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4.1. PRODUCTOS

4.1.1. Cultivo celular

» Los medios de cultivo utilizados, TSB, Caldo LB Miller y Agar LB Miller fueron
adquiridos a Scharlau (Barcelona, Espaiia).

» Los antibidticos ampicilina sddica y sulfato de estreptomicina fueron adquiridos a
Sigma (St. Louis, MO, USA).

» El inductor Isopropil-B-p-tiogalactopirandsido (IPTG) fue adquirido a Roche

Diagnostics S.L. (Barcelona, Espafia).

4.1.2. Obtencion de proteinas

» El citocromo ¢ de corazén de caballo y la melitina fueron adquiridos a Sigma (St.
Louis, MO, USA).

» La lactosa, TDG, sacarosa, d-biotina, DDM, OG, asi como el antioxidante DTT
fueron adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, USA).

» El surfactante Genapol® fue adquirido a Fluka (Espafia).

> El inhibidor de proteasas Pefabloc® fue adquirido a Roche Diagnostics S.L.

(Barcelona, Espana).

4.1.3. Extraccion de surfactantes

> Las Bio-Beads® SM-2 fueron adquiridas a Bio Rad (Hercules, CA, USA).
> Los cassettes de dialisis, Slide-A-Lyzer” fueron adquiridos a Pierce (Rockford, IL,

USA).
4.1.4. Lipidos
» 1-palmitoil-2-oleoil-sn-fosfatidilcolina (POPC) y 1,2-dimiristoil-sn-fosfatidilcolina

(DMPC) fueron adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, USA), mientras que 1-

palmitoil-2-oleoil-sn-fosfatidiletanolamina (POPE), 1-palmitoil-2-oleil-sn-

75



Material y Métodos

fosfatidilglicerol (POPG) y el extracto lipidico total de Escherichia coli fueron
adquiridos a Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA).

> El lipido funcionalizado con Ni*", 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-[succinil (4cido N-(5-
amino-1-carboxypentil) iminodiacético)] (DOGS-NTA-Ni) fue adquirido a Avanti
Polar Lipids (Alabaster, AL, USA).

» El lipopolisacarido (LPS) utilizado fue de Escherichia coli Serotipo O55:B5 y
adquirido a Sigma (St. Louis, MO, USA).

4.1.5. Sondas fluorescentes

» Las sondas fluorescentes: ANS, HHC, DPH y TMA-DPH fueron adquiridas a
Molecular Probes (Eugene, OR, USA).

4.1.6. Microscopia de fuerza atomica

4.1.6.i. Soportes para muestras

» Los soportes para las muestras, mica muscovita y grafito (HOPG), fueron adquiridos
a Metafix® (Francia) y Advanced Ceramics® (Cleveland, OH, USA),

respectivamente.
4.1.6.ii. Palancas y puntas
> Palancas de aire OMCL-AC160TS
Las palancas de aire fueron adquiridas a Olympus® (Mannheim, Alemania). Son
palancas alargadas que presentan puntas de silicio situadas en su extremo final. Estan

recubiertas por una fina capa de aluminio de 100 nm de grosor para facilitar la reflexion

del laser. Las propiedades mecanicas de estas palancas se resumen en la tabla 4.
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Tabla 4. Propiedades mecanicas de las palancas y puntas OMCL-AC160TS.

PROPIEDAD VALOR
Grosor (um) 4,6
Largo (nm) 160
PALANCA | Ancho (um) 50
Constante (N/m) 42
Frecuencia de resonancia (kHz) 300
PUNTA Altura (um) 11
Radio final (nm) <10

» Palancas de liquido OMCL-TR400PSA

Las palancas de liquido OMCL-TR400PSA fueron adquiridas a Olympus®

(Mannheim, Alemania). Son palancas triangulares que presentan puntas de nitruro de

silicio (Si3Ny4) situadas en su extremo final. La zona de reflexion de la palanca esta

recubierta de una fina capa de oro. En cada chip se encuentran dos pares de palancas de

diferente constante, cuyas propiedades mecanicas se resumen en la tabla 5.

Tabla 5. Propiedades mecénicas de las palancas y puntas OMCL-TR400PSA.

PROPIEDAD VALOR
Grosor (nm) 400 400
Largo (nm) 100 200
PALANCA | Ancho (um) - -
Constante (N/m) 0,08 0,02
Frecuencia de resonancia (kHz) 34 11
PUNTA Altura (um) 2,9 2,9
Radio final (nm) 20 20
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> Palancas de liquido NP-S Oxide sharpened

Las palancas de liquido NP-S Oxide sharpened fueron adquiridas a Veeco
Instruments” (Santa Barbara, CA, USA). Son palancas triangulares que presentan
puntas de nitruro de silicio (SizNy) situadas en su extremo final. La zona de reflexion de
la palanca esta recubierta de una fina capa de 15 nm de cromo. En cada chip se
encuentran cuatro palancas de diferente constante, cuyas propiedades mecanicas se

resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Propiedades mecanicas de las palancas y puntas NP-S Oxide Sharpened.

PROPIEDAD VALOR

Grosor (um) 0,6 0,6 0,6 0,6

Largo (um) 115 196 115 196
PALANCA | Ancho (um) 25 41 17 23

Constante (N/m) 0,58 0,12 0,32 0,06

Frecuencia de resonancia (kHz) 57 20 56 18

Altura (um) 2,5-3,5 2,5-3,5 2535 2535

PUNTA
Radio final (nm) 30 30 30 30

4.1.7. Material de uso frecuente

Se utilizd6 material, tanto de plastico de un solo uso, como de vidrio, de uso
habitual en un laboratorio (tubos eppendorff®, pipetas Pasteur, vasos de precipitados,

tubos de vidrio...).
El agua utilizada fue destilada para la realizacion de cultivos celulares y

bidestilada y desionizada mediante un sistema MilliQ (MilliPore®) para la preparacion

de las soluciones reguladoras de pH.
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4.1.7.i. Reactivos

» Los reactivos THF, DMSO y etanol fueron de calidad para espectroscopia y
adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, USA).

» Los reactivos quimicos utilizados fueron de calidad analitica y adquiridos a Sigma
(St. Louis, MO, USA).

4.1.7.ii. Otros productos

» Los productos quimicos solidos Tris-HCI, Hepes, NaCl, KCl, MgCl,, glicina, urea...
fueron adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, USA).
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4.2. MEDIOS DE CULTIVO

4.2.1. Caldo de triptona y soja

Medio liquido altamente nutritivo utilizado para el crecimiento de gran cantidad

de microorganismos.

Composicion en g/L:

Peptona de caseina..........ccceeevvveevciieennnen. 17,00
Peptona de soja......c.ceeeveeeeiiencieecieeeeeee 3,00
NACL i 5,00
KHoPO4..oioiiiiiiieieeeeee 2,50
GlUCOSA ..ccoiiiiiiiiiiii 2,50

Preparacion: Disolver 30 g del producto en 1 L de agua destilada, ajustando a un pH de

7,3+ 0,2 a 25 °C. Se esteriliza en autoclave a 121 °C durante un periodo de 20 minutos.

4.2.2. Caldo de Luria Bertani modificado por Miller

Medio de cultivo liquido nutritivo utilizado para el crecimiento de

microorganismos modificados genéticamente.

