ 0,16 nm (n = 10). En este caso no se aprecio6 presencia de dominios lipidicos en
ninguna de las zonas observadas de la SPB. La topografia de la bicapa mostrd una

superficie plana, de la misma forma que la mica muscovita.

nm

10.0

pm

Figura 93. SPB formada de extracto lipidico de E. coli extendida sobre mica. Imagen obtenida
en modo de contacto intermitente, en medio liquido (10 mM Tris-HCI pH 7,40; 150 mM NaCl).
Z =20 nm. (a) Topografia de la SPB. (b) Seccion realizada a la imagen topografica de la SPB.
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La adicion de la LacY sobre la bicapa de extracto lipidico de E. coli, mostrd
comportamientos diferentes, dependiendo de la presencia o ausencia de lipidos
funcionalizados en la misma. Se observd en ambos casos, la disrupcion parcial de los
margenes de la bicapa. En la SPB de la figura 93a se pueden apreciar unos margenes

uniformes y bien definidos.

En la figura 94 se muestran las imagenes de la topografia de SPB formadas con
las dos composiciones del extracto lipidico de E. coli, después de la inyeccion de la

LacY en solucion.

Tras la incorporacion de la LacY a la muestra, parece ser que la tension de linea
se reduce y los margenes de la bicapa se observan claramente irregulares. Este efecto
podria ser debido a la presencia del surfactante que acompana a la proteina, un 0,02 %
de DDM. Aunque el surfactante presenta un efecto de dilucion al ser incorporado en la

muestra, podria ser suficiente para producir una cierta disrupcion de la bicapa.

Figura 94. Topografia de la SPB tras la inyeccion in situ de LacY. Iméagenes obtenidas en modo
de contacto intermitente en liquido (10 mM Tris-HCI pH 7,40; 150 mM NacCl). Z = 20 nm. (a)
Extracto lipidico de E. coli tras la inyeccion de LacY. (b) Extracto lipidico de E. coli y DOGS-
NTA-Ni (3:1, mol:mol) tras la inyeccion de LacY.

En la SPB formada por el extracto lipidico de E. coli, 1a LacY no se adhirio a la
superficie de la bicapa, sino que se fue depositando sobre la superficie de la mica (figura
94a). En la bicapa formada por la mezcla de extracto lipidico de E. coli y DOGS-NTA-

Ni (3:1, mol:mol), las moléculas de proteina se depositaron, tanto sobre la bicapa, como
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sobre la superficie de la mica (figura 94b). El DOGS-NTA-Ni seria el responsable de la
union selectiva de la LacY a la superficie de la bicapa, debido a la afinidad de las

histidinas terminales de la proteina por el Ni*".
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5.4. CRISTALIZACION 2D DE PROTEINAS DE MEMBRANA

5.4.1. Variaciones de la fluidez de la bicapa durante la cristalizacion

El proceso de cristalizacion 2D de una proteina de membrana, al igual que el
proceso de reconstitucion de un proteoliposoma, puede ser seguido y estudiado
mediante la anisotropia de fluorescencia. Una de las principales diferencias entre el
proceso de cristalizacion y el de reconstitucion de un proteoliposoma, es la duracion del

mismo, siendo el proceso de formacion de un cristal 2D mas largo.

Se realizo un seguimiento del proceso de incorporacion de LacY en una matriz
lipidica de POPC, mediante la representacion de la anisotropia de fluorescencia frente al
tiempo total del proceso (figura 95). El POPC fue seleccionado como referencia para
este estudio, por estar en estado fluido tanto a 4 °C como a 23 °C. Las sondas

fluorescentes utilizadas fueron TMA-DPH y DPH.

1.4
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Figura 95. Anisotropia de fluorescencia normalizada en relacion con tiempo del proceso de
cristalizacion 2D de LacY en una matriz de POPC y a una LPR de 0,5. Se presenta normalizada

a 1,0 la sonda fluorescente TMA-DPH, y a 0,5 la sonda fluorescente DPH.
En la figura 95, se observa un incremento en la rigidez de la bicapa lipidica

conforme se reduce la concentracién del DDM, por adsorcion en las Bio-Beads®. Este

incremento se acentia al aumentar la temperatura de 4 °C a 23 °C. El aumento de la
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rigidez de la bicapa lipidica se puede apreciar tanto en la region polar de la bicapa,
como en la regidon apolar, siendo ambos incrementos muy similares. Se siguieron
tomando valores de  hasta transcurridas 24 horas desde el inicio del experimento (1440
minutos). Estos valores de r, una vez normalizados, fueron de ~ 1,27 y ~ 0,79 para
TMA-DPH y DPH, respectivamente. Las variaciones de » desde 420 minutos hasta

1440 minutos fueron minimas.