Composicion en g/L:

Peptona triptica de caseina ...........c.cceeueenee. 10,00
Extracto de levadura........cccccoeevevvveccnnnnnnn.. 5,00
NaCL.oiiiieee e 10,00

Preparacion: Disolver 25 g del polvo en un litro de agua destilada, ajustando a un pH de

7,2 £ 0,2. Esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 121 °C.
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4.2.3. Agar de Luria Bertani modificado por Miller

Medio de cultivo soélido nutritivo utilizado para el crecimiento de

microorganismos modificados genéticamente.

Composicion en g/L:

TTIPtONA .o 10,00
Extracto de levadura..........ccccceevvvvecnnnnennennnn. 5,00
NACT.oiiiieeeee e 10,00
AGAT oo 15,00

Preparacion: Disolver 40 g del polvo en un litro de agua destilada ajustando a un pH de

7,2 £ 0,2. Esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 121 °C.

4.2.4. Medio de conservacion

Medio utilizado para la conservacion de las cepas bacterianas a bajas
temperaturas (- 80 °C) durante largos periodos de tiempo. La conservacion de las cepas
a bajas temperaturas fue realizada seglin las directrices de la Farmacopea Americana

(USP-NF, 2003).

4.2.4.i. Cepa codificante para Omp1 de Serratia marcescens

Medio de cultivo TSB al que se le adiciona ampicilina 100 pg/mL. En este
medio de cultivo liquido se hace crecer la cepa bacteriana durante 18 h a 37 °C.
Transcurrido este tiempo, se toma una alicuota del cultivo y se le afiade igual volumen
de una solucion al 20 % (v/v) de glicerol estéril en agua destilada. La congelacion del
medio se lleva a cabo de forma rdpida mediante nitrogeno liquido y posterior

conservacion a - 80 °C.
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4.2.4.ii. Cepas codificantes para lactosa permeasa de Escherichia coli

Medio de cultivo liquido LB Miller al que se le adiciona ampicilina sédica 100
ug/mL y sulfato de estreptomicina 10 pg/mL. En este medio se realiza el cultivo de la
cepa deseada durante 18 h a 37 °C. Transcurrido este tiempo se recoge una alicuota del
cultivo a la que se le adiciona igual volumen de una solucion al 20 % (v/v) de glicerol
estéril en agua destilada y se procede a su rapida congelacion con nitrégeno liquido y

posterior conservacion a - 80 °C.
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4.3. SOLUCIONES REGULADORAS DE pH

4.3.1. Soluciones generales

> Solucion KPi

Para 1 L de solucion de KPi 1 M:
216 mL KHPO, 1 M

> Solucion NaPi

Para 1 L de solucidon de NaPi 1 M:
784 mL Na,PO4s 1 M

216 mL NaHPO4, 1 M

4.3.2. Purificacion de Omp1 de Serratia marcescens

> Solucion de extraccion

Tris-HCl.cooviieiieee 10 mM
EDTA oo 2mM
Genapol®.......ooovveeeeeeeeeeenn. 2 % (v/v)
pH 7,40

> Solucion de mantenimiento

Tris-HCl.....ooviieeeeeie 10 mM
OG i, 2 % (p/v)
pH 7,40
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4.3.3. Purificacion de lactosa permeasa de Escherichia coli

» Solucién para Prensa de French® (FPB)

NaPi.oooi 50 mM
MESO4 eeiiieiieeeeie e 5 mM
DTT oo 1,0 mM
Pefabloc® ..o, 0,50 mM
B-Lactosa ......ccocevveeveenueneeneenennn 10 mM
pH 7,40

» Solucién para muestra en columna de niquel (SB-Ni)

NaP1 oo 50 mM
NaCl..oooiiiiiiieieeeeeeee 200 mM
DTT oo 1,0 mM
Pefabloc® ..o 0,50 mM
pH 8,00

» Solucion de lavado con urea (UW)

NaP1 i, 50 mM
DTT i 1,0 mM
Pefabloc® ..o 0,50 mM
UT€a ..o 5SM
pH 7,40

4.3.3.i. Purificacion en columna de avidina

» Solucion salina de fosfatos (PBS)

NaPi oo 0,10 M
NaCleiiiiiieieiieeeeee 0,15M
pH 7,20
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» Solucién de la columna (CB-Av)

NaPi oo,
NaCl..oooiiiiiiieeeeeeeeeee,
Pefabloc” ......ooooveeeeeeeeeen, 0,50 mM
DDM....ooiieeieeeeeeen 0,02 % (p/v)
pH 7,50

4.3.3.ii. Purificacion en columna de niquel

» Solucion de la columna (CB-Ni)

NaPi oo
NaCl..oooiiiiiieiieeeeeeeee 200 mM
Glicerol ......coevvvveviiieeieene, 10 % (v/v)
| D I S
Pefabloc® ..., 0,50 mM
DDM....ooiiiiiiniiienieseeeen 0,02 % (p/v)
pH 8,00
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» Solucién de lavado de la columna (WB-Ni)

NaP1 oo 50 mM
NaCl..oooiiiiiiiieeeeeeee 200 mM
(€] 1T67S) (o) 10 % (v/v)
DTT oo 1,0 mM
Pefabloc® ... 0,50 mM
DDM....coiieiieeieeeeeeeeea, 0,02 % (p/v)
Imidazol......ccccoooeviiniiiiiicens 15 mM
pH 8,00

» Solucion de Elucion (EB-Ni)

NaPi oo, 50 mM
NaCllcooiiiiiiieee 200 mM
Glicerol ......coooeiiiiniiiiieee 10 % (v/v)
DTT e 1,0 mM
Pefabloc® ..o 0,50 mM
DDM....ooiiiiiiieieeieeeee, 0,02 % (p/v)
Imidazol........cccooviniiiiii, 300 mM
pH 8,00

4.3.4. Soluciones para dialisis

La composicion de las soluciones reguladoras de pH para diélisis es idéntica a la
de la muestra correspondiente, pero deficiente en aquel o aquellos componentes a

eliminar.

4.3.5. Soluciones para espectroscopia de absorcion y fluorescencia

Para llevar a cabo los experimentos de espectrofotometria visible y de
fluorescencia con HHC se utiliz6 una solucion amortiguadora de fosfatos: KPi 50 mM

regulada a un pH de 7,50.
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Para los experimentos de anisotropia de fluorescencia se utilizd una solucion

reguladora de pH de composicion: 10 mM Tris-HCI (pH 7,40) y 150 mM de NaCl.

4.3.6. Soluciones para microscopia de fuerza atomica

» Solucion de resuspension para liposomas

Hepes ....oeveeiiiiiieiee 10 mM
NaCl..oooiiiiiieieeeeeeeeee 150 mM
CaClheiiieeeeeeee e 20 mM
pH 7,40

Tris-HCl..ooviiiiiiiie 10 mM
NaCl..oooiiieeeeeeeeeee e 150 mM
MEClLy i 40 mM
pH 7,40

Hepes ....oeveeiiiiiieiece 20 mM
KCL oo 300 mM
MECL e 25 mM
pH 6,40

Tris-HCl..ooiiiiiiiiie 10 mM
NaCl..oooiiieeeeeeeeeeee e 150 mM
MEClLy i 40 mM
pH 7,40

87



Material y Métodos

4.4. INSTRUMENTACION Y SOPORTE INFORMATICO

4.4.1. Instrumentacion

88

La rotura celular fue realizada mediante una Prensa de French® SLM-Aminco,
presion maxima de 20.000 Psi (SLM Instruments, Inc.).

Para centrifugar las muestras se utilizé una Ultracentrifuga Kontron® T1170 y una
Microcentrifuga Spectrafuge 16M Labnet”, asi como una Centrifuga de Alta
Velocidad Beckman Coulter™, modelo AVANTI J-25 y una Ultracentrifuga
Beckman Coulter™, modelo OPTIMA L-90.

La purificacion de LacY se llevdo a cabo mediante columnas de alta afinidad
utilizando resina Ni-NTA Superflow adquirida a QUIAGEN (Alemania) o resina
ImmunoPure® Immobilized Monomeric Avidin adquirida a Pierce (Rockford,
[llinois, USA).

La concentracion de las proteinas fue realizada en una cdmara de ultrafiltracion de
tipo Micro-ProDiCon® Modelo 320 (5,6 litros de capacidad) mediante el uso de
membranas de celulosa 250.000 MWCO (New Ultrafiltration MWCQO) Micro-
ProDiCon™ (125 pL de capacidad de reservorio) adquiridas ambas a Spectrum®
(Laguna Hills, CA, USA).

Las muestras fueron sonicadas mediante un bafio de ultrasonidos Transsonic Digital
S (Elma), a una potencia del 100 % y bajo control de temperatura.

El pH de las soluciones se regulé mediante un pHmetro Crison® 2001, con una
precision de + 0,01.

Las medidas de dispersion de la luz se llevaron a cabo en un espectrofotometro de
correlacion fotonica Autosizer Ilc (Malvern Instruments, U.K.).

Los experimentos de espectroscopia visible fueron realizados mediante un
espectrofotometro Hitachi® modelo U-2001.

Los experimentos de fluorescencia fueron realizados con un espectrofluorimetro
SLM Aminco 8100, con unas rendijas de excitacion y emision de 8/8 y 4/4 nm,
respectivamente. La temperatura de la cubeta fue regulada a través de un bafio
Haake DC5/K20 con una precision + 0,1 °C.

Las observaciones por microscopia de fuerza atdmica fueron realizadas mediante un

Microscopio Digital Instruments® (Santa Béarbara, CA, USA).
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4.4.2. Soporte informatico

Durante la realizacion de este trabajo, se utilizaron diversos programas

informaticos de PC:

Adobe Photoshop 5.0

Corel Photo-Paint 10

Excel 2000

Internet Explorer 6.0
Nanoscope 11 5.12r3

Power Point 2000

Protein Explorer 2.25 Alfa
RasMol 2.7.2.1.1

Scion Image for Windows Beta 4.0.2
Sigma Plot for Windows 2.01
Word 2000

V V V V V V V V V VYV V
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4.5. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS

4.5.1. Cepas bacterianas

» Escherichia coli T184

La cepa T184 de Escherichia coli (lac Z" Y™ Rec A’), fue utilizada para el clonaje
de los plasmidos codificantes para LacY. Esta cepa ha sido modificada de tal manera
que se ha privado de la capacidad de expresion de los genes lacZ y lacY, asi como de la
expresion de la proteina RecA, la cual es fundamental en los mecanismos de reparacion
genética en los organismos procariotas. Esta cepa presenta pues un déficit de sintesis de
la proteina LacY salvaje, solventado gracias a la introduccion en la bacteria, mediante
técnicas de biologia molecular, de un pldsmido que contiene el gen lacY con las

modificaciones pertinentes para la sobreexpresion y purificacion de la LacY.
» Escherichia coli UH302

La caracteristica principal e identificativa de la cepa UH302 de Escherichia coli
es, que es deficitaria en porinas en su membrana externa. Esta propiedad la hace ser una
cepa de primera eleccion para la sobreexpresion de porinas de enterobacterias.
4.5.2. Plasmidos

El pldsmido codificante para Ompl fue cedido por el Dr. Miquel Vifas del
Laboratorio de Microbiologia del Campus de Bellvitge (Universidad de Barcelona),
mientras que todos los plasmidos codificantes para LacY fueron cedidos por el Dr. H.R.
Kaback del HHMI de UCLA (Los Angeles, CA, USA).

> pOM100

Plasmido codificante para el tipo salvaje de la porina Ompl de Serratia

marcescens. Este plasmido recombinante se obtuvo de la clonacion del gen codificante
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para Ompl en el vector pUC19. Presenta una region codificante para resistencia a

ampicilina sodica.

» pT7-5/lacY/CxB

A partir de este plasmido se obtuvo la proteina LacY de tipo salvaje. Presenta
una mutacion en forma de proteina de fusion, con el fin de facilitar su posterior
purificacion. La mutacion consiste en la presencia de un dominio aceptor de biotina
situado en el fragmento carboxilo terminal. Tiene una region codificante para resistencia

a ampicilina y a estreptomicina.

» pT7-5/1acY/6His

Este plasmido codifica para el tipo salvaje de la proteina LacY. En este caso, de
la misma forma que en el precedente, la proteina presenta una mutacion en su estructura
que permitira su correcta purificacion. Dicha mutacioén corresponde a una cola de seis
histidinas situadas en la region carboxilo terminal. Tiene una region codificante para

resistencia a ampicilina sodica y a estreptomicina.
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4.6. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE Omp1 DE Serratia marcescens

La porina Ompl de Serratia marcescens, como la mayoria de proteinas

integrales de membrana, no se encuentra de forma comercial, por lo que se hace

necesaria su obtencién mediante cultivo celular y posterior purificacion de la misma.

Para obtener el mayor rendimiento posible de Ompl ésta fue clonada en una cepa de E.

coli deficiente en porinas, de la forma descrita en el apartado 4.5.

4.6.1. Cultivo celular

Un cultivo celular puede ser realizado de dos maneras: mediante un sistema

abierto o cerrado (Wilson y Goulding, 1986).

Sistema abierto: El flujo de entrada de medio de cultivo estéril es proporcional al
flujo de medio de cultivo con microorganismos, de manera que se alarga la fase
de crecimiento exponencial hasta que se elimine el suministro de medio de
cultivo fresco.

Sistema cerrado: No existe flujo alguno de entrada de medio de cultivo nuevo.

El cultivo presenta las cuatro fases caracteristicas del crecimiento bacteriano.

Se escogio para la realizacion de los cultivos celulares destinados a este trabajo,

el sistema cerrado.

En un cultivo celular tipo, se pueden distinguir cuatro fases o etapas del

crecimiento bacteriano (figura 35), que son:
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Fase de latencia: En esta fase se produce la adaptacion del microorganismo al

medio en el que se encuentra, no hay por tanto multiplicacion celular. Su
duracion depende tanto del microorganismo como del medio en que se
encuentra.

Fase exponencial o logaritmica: El microorganismo, tras la fase de latencia,

comienza a multiplicarse de forma répida, dando lugar a un gran incremento de
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la masa celular. Esta fase se mantiene mientras haya suficientes nutrientes y
elementos esenciales.

3. Fase estacionaria: En esta fase, el crecimiento celular se detiene debido al

agotamiento de los nutrientes del medio. Una parte de las células mueren,
pasando a ser sustrato para otras que se multiplicaran. En esta fase, al variar los
sustratos, se producen metabolitos secundarios, la mayor parte de las veces
nocivos para la célula, que seran liberados al medio de cultivo.

4. Fase de lisis o muerte celular: En esta fase, debido a la acumulacion de toxicos

en el medio y al descenso del pH, se produce la lisis o muerte celular de los

microorganismos presentes, dando lugar a un descenso rapido de la poblacion.

Fase
Log estacionaria
UFC L |
Fase de Fase de
latencia lisied
muerte celular
-
Fase Tiempo
exponencial

Figura 35. Cinética de crecimiento bacteriano, en la que se representa la

variacion de UFC en funcion del tiempo.