5.4.2. Estudio de cristales 2D mediante AFM

La cristalizacién 2D de proteinas de membrana es un proceso complejo, debido
a que, en la mayoria de casos, la forma cristalina no es el estado fisiologico de la
proteina, sino que debe forzarse su obtencion optimizando las condiciones
fisicoquimicas del sistema. El proceso de cristalizacion 2D de una proteina de
membrana, es un proceso muy lento en el que no existe un protocolo establecido de

trabajo, sino que cada proteina es diferente y requiere de una metodologia distinta.

En general, se realiza una amplia busqueda de las condiciones Optimas del

proceso de cristalizacion. En este trabajo, las condiciones ensayadas fueron:

e Tipo de lipido: LPS de E. coli, DMPC, POPC, DMPC:POPC (1:1, mol:mol),
POPE:POPG (3:1, mol:mol) y extracto lipidico de E. coli.

e Tipo de surfactante: Los surfactantes empleados dependen de cada tipo de proteina

ya que pueden alterar gravemente su estructura. Para la porina Ompl fueron
ensayados los surfactantes Genapol®, OG, OTG y DDM vy para la LacY, OG, OTG
y DDM.

e [PR: Se realiz6 una busqueda de la LPR adecuada mediante preparacion de laminas
lipido-proteicas con valores de LPR (p/p) comprendidos entre 0,15 y 1,50.

e Intervalo de pH: Fueron ensayados diferentes valores de pH, tanto en las soluciones

de dialisis, como en las soluciones de resuspension y visualizacion. El rango de pH
estudiado fue de 6,20 a 8,80.
e Tipo de catiéon monovalente: Fueron ensayados fundamentalmente los iones K’ y

Na'.
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Tipo de catién divalente: Se realizé un estudio de adsorcion empleando Mg”", Ca*"

y Ni*™.

Fuerza idnica: Su efecto se ensayd con el fin de optimizar la adsorcion de las
laminas lipido-proteicas sobre la mica. Tras la realizacion de curvas de fuerza, para
minimizar la repulsion en la solucion de visualizacion, se establecieron los valores
optimos en cada caso. Dos ejemplos de curvas de fuerza se presentan en la figura
96. En la figura 96a se puede observar un efecto de repulsion sobre la palanca
debido a la elevada fuerza ionica (0,3 m). Este efecto puede apreciarse por la
deflexion experimentada por la palanca antes de alcanzar la superficie. Al reducir
esta fuerza ionica a un valor de 0,1 m (figura 96b), la repulsion se minimiza,
poniéndose de manifiesto por la linealidad de la etapa libre de la palanca, cuando no

esta en contacto con la superficie.
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Figura 96. Curvas de fuerza hechas en medio liquido con KCl, con una palanca

de £= 0,12 N/m, a diferente fuerza iénica: (a) 0,3 m. (b) 0,1 m.

De todas las condiciones ensayadas se determind que las condiciones Optimas de

cristalizacion fueron las resumidas en la tabla 28.
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Tabla 28. Condiciones Optimas de cristalizacion establecidas para las proteinas Ompl y LacY.

Ompl LacY
LiPIDO POPC POPC
SURFACTANTE 0G DDM
LPR (p/p) 0,5 0,5
pH 6,40 7,40
CATION MONOVALENTE K* Na*
CATION DIVALENTE Mg** Mg*
FUERZA IONICA 0,36 my 0,10 m 0,25my0,15m

5.4.2.i. Ompl1 de Serratia marcescens

Para la cristalizacion 2D de la porina Ompl, se realizaron diferentes busquedas
(screenings) de las condiciones experimentales adecuadas para dar lugar a ldminas
lipido-proteicas, suficientemente estables como para ser rastreadas en modo de contacto
en el AFM, con el fin de estudiar su disposicion superficial y su estructura (Ruiz, 2002;
Ruiz et al., 2004b). En la tabla 29 se resumen las principales condiciones ensayadas, asi

como el resultado obtenido para cada una de ellas.