El cultivo de la cepa UH302/pOM100, asi como la purificacion de la Omp] fue
llevado a cabo por la Dra. Neus Ruiz en el Laboratorio de Microbiologia del Campus de
Bellvitge (Universidad de Barcelona) siguiendo la técnica descrita por Benz et al. en

1997:

Se realiz6 un cultivo de 18 h a 37 °C en 2 L de medio TSB suplementado con

100 pg/mL de ampicilina sodica.
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La masa celular obtenida fue centrifugada a temperatura ambiente a 8.000 rpm
durante 10 minutos y se descartd el sobrenadante. El sedimento obtenido fue
resuspendido en 100 mL de solucién 10 mM Tris-HCI (pH 7,40) y fue centrifugada de
la forma descrita anteriormente, resuspendiendo de nuevo el sedimento obtenido en

solucion 10 mM Tris-HCI (pH 7,40).

4.6.2. Aislamiento de membranas

La rotura celular necesaria para la obtencion de las envueltas celulares fue
realizada por sonicacion durante tres periodos de 1 minuto cada uno, con intervalos de

30 segundos y manteniendo la muestra en hielo.

Las células enteras, presentes en suspension, fueron retiradas de la muestra
mediante centrifugacion de la misma a temperatura ambiente durante 20 minutos a

8.000 rpm.

El sobrenadante obtenido se volvié a centrifugar, en este caso a 30.000 rpm
durante 90 minutos y a una temperatura de 20 °C, con el fin de sedimentar las

membranas totales.

Las membranas totales asi obtenidas fueron separadas mediante tratamiento de
las mismas con un 2 % (p/v) de SDS durante 30 minutos a temperatura ambiente. El
tratamiento de las membranas celulares con este surfactante tiene la finalidad de
solubilizar completamente la membrana interna, de tal manera que se permite su

separacion de la membrana externa.
La membrana externa se recuperé mediante centrifugacion a 25.000 rpm durante
60 minutos y a una temperatura de 20 °C. El sedimento obtenido fue lavado de nuevo

con SDS y posteriormente centrifugado.

Finalmente, el sedimento se resuspendid en presencia de un 2 % (v/v) de

surfactante Genapol®, el cual es utilizado para solubilizar las proteinas presentes en la
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membrana externa, en solucion de extraccion, incubando la misma durante 30 minutos a

temperatura ambiente y posteriormente centrifugando a 30.000 rpm durante 30 minutos.

La pureza de la proteina asi extraida se comprob6 mediante electroforesis en gel

de poliacrilamida (SDS-PAGE).
La solucion de extraccion en la que se encontraba la Ompl fue sustituida
mediante didlisis por la solucion de mantenimiento en la que se conservd esta porina a

una temperatura de 4 °C.

La solucion de mantenimiento presenta un 2 % (p/v) de OG, aunque esta

concentracion se puede cambiar en funcion de la cantidad de surfactante deseada.
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4.7. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LACTOSA PERMEASA DE

Escherichia coli

La lactosa permeasa de Escherichia coli no se encuentra de forma comercial, asi
que su obtencion se realiza a partir de cultivo celular y posterior extraccion de la

proteina, de la membrana interna de la bacteria.

4.7.1. Cultivo celular

Con el fin de favorecer el crecimiento exponencial de las bacterias, se disefid un
protocolo de cultivo secuencial o por etapas, partiendo de células frescas (crecimiento
de 24 h a 37 °C en placa de Petri con Agar LB Miller, al cual se le adicion6 previamente
ampicilina sodica 100 pg/mL y sulfato de estreptomicina 10 pg/mL). Se inoculd la E.
coli en 4 mL de caldo LB Miller estéril en presencia de ampicilina sodica (100 pg/mL)
y sulfato de estreptomicina (10 pg/mL). El cultivo se mantuvo durante unas horas a 37

°C hasta deteccion visual de crecimiento (turbidez del medio).

Una vez iniciado el crecimiento bacteriano, se transfirio el cultivo a 800 mL de
medio de cultivo fresco y se mantuvo durante 24 h a 37 °C en un bafio de agua con
agitacion moderada. Este cultivo es denominado cultivo iniciador o starter y es

empleado como indculo para el fermentador.

El cultivo iniciador fue inoculado en 40 litros de caldo LB Miller en presencia
de los antibidticos ampicilina sddica y sulfato de estreptomicina, en un fermentador
(Servicio de Fermentacion, Departamento de Microbiologia, Facultad de Biologia, UB).
En este caso, el cultivo se realizé a 37 °C, con agitacion y se limitd a 5 h. En este ultimo
cultivo, con el fin de favorecer e incluso maximizar la sintesis de lactosa permeasa, se
inoculd al medio, tras 1 h de cultivo, el sustrato IPTG 0,3 mM, el cual actuara como

inductor del plasmido.

Tras las 5 h de incubacion, el cultivo se detuvo y las células fueron concentradas
por centrifugacion en el mismo fermentador hasta un volumen aproximado de 1 litro. La

masa celular obtenida se centrifug6 a 8.000 rpm durante 20 minutos a 4 °C.
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Las células sedimentadas se congelaron de forma rapida con nitrégeno liquido y

se conservaron a - 80 °C hasta su utilizacion.

4.7.2. Aislamiento de membranas

Para aislar las membranas celulares del global de la célula, se procedio a la
rotura de las mismas. La rotura de la célula se puede realizar de dos formas, mediante
sonicacion o utilizando alta presién mediante una Prensa de French® (Departamento de
Microbiologia, Facultad de Biologia, UB). El método escogido para la realizacion de

este trabajo fue el de alta presion.

A partir de las células congeladas, se procedio6 a su lenta descongelacion en bano
de hielo y a su resuspension en FPB. Las células resuspendidas fueron pasadas dos
veces por la Prensa de French®. Para separar las células no fracturadas del resto de la

suspension, la muestra fue centrifugada a 11.000 rpm durante 25 minutos a 4 °C.

El sobrenadante obtenido fue centrifugado a 42.000 rpm durante 210 minutos a
4 °C para recuperar las envueltas celulares en forma de sedimento. El sobrenadante

obtenido fue descartado.

En las envueltas celulares se encuentran gran cantidad de proteinas que deben
ser desechadas durante el proceso de seleccion de la LacY. La proteina LacY, es
resistente a concentraciones de hasta 8 M de urea en el medio. Asi, se realizdé una
primera eliminacién de proteinas mediante resuspension y posterior incubacion del
sedimento obtenido en la centrifugacion, con la solucién de lavado con urea durante 30

minutos con agitacion moderada en un bafo de hielo.

La muestra tratada con urea fue centrifugada a 50.000 rpm durante 1 h a 4 °C.
Con este proceso de centrifugacion fueron separadas en el sobrenadante todas aquellas

proteinas sensibles al tratamiento con el agente desnaturalizante.

Las proteinas de membrana resistentes a urea se separaron mediante la

utilizacion de surfactantes adecuados. En este caso se utilizo DDM, en el cual LacY ha
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demostrado una gran estabilidad (Engel et al., 2002). El sedimento obtenido fue
resuspendido en una solucion con FPB, en el caso de la proteina que presenta el
dominio aceptor de biotina, o con solucion SB-Ni para la que presenta la cola de
histidinas. A la solucidon obtenida se le afiadié un 2 % (p/v) de DDM y se incubd con

agitacion moderada durante 30 minutos a 4 °C.
La separacion de las proteinas se realizo mediante sedimentacion de los restos de
membrana por centrifugacion a 50.000 rpm durante 1 h a 4 °C. El sobrenadante

obtenido fue conservado a 4 °C.