Para la porina Ompl de S. marcescens se establecid el proceso de didlisis como
el Optimo para la extraccion del surfactante seleccionado (OG). Asimismo, se determind
como matriz lipidica de cristalizacion, el fosfolipido POPC, el unico de los lipidos
ensayados que demostré una superficie suficientemente plana y rigida, para poder
realizar un rastreo adecuado en modo de contacto, y uno de los pocos lipidos en los que

se observd una estructura repetitiva en su superficie.

En general, la Ompl fue reconstituida en diferentes matrices lipidicas,
observandose estructuras superficiales diferentes (Ruiz et al., 2004b) y pudiéndose
apreciar, en algunas composiciones, estructuras que podrian ser cristales tubulares (tabla
29), similares a las descritas para otras proteinas (Rigaud et al., 1997). En la figura 97 se

muestra un ejemplo de lamina lipido-proteica de Omp1 reconstituida en POPC.
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Tabla 29. Resumen de las principales variables estudiadas y resultados obtenidos para la

reconstitucion y observacion de Omp1l por AFM.

Matriz lipidica  LPR (p/p) Caracteristicas
1,00 Vesiculas y laminas con protrusiones.
0,70 Laminas con doble capa.
POPC 0,50 Laminas con doble capa.
0,30 Laminas fragmentadas.
0,20 Laminas fragmentadas.
DMPC 0,20 Laminas no estructuradas y formas tubulares.
DMPC: POPC 0,20 Laminas fragmentadas y vesiculas.
(1:1, mol:mol) 0,30 Laminas de superficie irregular y con protrusiones.

1,00 Vesiculas.
Extracto lipidico

0,50 Vesiculas y laminas pequefias.
de E. coli ) )

0,20 Laminas con protrusiones y formas tubulares.
LPS de E. coli 0,30 Laminas con doble capa y formas tubulares.

Las laminas lipido-proteicas observadas con la porina Ompl, mostraron una
estructura caracteristica de doble capa, apreciable sobretodo en las imdgenes de
deflexion (figura 97b). Estas ldminas presentan una altura media de 10,0 £ 0,3 nm (n =
10). Asumiendo que una bicapa simple puede medir ~ 5 nm, la estructura formada por
estas laminas corresponderia a una bicapa doble, en la superficie de la cual se
encontraria la proteina. Laminas de este tipo han sido observadas en otras porinas
(Scheuring et al., 1999). En la superficie de la doble capa de las laminas lipido-proteicas
es donde se encontr6 la mayor ordenacion de las moléculas de proteina. En la figura 98
se muestra la topografia de una de estas laminas ordenadas, visualizada en modo de

contacto.

En las iméagenes obtenidas de la superficie de las laminas lipido-proteicas, se
observo una cierta estructura repetitiva de la porina, aunque no se consigui6 cristalizar
en 2D, debido probablemente a la presencia de restos del surfactante Genapol®, junto
con el OG. La estructura observada (figura 98, ampliaciéon) presentd forma de trimero,

mas o menos regular, con un diametro de poro monomérico de 1,3 = 0,2 nm (n = 40). El

213



Resultados

tamafio de poro observado por AFM fue plenamente concordante con el tamafio de poro

estimado mediante aplicacion de la técnica de Black lipid bilayer (Ruiz et al, 2004a).

250 nm

Figura 97. Lamina lipido-proteica formada por POPC como matriz lipidica y Omp1 a una LPR
de 0,5 (p/p). Imagen realizada en modo de contacto, en medio liquido, con soluciéon 20 mM
Hepes (pH 6,40), 100 mM KCI. (a) Imagen de topografia (Z = 30 nm). (b) Imagen de la

deflexion.

25m

Figura 98. Superficie de una lamina lipido-proteica constituida por POPC y Ompl1 (LPR = 0,5)
visualizada en modo de contacto y en medio liquido: 20 mM Hepes (pH 6,40), 100 mM KCI. Z
= 3 nm. En el margen inferior derecho se muestra el modelo de trimero que forma la Ompl

(RasMol).

Las estructuras triméricas observadas para Ompl se corresponden al modelo

previo obtenido (Ruiz, 2002) y representado mediante el programa RasMol.
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5.4.2.ii. Lactosa permeasa de Escherichia coli

Se evaluaron las condiciones 6ptimas de cristalizacion de la proteina salvaje
LacY, tnicamente modificada en su region terminal, con una cola de histidinas, con el
fin de purificarla correctamente y con alto rendimiento. La actividad de la proteina fue
ensayada indirectamente, mediante la utilizacion de técnicas de fluorescencia (Merino et

al., 2005b).

Con este fin, se realiz6 una extensa investigacion de las principales variables que
conducen a la cristalizacion bidimensional de la proteina de membrana. De esta forma,
se establecid que el protocolo dptimo para la obtencidon de laminas lipido-proteicas de
LacY, requeria de la presencia de DDM como agente disruptor y de reconstitucion de la
matriz lipidica, y de la aplicacion de Bio-Beads” SM-2 como sistema de eliminacion de
dicho surfactante. Se realizd, asimismo, un amplio estudio de las condiciones
experimentales idoéneas de adsorcién de las laminas sobre mica, en cuanto a fuerza
i6nica requerida y a tiempo y temperatura de incubacion de la muestra. Una vez fueron
determinadas las condiciones de adsorcidon de las ldminas lipido-proteicas sobre la mica,
se procedidé a estudiar las condiciones de visualizaciéon y la posibilidad de obtener
imagenes de alta resolucion. En la tabla 30 se muestra un resumen de los ensayos

realizados con la LacY, asi como los principales resultados obtenidos.

La reconstitucion de la LacY en las diferentes matrices lipidicas dio lugar a la
formacion de diferentes estructuras, como laminas, vesiculas o estructuras tubulares,
aunque so6lo en las laminas lipido-proteicas se observaron estructuras atribuibles a la
proteina incorporada en la matriz lipidica, de forma similar a la Omp1 y otras proteinas

(Scheuring et al., 1999; Zhuang et al., 1999)
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Tabla 30. Resumen de las principales variables estudiadas y resultados obtenidos para la

reconstitucion y observacion de LacY por AFM.

Matriz lipidica LPR (p/p) Caracteristicas
1,50 Laminas con algunas protrusiones aisladas.
1,00 Laminas con protrusiones homogéneas.
POPC 0,50 Laminas con evidencia de doble capa.
0,25 Laminas fragmentadas.
0,10 Laminas fragmentadas.

1,50 Vesiculas.
1,00 Vesiculas.

DMPC 0,50 Vesiculas.
0,25 Vesiculas pequefias.
0,10 Vesiculas pequenas.

1,50 Vesiculas.

1,00 Laminas con protrusiones agregadas.
DMPC:POPC )
0,50 Léaminas pequenas.
(1:1, mol:mol) '
0,25 Laminas fragmentadas.
0,10 Laminas fragmentadas.
1,50 Vesiculas y estructuras tubulares.
POPE:POPG 1,00 Vesiculas.
(3:1, mol:mol) 0,80 Laminas fragmentadas y vesiculas.
0,50 Laminas con presencia de dominios.
1,00 Bicapas extendidas sin estructura.
Extracto lipidico de
0,80 Léaminas fragmentadas.
E. coli
0,50 Laminas fragmentadas.
Monocapa .
0,50 Laminas fragmentadas y estructuras tubulares.
DOGS-NTA-Ni

En las laminas lipido-proteicas observadas, se apreciaron diferentes estructuras
probablemente relacionadas con el elevado grado de flexibilidad y forma de
incorporacion de la LacY. En la figura 99 se presenta la superficie de una lamina lipido-
proteica visualizada en aire (figura 99a) y una lamina visualizada en liquido (figura

99b), en las que se aprecian estructuras similares de morfologia mas o menos circular y
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con un didmetro de 24 + 3 nm (n = 30) y 25 + 3 nm (n = 15), respectivamente. Estas
estructuras podrian ser debidas a las regiones externas de la LacY con sus
correspondientes lipidos anulares, con la consideracion que, al ser estructuras aisladas
entre si, puede existir un efecto de magnificacion del tamafio debido a la convolucion de

la punta.

100 nm

Figura 99. Imagen topografica de la superficie de dos laminas lipido-proteicas. Z = 5 nm. (a)
Lamina formada por DMPC:POPC (1:1) y LacY a una LPR de 0,5, visualizada en modo de
contacto intermitente en aire. (b) Lamina formada por POPC y LacY a una LPR de 1,5

visualizada en modo de contacto intermitente en liquido.