4.7.3. Purificacion mediante columna de avidina

La proteina LacY que presenta un dominio aceptor de biotina, fue aislada del
resto de proteinas de membrana mediante una columna de alta afinidad usando una
resina con Avidina-Sephadex® (Immunopure® Immobilized Monomeric Avidin de
Pierce). Esta mezcla se afiadi6 a la columna y se dejo reposar durante 30 minutos
aproximadamente. Transcurrido este tiempo se limpid la resina con PBS y se conservo a

4°C.

La activacion de la resina, necesaria para la correcta separacion de la proteina,
asi como su liberacion cuando ésta sea necesaria, fue realizada mediante lavado con
PBS y una solucién 2 mM de d-biotina en PBS. Con este paso, se produce la completa
saturacion de los lugares de union de la d-biotina con la avidina monomérica, tanto de
los lugares de unidn reversible, como de los lugares de union irreversible, evitando asi

la union irreversible de la proteina en la resina y permitiendo su posterior extraccion.

Para liberar los lugares de union reversibles, manteniendo bloqueados los de tipo
irreversible, se realiz6 un lavado de la columna con una solucion de glicina 0,1 M a un

pH de 2,80.

Previamente al paso de la muestra, la columna se estabilizo mediante flujo de
solucion CB-Av con el fin de acondicionarla al medio en el que se encuentra la muestra.

La mezcla de proteinas se hizo fluir lentamente por la columna, de forma que las
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proteinas biotiniladas quedaron retenidas en la resina. Una vez pasada toda la muestra,
la columna se lavd abundantemente con CB-Av, para eliminar completamente todos los

residuos presentes en la muestra.

La elucion de la proteina biotinilada se realiz6 mediante competencia molecular
por un mismo lugar de unién. Se hizo pasar solucion EB-Av por la columna y se
recogieron las fracciones eluidas, en las cuales estard presente la proteina. Para liberar
los lugares de unidn reversibles, se paso por la columna una solucion de glicina 0,1 M
(pH 4,00) y, de la misma forma que antes, se recogieron todas las fracciones eluidas de

la columna.

La columna fue regenerada de nuevo mediante el paso de una solucion éacida de

glicina 0,1 M (pH 2,80).

Finalmente, la columna fue lavada con PBS y conservada a 4°C.

4.7.4. Purificacion mediante columna de niquel

La proteina LacY que presenta una cola de 6 histidinas ubicada en el extremo
carboxilo terminal, fue purificada mediante el uso de columnas de alta afinidad con Ni**

(Ni-NTA) (figura 36).

(|)H . ( CH— COO™
—CH,—~CH— CH< CH,—CO00™
CH,— COO™

Figura 36. Estructura quimica del NTA.

La resina se dejo reposar en la columna durante 30 minutos aproximadamente.

Transcurrido este tiempo se procedio al lavado de la resina con PBS.

Previamente a su utilizacion, la columna se limpi6 con agua desionizada (milli-

Q). La activacion de la resina utilizada no fue necesaria ya que ésta se encuentra
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comercializada en su forma activa. La resina fue equilibrada mediante lavado de la

misma con CB-Ni.

La muestra se paso lentamente por la columna de tal forma que se permitiera una
.y e e g 2+ . D
correcta union de las histidinas con el Ni*". Seguidamente, se realizé un lavado de la

columna con WB-Ni para eliminar completamente las proteinas no deseadas.

Con el fin de liberar la proteina adsorbida se recurrio a la competencia entre
moléculas, concretamente entre el imidazol y la cola de histidinas. Se utilizd6 un
volumen de EB-Ni y se recogieron las fracciones eluidas de la columna, en las que se

encontraba la proteina.

La limpieza de la columna se realizd haciendo pasar por la misma abundante

volumen de SB-Ni. La columna se conservo a 4 °C.
Los residuos de imidazol presentes en las fracciones obtenidas de la elucion de

la proteina, fueron eliminados mediante dialisis, ya que, de lo contrario podrian

interferir durante el proceso de cuantificacion.
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4.8. CONCENTRACION DE PROTEINAS

La concentracion de las proteinas obtenidas se realizd6 mediante un sistema de
ultrafiltracion de tipo Micro-ProDiCon™ (figura 37), modelo 320, utilizando

membranas Micro-ProDiCon™ MWCO 250.000. El volumen total de muestra fue

reducido a un volumen inferior a 500 pL.

Figura 37. Recipiente y columna para ultrafiltracion, Micro-ProDiCon" ™.

La solucion utilizada para este proceso fue KPi 50 mM (pH 7,50).
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4.9. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

El método escogido para la cuantificaciéon de las proteinas fue el Micro BCA®™
de Pierce. Este método consiste en la realizacion de una colorimetria utilizando como
referencia una curva patron obtenida a concentraciones de proteina comprendidas entre

0y 10 pg/mL.

Las lecturas espectrofotométricas se realizaron a una longitud de onda (A) de

562 nm, y los valores obtenidos de la curva de calibracion fueron ajustados linealmente.
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4.10. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

La identificaciéon y comprobacion de la pureza de las proteinas obtenidas se
realizd a través de geles SDS-PAGE, utilizando patrones de amplio rango de pesos
moleculares. El voltaje seleccionado para la realizacion de estos geles fue de 20 mV y

de tipo constante (tanto para el gel iniciador como para el gel separador).

4.10.1. Preparacion del gel

» Gel separador (12 %)

Agua destilada ........cccoeveeiiiiiiiiiiii, 3,35 mL
Tris-HCI 1,5M (pH 8,80)..c..coviiiiiiiiiiiinieicee 2,50 mL
SDS 10 % (P/V) ceveeeeeieeieeeeeeeee e 0,10 mL
Acrilamida/bis-acrilamida (30/0,8 %) .................. 3,30 mL

Esta solucion se mantuvo al vacio durante 15 minutos para desgasificarla, ya que
el oxigeno es un potente inhibidor de la polimerizacion. Seguidamente se afiadieron los

siguientes componentes:

La solucién recién preparada se inyectd entre los vidrios de soporte del gel y se

dejo en reposo durante 30 minutos aproximadamente.

» Gel iniciador (4 %)

Agua destilada ........cccoeeevieiiiniiieiiiieee, 1,54 mL
Tris-HC1 0,5M (pH 6,80)..c..cceiriiiiiiniiiciiinineee 625 uL
SDS 10 % (P/V) ceeeveeeiinieieiiencieereeeeeeeeeeeeee 25 uL
Acrilamida/bis-acrilamida (30/0,8 %) .................... 335 uL

Esta solucion se mantuvo al vacio durante 15 minutos para desgasificarla.

Seguidamente se afiadieron los siguientes componentes:
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El gel iniciador se inyectd entre los vidrios de soporte, sobre el gel separador y
previamente a su polimerizacion se colocé el molde para los carriles. El gel se dejé en

reposo durante 30 minutos aproximadamente y se retird el molde.

La solucion de persulfato amonico, tanto para el gel separador, como para el gel

iniciador debe ser fresca, o en su defecto, conservada a - 20 °C.

4.10.2. Soluciones para el gel

» Solucion de recorrido (10x)

Tris-HC ..o 025M
GLCINA ceoiiiiiieeieeeeee e 1,92 M
SDS s 1,00 % (p/v)
pH 8,30

» Solucién para la muestra (5x)

GLCETOL ..o 50 % (v/v)
B-mercaptoetanol.........cccceeeviieeiiieeniieeieeee, 25 % (v/v)
SDS s 11,5 % (p/v)
Tris-HC.....ooeiiiie e, 132,5 mM
azul de bromofenol ............cccoeeveiiiiiiiiieeeee, 5% (p/v)
pH 6,80

4.10.3. Tincion del gel

El tipo de tincion seleccionada fue la de nitrato de plata (Silver Stain) (Bollag y
Edelstein, 1991), ya que su sensibilidad es superior a la de la tincién con Azul de

Coomasie (Coomasie Blue Stain).
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» Tincién con nitrato de plata

Se realiz6 la fijacion de las proteinas en el gel sumergiendo el mismo en una
solucion con un 50 % de metanol y un 10 % de 4cido acético glacial. Se incub6 durante

1 h con agitacion moderada. La solucion se cambi6 entre 2 y 3 veces durante el proceso.

Se lavo el gel con agua destilada en tres etapas de 10 minutos de duracion cada

una.

Se prepararon las soluciones de tincion A, By C.

e Solucion A: 0,8 g de nitrato de plata en 4 mL de agua destilada.

e Soluciéon B: 21 mL de NaOH 0,36 % + 1,4 mL de hidroxido amoénico 30 %
(14,8 M).

e Solucion C: Afadir la soluciébn A sobre la solucion B en agitacion, hasta la
aparicion de un precipitado y llevar a 100 mL.

e Solucion D: Mezclar 0,5 mL de 4cido citrico con 50 uL de formaldehido 38 %y

agua hasta un volumen final de 100 mL.

Se tifio el gel sumergiéndolo en la solucion C durante 15 minutos con moderada

agitacion.

Transcurrido este tiempo, se limpid el gel con agua destilada durante 2 minutos

para eliminar los restos de la solucion de tincion.

El gel se revelo con solucion D mediante agitacion moderada hasta la aparicion

de bandas bien definidas.

El proceso de revelado fue detenido mediante tratamiento del gel con una

solucion al 1 % (v/v) de &cido acético glacial durante 10 minutos.

El gel fue lavado durante 1 h con agua destilada, en varias etapas.
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Finalmente, el gel se prepard para ser conservado en un soporte plastico,

mediante tratamiento con una solucion al 10 % (v/v) de glicerol durante 30 minutos.
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4.11. FORMACION DE LIPOSOMAS

Para la obtencion de los liposomas se prepard una disolucion madre de
fosfolipidos a una concentracion de 1 mM, utilizando como solvente una mezcla de

cloroformo y metanol al 50 % (v/v).

Partiendo de la mezcla organica, se cre6 una fina pelicula de fosfolipidos por
evaporacion lenta del solvente mediante corriente de nitrégeno, en un tubo de vidrio de
fondo conico. La pelicula lipidica se mantuvo durante unas horas en un desecador de
vacio, para asegurar la completa evaporacion del solvente organico. Una vez secada, la

pelicula (film) fosfolipidica fue resuspendida en un solvente acuoso determinado.

Los liposomas asi obtenidos fueron MLV. La obtencion de liposomas
unilaminares se realizd mediante sonicacion de los mismos, con un bano de
ultrasonidos, durante 30 minutos y a una temperatura de entre 30 y 37 °C (el uso de
ultrasonidos incrementa la temperatura del bafio de agua). Los liposomas se dejaron

reposar durante una noche a 4 °C .

El tamafio y estabilidad de las vesiculas obtenidas, se determinaron mediante
estudios de dispersion de la luz (Quasi-elastic light-scattering) bajo diferentes
condiciones experimentales. Estos estudios fueron realizados para establecer las
condiciones Optimas de trabajo con estos liposomas asi como para comprobar su
estabilidad frente a posibles variaciones en las propiedades fisicoquimicas del medio

(Merino, 2002).

4.11.1. Fosfolipidos

Los fosfolipidos presentan las caracteristicas generales detalladas en el apartado
2.1.1.1, aunque existen algunas diferencias entre ellos, debidas a su estructura quimica.
Se utilizaron en el presente trabajo cinco fosfolipidos, asi como una mezcla lipidica
comercial: POPC, DMPC, POPE, POPG, DOGS-NTA-Ni y extracto lipidico de

Escherichia coli.
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4.11.1.i. POPC

El POPC, cuya estructura se muestra en la figura 38 es un fosfolipido
zwiteridnico que presenta una cadena derivada del acido palmitico (16:0) y una cadena

derivada del acido oleico (18:1). Tiene una M de 760,10 g/mol y una 7, de -2 °C.

Figura 38. Estructura quimica del POPC.

Es un fosfolipido que a temperatura ambiente se encuentra en fase de cristal-
liquido. La insaturacion que presenta en una de sus cadenas hidrocarbonadas confiere

una gran movilidad a este lipido cuando se encuentra en la bicapa.

4.11.1.ii. DMPC

El DMPC es un fosfolipido zwiterionico que presenta dos cadenas

hidrocarbonadas derivadas del 4cido miristico (14:0). Su estructura quimica se muestra

en la figura 39. Tiene una M de 677,95 g/mol y una 7,, de 23 °C.

Figura 39. Estructura quimica del DMPC.
El DMPC presenta una menor movilidad que el POPC. Su valor de T, se

encuentra proximo a la temperatura ambiente, siendo asi sencillo su cambio de estado

de gel a estado de cristal-liquido en funcidn de las condiciones ambientales.
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Se determinoé la T, correspondiente a liposomas formados por DMPC:POPC
(1:1, mol:mol) mediante anisotropia de fluorescencia (Vazquez et al., 2001). El valor de
T, fue 11,5 + 0,4 °C, por tanto, la mezcla fosfolipidica de DMPC:POPC (1:1, mol:mol)

se encuentra en estado de cristal-liquido a temperatura ambiente.

4.11.1.iii. POPE

El POPE es un fosfolipido zwiteridnico capaz de dar lugar a enlaces de
hidrégeno (Hauser et al., 1981). Presenta una cadena derivada del acido palmitico (16:0)
y una cadena derivada del 4cido oleico (18:1), como puede apreciarse en la figura 40. El

POPE tiene una M de 718,01 g/mol y una 7,, de 25 °C.

o
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Figura 40. Estructura quimica del POPE.

El POPE, a temperatura ambiente se puede encontrar tanto en estado de gel
como en estado de cristal-liquido, de forma similar a lo que ocurre en el caso del

DMPC, ya que su T}, es muy cercana a la temperatura ambiente.

4.11.1.iv. POPG

El POPG es un fosfolipido con carga neta negativa que presenta una cadena

derivada del acido palmitico (16:0) y una cadena derivada del acido oleico (18:1)

(figura 41). El POPG tiene una M de 770,99 g/mol y una 7, de -2 °C.
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Figura 41 Estructura quimica del POPG.
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El POPG presenta aproximadamente la misma 7, que el POPC y de la misma

forma que ¢l se encuentra en estado fluido a temperatura ambiente.

Se utilizd en este trabajo una mezcla compuesta por POPE:POPG (3:1, mol:mol)
con una 7, de 19,2 = 0,5 °C calculada experimentalmente por anisotropia de la

fluorescencia.

4.11.1.v. DOGS-NTA-Ni

El DOGS-NTA-Ni es un fosfolipido que presenta dos cadenas hidrocarbonadas
derivadas del acido palmitico (18:1), cuya caracteristica principal es su funcionalizacién
con niquel en la region polar (figura 42). EIl DOGS-NTA-Ni tiene una M de 1056,00
g/mol.

Este fosfolipido presenta la capacidad de unirse selectivamente a las histidinas,
de esta forma, puede ser utilizado para la seleccion y aislamiento de proteinas que

presenten en su estructura una cola de histidinas.