La LacY present6 una elevada capacidad de agregacion cuando la concentracion
de surfactante disminuye por debajo de su CMC, que es lo que sucede en el proceso de
cristalizacion 2D. La presencia de estas agregaciones de la proteina se puede apreciar

por AFM como protuberancias en la superficie de la lamina lipido-proteica (figura 100).

Una de las condiciones investigadas para la LacY fue la del valor 6ptimo de la
LPR, con el fin de conseguir laminas estables y rigidas, para la obtencion de imagenes
de alta resolucion. Algunas de las ldminas halladas durante estos ensayos se muestran
en la figura 100, donde se puede apreciar la aparicion de estructuras esféricas
sobresalientes, en mayor niimero, cuanta mayor es la proporcion de LacY en la lamina.
La SPB de referencia se realiz6 a partir de la extension de liposomas, formados por
adicion de DDM vy posterior eliminacién con Bio-Beads®. Las protuberancias
encontradas presentaron unas dimensiones de 15 £ 3 nm (n = 30) de diametro y 0,55 +

0,12 (n = 30) de altura sobre la bicapa.

217



Resultados

250 nm . 250 nm

Figura 100. Imagenes topograficas de laminas formadas por POPC y LacY a diferentes valores
de LPR. (a) SPB de referencia. (b) LPR = 1,5. (¢) LPR = 1,0. Las imagenes fueron realizadas
en modo de contacto intermitente en liquido utilizando la soluciéon 10 mM Tris-HCI (pH 7,40);

150 mM NacCl. Z =20 nm.

En la busqueda de la LPR se hall6 un efecto de agregacion progresiva de estas
protuberancias, dando lugar a la formaciéon de una capa mas o menos homogénea sobre
la bicapa de POPC a una LPR de 0,5, como se muestra en la figura 10la. El
acercamiento a esta capa encontrada en la superficie de la lamina, permitié observar la
presencia de una estructura mas o menos ordenada de la LacY (figura 101b), con una
altura sobre la bicapa de 1,01 £ 0,13 nm (n = 10). El diametro de estas estructuras
(figura 101c) fue de 14 + 3 nm (n = 30), tamafio similar al observado en las estructuras

aisladas de LacY.

250 nm

Figura 101. Imagenes topograficas de una lamina lipido-proteica de POPC y LacY a una LPR
de 0,5, visualizada en modo de contacto intermitente en solucion 10 mM Tris-HCI (pH 7,40);
150 mM NaCl. (a) Lamina lipido-proteica completa (Z = 20 nm). (b) Ampliacién de una region
de la superficie de la lamina con un tamafio de 1 um x 1 um (Z = 5 nm). (¢) Ampliacion de una

region de la superficie de la lamina de 500 nm x 500 nm (Z = 5 nm).
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A pesar de la ordenacion mostrada en la figura 101c, no puede describirse esta
estructura como un cristal 2D, debido a su falta de homogeneidad y a la ausencia de un

patrén de repeticion (pattern) bien definido.

Las laminas lipido-proteicas de mayor ordenacion se obtuvieron en POPC,

aunque, en algunas ocasiones también se ha observado una ordenacién similar en

POPE:POPG (3:1, mol:mol).

En la figura 102 se muestra la superficie de dos laminas lipido-proteicas
constituidas por POPC y LacY a una LPR de 0,5. En estas ldminas se aprecia una clara
repeticion de una estructura circular de 4,4 = 0,8 nm (n = 30) de diametro, enturbiada

por la presencia de algunas protrusiones en la superficie.

S0 nm

Figura 102. Imagen topografica de la superficie de dos laminas lipido-proteicas de POPC y
LacY (LPR 0,5) (a y b) visualizadas en modo de contacto en solucion 10 mM Tris-HCI (pH
7,40); 150 mM NaCl. Z = 1,5 nm. En las figuras ¢, d, e y f se presentan ampliaciones de las

estructuras circulares.

Se aprecia mejor la estructura de la LacY en la figura 102b, en la que se puede
observar claramente la repeticion de estructuras de tipo circular. Algunas de estas
estructuras circulares se muestran en las figuras 102¢, d, e y f, en las que se puede
apreciar la presencia de cinco protrusiones que son las que dan lugar a la forma de
circulo. Estas ldminas lipido-proteicas obtenidas mediante la reconstitucion con la LacY
no mostraron suficiente ordenacién como para ser consideradas un cristal 2D, pero si

que presentaron suficiente resolucion como para apreciar su estructura y poder realizar
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un posible ensayo de actividad con el objeto de disefar un biosensor de lactosa (Merino

et al., 2005a, 2005b).

En la figura 103 se puede observar una imagen tridimensional de la lamina
lipido-proteica presentada en la figura 102b, en la que se destacan mediante circulos

negros, las estructuras correspondientes a las unidades de LacY.

Figura 103. Imagen tridimensional de la topografia de una lamina lipido-proteica de POPC y
LacY (LPR 0,5) visualizada en modo de contacto en solucion 10 mM Tris-HCI (pH 7,40); 150

mM NaCl. Los circulos negros sefialan algunas de las estructuras repetitivas de la proteina.

La insercion de la LacY fue homogénea en POPC (figura 103), mientras que en
POPE:POPG (3:1) se distribuyd especificamente, en unos dominios lipidicos, en
detrimento de otros. En la figura 104 se puede observar la presencia de dominios en la
bicapa de la misma forma que se podian observar en la matriz lipidica aislada (figura 70
del apartado 5.2.4). Con una flecha blanca se indica el soporte de mica sobre el que se
encuentra la ldmina, mientras que con asteriscos se presentan los dominios (asterisco

blanco para el dominio inferior y asterisco negro para el superior).

Las alturas de estas ldminas fueron 4,8 = 0,2 nm (n = 10) para el dominio
superior y 3,82 + 0,16 nm (n = 10) para el dominio inferior. La diferencia entre los
dominios de las laminas lipido-proteicas (~ 1 nm) fue superior a la de los dominios

lipidicos observados en las SPB ( ~ 0,6 nm). Esta mayor altura del dominio superior en
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las laminas, puede ser debida a la presencia de la proteina y de sus correspondientes
lipidos anulares. La topografia de estas laminas fue altamente irregular, como puede
apreciarse de la seccion realizada en la misma (figura 104c). En la figura 104b se
observa una ampliacion realizada sobre la lamina, en la que se pueden apreciar detalles
de su superficie, como la presencia de pequefias protuberancias circulares en el dominio
superior, similares a las observadas en la ldmina de POPC aunque de mayor tamafio,

siendo éste de 7,5 £ 0,4 nm (n = 30) de diametro.

250 nm 100 nm
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Figura 104. Topografia de una lamina lipido-proteica de POPE:POPG (3:1) y LacY (LPR 0,5)
visualizada en modo de contacto, en solucion 10 mM Tris-HCI (pH 7,40), 150 mM NaCl. La
flecha blanca sefiala el soporte de mica muscovita, el asterisco blanco marca un dominio inferior
y el asterisco negro marca un dominio superior. (a) Superficie de la lamina lipido-proteica. El
recuadro blanco indica la region de la 1amina ampliada. Z = 20 nm. (b) Ampliacion de la lamina

lipido-proteica. Z = 10 nm. (¢) Seccion transversal realizada a la superficie de la lamina (a).

En la figura 105 se muestra la imagen topografica tridimensional de la figura
104b, donde pueden apreciarse las estructuras formadas por la proteina reconstituida en
el dominio superior (circulos negros). En el dominio inferior, estas estructuras no se

observaron, lo que podria interpretarse como una cierta preferencia de incorporacion de
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la proteina por los dominios altos, que, como ya se comento6 en el apartado 5.2.4 serian

debidos a regiones ricas en POPE (Lehtonen y Kinnunen, 1997; Merino et al., 2005b).

100 200 300 400 500 Nm

Figura 105. Imagen tridimensional de la topografia de la superficie de una lamina lipido-
proteica de POPE:POPG (3:1) y LacY (LPR 0,5) visualizada en modo de contacto en solucion
10 mM Tris-HCI1 (pH 7,40); 150 mM NaCl. El asterisco blanco indica el dominio inferior,
mientras que el asterisco negro marca el dominio superior. Los circulos negros sefialan dos de

las protuberancias causadas por LacY.

El estudio sistematico y las variaciones en las condiciones de visualizacion,
permitieron observar cristales bidimensionales de suficiente calidad como para poder
realizar estudios estructurales de la LacY y obtener sus pardmetros de celda. Los
cristales 2D unicamente aparecieron en POPC. En la figura 106 se muestra la superficie

del cristal 2D obtenido a una LPR de 0,5 en POPC.