<
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Figura 42. Estructura quimica del DOGS-NTA-Ni.

4.11.1.vi. Extracto lipidico de Escherichia coli

El extracto lipidico de E. coli es una mezcla de los lipidos totales presentes en la
membrana interna del microorganismo. La composicion lipidica en % (p/p) es: PE 57,5
%, PG 15,1 %, CL 9,8 % y otros 17,6%. La T,, de los lipidos que forman la membrana
de E. coli es de 10,5 = 0,9 °C. Esta temperatura fue calculada experimentalmente por

anisotropia de fluorescencia.
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4.12. FORMACION DE PROTEOLIPOSOMAS

La formacion de proteoliposomas es compleja, ya que depende de multiples
factores. El inicio del proceso es la formacion de liposomas multilaminares mediante el
método descrito en el apartado 4.11. A los liposomas asi formados se les anadié un 0,5
% (p/v) de DDM o un 2 % (p/v) de OG, el cual desestabiliza su estructura y permite la
incorporacion de la proteina, que fue afadida seguidamente hasta obtener una LPR de
50. La mezcla fue incubada durante 30 minutos a 4 °C. Tras esta incubacion se procedio
a la eliminacién progresiva del surfactante para que el liposoma se reconstituya

incorporando la proteina en su estructura y dando lugar por tanto al proteoliposoma.

La eliminacién del surfactante se llevd a cabo por adsorcion, afadiendo a la
muestra una cantidad determinada de Bio-Beads® SM-2 (5 g/25 mL) e incubando la
mezcla durante 2 horas a temperatura ambiente (~ 23 °C). Transcurrido este tiempo se
eliminaron las Bio-Beads® por decantaciéon y se centrifugd la muestra en una
microcentrifuga a 14.000 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente. La recuperacion
de los proteoliposomas se produjo en forma de sedimento, el cual fue resuspendido en el
solvente acuoso adecuado. Finalmente, las muestras fueron sonicadas mediante bafio de
ultrasonidos durante 20 minutos a una temperatura de entre 30 y 37 °C. De la misma

forma que en los liposomas, las muestras se dejaron reposar durante una noche a 4 °C.

Las posibles pérdidas tanto de fosfolipido, como de proteina se cuantificaron
aplicando los métodos descritos a continuacién. Asimismo, se realizd un ensayo de
cuantificacion de surfactantes para determinar su cantidad residual en las muestras de

proteoliposomas.

4.12.1. Cuantificacion de fosfolipido

La cuantificacion de fosfolipido presente en las muestras de proteoliposomas fue

realizada segun la metodologia descrita a continuacion (Stewart, 1980):

» Se tomaron 0,1 mL de muestra de proteoliposomas y se afiadieron a 2,9 mL de

cloroformo en tubos de ensayo de vidrio Pyrex”™, con tapon de rosca.
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> Se afiadieron 3 ml de reactivo:

Cloruro férrico hexahidratado ............. 0,1M

Tiocianato de amonio .......................... 04 M

» Cada una de las muestras se agitd vigorosamente durante aproximadamente 1
minuto.
» Las muestras se dejaron en reposo a temperatura ambiente durante 30 minutos.

» La fase cloroformica fue leida espectrofotométricamente a una A de 488 nm.

El ensayo de cuantificacion de fosfolipidos fue realizado empleando triplicados

de todas las muestras.

4.12.2. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteina insertada en los proteoliposomas se llevo a cabo

segin el método descrito en el apartado 4.9.

4.12.3. Cuantificacion de surfactantes

La cuantificacion del surfactante residual presente en las muestras de
proteoliposomas es fundamental, ya que un exceso de surfactante al final del proceso,

podria dificultar o incluso impedir la formacion del proteoliposoma.

La cuantificacion se llevdo a cabo aprovechando la presencia de estructura
sacaridica en la molécula de surfactante, tanto en el caso del DDM como en el caso del

OG:

Se prepararon muestras de referencia a concentraciones comprendidas entre 0 y
0,5 % (p/v) de DDM y entre 0 y 2 % (p/v) de OG, con el fin de realizar una curva de

calibrado para ambos surfactantes. Todas las muestras se realizaron por triplicado.
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El procedimiento a seguir fue el siguiente (Dubois et al., 1956):

Se realizo la dilucion de 10 uL de muestra en 390 pL de agua Milli-Q en tubos de
vidrio Pyrex®, con tapon de rosca, y se procedié a su homogeneizacion mediante
agitacion en vortex.

Se adicioné 20 pL de fenol saturado con agua a todas las muestras y se agitd de
nuevo mediante vortex.

Se afiadi6 a cada una de las muestras 1 mL de acido sulfurico (H,SO4) concentrado
y se agitaron en vortex. Las muestras tomaron una coloracion anaranjada de
diferente intensidad en funcidon de la concentracion de surfactante presente en las
mismas.

Las muestras se dejaron en reposo a temperatura ambiente durante 10 minutos,
manteniendo los tubos separados entre si para facilitar la ventilacion de los mismos,
ya que la reaccion producida es exotérmica.

La reaccion se detuvo mediante enfriamiento de los tubos en un bafio de agua a
23 °C durante 15 minutos.

Las medidas de absorcion de las muestras fueron realizadas a una A de 490 nm.
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4.13. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

Se realizaron diversos estudios de estabilidad de las vesiculas lipidicas
formadas, con el fin de comprobar su resistencia frente a procesos tales como la
sonicacion (Huang, 1969) o variaciones de las condiciones del medio en el que se
encuentran en suspension, tales como la adicion de surfactantes o variaciones del pH de

la solucion.

En todos los casos se emple6 la técnica de dispersion de la luz o Quasi-elastic
light scattering para la determinacion del diametro medio de las vesiculas formadas y la

polidispersidad que éstas presentan.
Para cada una de las muestras se realizaron 10 medidas que fueron promediadas
por el propio instrumento. La temperatura empleada para los estudios de estabilidad fue

de 37 °C.

4.13.1. Proceso de sonicacion

Para determinar la estabilidad de las vesiculas lipidicas frente al proceso de
sonicacion, se prepararon cuatro muestras de liposomas multilaminares en un tubo de
vidrio de fondo conico, con las cuatro composiciones lipidicas objeto de estudio: POPC,
DMPC:POPC (1:1) y POPE:POPG (3:1) a una concentracion de 50 uM y extracto
lipidico de Escherichia coli a una concentracion de 50 pg/mL. La solucion empleada

para estos estudios fue KP1 50 mM (pH 7,50).

Las muestras de liposomas multilaminares fueron sometidas a un proceso de
sonicacion de 90 minutos de duracion, durante el cual se tomaron alicuotas de 2 mL, de
cada una de las muestras, a intervalos de 15 minutos. Se determinaron los parametros de

diametro medio y polidispersidad de cada alicuota.
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4.13.2. Adicion de surfactantes

Se prepararon muestras de liposomas sonicados durante 30 minutos, a los que se
les afiadieron diferentes volimenes de surfactante (OG y DDM). Se realiz6 la medida de
su tamafo y polidispersidad en las mismas condiciones que en el estudio del proceso de

sonicacion.