En la superficie del cristal se apreciaron algunos defectos, indicados con flechas
blancas en la figura 106a, caracteristicos de este tipo de estructuras, probablemente
debidos a la elevada flexibilidad de la proteina en un medio liquido. El estudio detallado
de la estructura cristalina se realizé mediante la aplicacion de la Transformada Rapida
de Fourier (FFT) (figura 106b) a la imagen topografica, a partir de la cual, se dedujo que

la celda unidad estaba formada por dimeros de LacY, como motivo.
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Figura 106. Cristal bidimensional de lactosa permeasa de E. coli reconstituida en
POPC a un LPR de 0,5. (a) Topografia de la superficie del cristal visualizada en

modo de contacto. Z = 1,5 nm. (b) Transformada rapida de Fourier del cristal (FFT).

El empleo de la FFT para la realizacion de una imagen de proyeccion y filtrado
de la topografia del cristal 2D, permiti6é un estudio detallado de las caracteristicas del
mismo, ya que se eliminan los defectos que alteran sus parametros. La superficie del
cristal 2D tras la realizacion de la FFT se presenta en la figura 107a. De esta forma se
pudo calcular el valor de los parametros que constituyen la celda unidad del cristal: a =
13,15 nm b = 16,74 nm y y = 116°. Los parametros de celda obtenidos indican una

simetria cristalina de tipo p2 (cristal monoclinico).

En la figura 107b se presenta una ampliacion del mapa de proyeccion obtenido
donde se indica la estructura de la celda unidad, y la celda de Wigner-Seitz (figura
107¢) que engloba el motivo del cristal 2D, en este caso un dimero de LacY, como
puede apreciarse en el modelo tridimensional presentado en la figura 107d. La celda de
Wigner-Seitz es la region del espacio mas cercana a un nudo de red. Esta celda se forma
uniendo cada nudo de red con todos sus vecinos, bisectando las lineas y tomando el
espacio geométrico que queda dentro (Kittel, 1995; Gil et al., 1998). La superficie
estimada (en seccion longitudinal) que ocupa cada uno de estos dimeros fue de 45 + 3
nm’. Cada una de las subunidades que constituye el dimero de LacY estd formada por

dos mondmeros, de 6,2 = 0,2 nm (n = 30) de didmetro.
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Figura 107. Imagen de proyeccion del cristal 2D de LacY realizada mediante
filtrado con la Transformada de Fourier. (a) Superficie del cristal 2D. (b) Celda
unidad. (¢) Celda de Wigner-Seitz. (d) Modelo tridimensional del motivo, obtenido

utilizando Protein Explorer.

El cristal 2D de LacY presentaria un aspecto como el expuesto en la figura 108,
donde cada una de las moléculas de LacY se encontraria rodeada por algunas moléculas

de fosfolipido, como si de un anillo se tratase.

Figura 108. Modelo de la estructura del cristal 2D de LacY segun los parametros de celda
obtenidos. El modelo de LacY fue obtenido de PDB y dispuesto en vision zenital mediante

RasMol.

Fueron observados, en algunos casos, monoémeros de diametro
significativamente menor, 5,4 £ 0,2 nm (n = 30). Ambos valores de didmetro son

plenamente concordantes con los encontrados por difraccion, en el mutante C154G de
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LacY (Abramson et al., 2003). Estos valores podrian indicar que los mondémeros de
menor tamafio se encuentran invertidos frente al resto, de manera que la punta del AFM
detectaria el didmetro de la region citoplasmatica de la LacY y de la region

periplasmatica a la vez, como se muestra en el esquema representado en la figura 109.

Figura 109. Estructura tridimensional del dimero de LacY cristalizado en dos dimensiones.

Imagenes de LacY obtenidas de PDB.

El modelo de la LacY depositado en PDB por Abramson y colaboradores en
2003, ha permitido realizar una estimacion de la disposicion de la proteina en un cristal
bidimensional. Las dimensiones calculadas por estos autores permiten plantear que
algunas de las moléculas de LacY se encuentran invertidas al resto, ya que las
dimensiones de las protuberancias detectadas por AFM e indicadas por semiesferas en

la figura 109, asi lo sugieren.

La presencia de una cola de histidinas terminales en LacY, permitiria utilizar
lipidos funcionalizados para reconstituir esta proteina de manera orientada, asi como la
posibilidad de medir sus fuerzas de interaccion mediante la aplicaciéon de puntas de

AFM funcionalizadas.
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