4.13.3. Variaciones del pH de la solucion

Se prepararon muestras de LUV de diferente composicion lipidica mediante
sonicacion durante 30 minutos en solucion KPi 50 mM. Las muestras de liposomas
fueron reguladas a un pH inicial aproximado de 4,00 empleando para ello H;PO4 (2M).
El pH fue incrementandose progresivamente mediante adicion de KOH (2M). Los
valores de pH fueron controlados mediante un pHmetro convencional que disponia de
un microelectrodo. Se realizaron medidas de tamafio y polidispersidad de los liposomas

a diferentes valores de pH, de la misma manera que en el proceso de sonicacion.
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4.14. METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

El proceso de solubilizacion de los liposomas, por accion del DDM y del OG, se
estudid observando las variaciones en la absorbancia de las muestras mediante

espectrofotometria visible (Lichtenberg et al., 1983).

Los surfactantes, al ser moléculas anfipaticas, tienen la capacidad de integrarse
en la estructura del liposoma, en un primer momento, dando lugar a vesiculas mixtas
fosfolipido-surfactante. Estas vesiculas son estables a concentraciones determinadas de
surfactante, pero al aumentar la concentracion del surfactante, se produce su
solubilizacion. El proceso de solubilizacion depende de diversos pardmetros como son
la relacién molar efectiva entre surfactante y lipido (Re), la CMC del surfactante y el
coeficiente de distribucién del surfactante entre la bicapa y el medio acuoso (K)

(Lichtenberg et al., 1983; Cocera et al., 2000; Lopez et al., 2002).

El coeficiente de distribucion del surfactante entre la bicapa lipidica y el medio

acuoso se define como,

SB
A eesos,] M

siendo Sp la concentracion de surfactante en la bicapa, L la concentracion de lipido total
y Sw la concentracion de surfactante en el medio acuoso. En el caso que la
concentracion de lipido fuese muy superior a la de surfactante en la bicapa (L>>>S3), y

teniendo en cuenta la definicion de Re (Re = Sp/L), la ecuacion (1) se reduce a,

= 2)

para cualquier otro tipo de situacion diferente a la anterior, la ecuacion a aplicar es,

Ksz[lere] ®)
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La determinacion de los parametros Re y K se llevo a cabo teniendo en cuenta la
dependencia lineal existente entre las concentraciones requeridas de surfactante y la

concentracion de lipido, tal y como se define en la siguiente ecuacion,

Sy =Sy +R,L 4)

donde St es la concentracion total de surfactante presente en la muestra.

La ecuacion (4) se aplico a la etapa de saturacion y de solubilizacion,

obteniéndose los parametros correspondientes a cada proceso,

Ssar = Swsar + Resar L (5)

Ssor = Swsor + Resor L (6)

A partir de los valores obtenidos en estas ecuaciones se puede calcular el valor

de Ksat y Ksor, respectivamente, aplicando la ecuacion (3).

El método a seguir para la realizacion de los experimentos fue el siguiente:

» Preparacion de una solucion madre de fosfolipido utilizando como disolvente una
mezcla de cloroformo y metanol (1:1, v:v).

» Evaporacion del disolvente bajo corriente de nitrégeno y mantenimiento de la
pelicula lipidica durante unas horas en un desecador de vacio para asegurar la
completa eliminacién de los disolventes organicos.

» Resuspension de la pelicula lipidica en solucion KPi 50 mM (pH 7,50) mediante
ciclos de calentamiento y agitaciéon sucesivos, dando lugar a MLV con una
concentracion final de 10 mM.

» Preparacion de 5 series de 21 tubos cada una, con concentraciones crecientes de
surfactante frente a una misma concentracion de lipido. Las cinco series ensayadas
correspondieron a las siguientes concentraciones lipidicas: 0,1 mM, 0,2 mM, 0,3

mM, 0,4 mM y 0,5 mM.
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» Todas las muestras se llevaron a un volumen final de 1 mL con KPi 50 mM vy se
dejaron en reposo a 25 °C durante 24 horas para asegurar la completa interaccion del

surfactante con la bicapa lipidica.
» Se determino el valor de absorbancia de cada muestra a una A de 500 nm.

» Se realizd la normalizacion de los valores obtenidos en porcentaje.
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4.15. METODOS DE FLUORESCENCIA

4.15.1. Potencial electrostatico de superficie

En la superficie de cualquier membrana bioldgica, sea procariota o eucariota, se
presenta un cierto movimiento de cargas debido a la atraccidon-repulsion de las mismas
por las cargas intrinsecas de la membrana. Esto da lugar a la formacion de una doble
capa difusa de iones situada a una cierta distancia de la superficie de la membrana. La
consecuencia de este fendmeno es la generacion de un potencial eléctrico entre la
superficie de la membrana y el medio acuoso (y), el valor del cual puede variar en

funcion de la fuerza i6nica del medio.

Para el calculo del potencial electrostatico de superficie de los modelos de
membrana ensayados, se utilizd la sonda fluorescente HHC, cuya estructura y
localizacion en la bicapa se muestran en la figura 43. Se trata de una molécula que se
sitia en la interfase lipido-agua y que su fluorescencia se manifiesta al integrarse en la
matriz lipidica. La HHC tiene un tiempo de vida medio de la fluorescencia
independiente de la temperatura y del estado de los fosfolipidos. Presenta un punto
1sosbéstico centrado en 333 nm. La HHC es una molécula sensible al pH, como puede

apreciarse en los espectros de emision mostrados en la figura 44.

HO o ]

a b

Figura 43. Estructura y disposicion de la sonda fluorescente HHC.

(a) Estructura quimica. (b) Disposicion de la sonda en la bicapa lipidica.

119



Material y Métodos

1200

1000

800

600

IF (u.a.)

400 A

200

400 450 500 550

longitud de onda (nm)

—pH 382 —pHS543 —pH597 —pH6,69 —pH732 — pH7,96
—pH 9,12 —pH 9,92 — pH 10,42 — pH 11,19 — pH 12,04

Figura 44. Variaciones en los espectros de fluorescencia de la sonda fluorescente

HHC en funcioén del pH de la solucion.

La densidad de carga presente en la membrana altera el potencial electrostatico
de superficie (y), dando lugar a una variacion del pH local de la misma y por tanto
alterando el pK aparente de la sonda fluorescente. El pK aparente se relaciona con el
potencial electrostatico de superficie segun la ecuacion (Fernandez y Fromherz, 1977 y

Fernandez, 1981),

FAy
ApK = ApK, ——F— 7
P AP0 T 303RT ™
teniendo en cuenta que,
ApK = meuestra - pKHHC (8)
ApKO = pKreferencia - pKHHC (9)
A\V =V uestra ~V referencia (10)

donde pK es el valor correspondiente a la molécula situada en la superficie de la
membrana, y pK, es el valor correspondiente a la membrana de referencia, F es la

constante de Faraday, R la constante de los gases ideales y T la temperatura absoluta.

La desviacion estandar del Ay se obtuvo mediante el calculo de la propagacion

de errores (Sanchez et al., 1996) a partir de la ecuacion (7),
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2 2
OA oA
(dAy)” = ( s ] (0K, ! +(a—]\2j (opK } (11)
PRo )k P
tras el desarrollo de la ecuacion (11) se obtiene,

2
(an)? = 2208 o, )+ (oY (12

donde dAy es la desviacion estandar de Ay, OpKy es la desviacion estandar del pKy y

OpK es la desviacion estandar del pK.

Las muestras, para el célculo del pK, fueron preparadas a una LPR de 50 y a una
concentracion final de 50 uM, de la forma descrita en el apartado 4.12. La sonda
fluorescente fue incorporada en la muestra en cantidad suficiente para obtener una
concentracion final de la misma de 1 uM y fue incubada durante 30 minutos a 37 °C.
Paralelamente, se prepard una muestra de referencia de la misma forma que la muestra
problema, pero sin la sonda fluorescente, con el fin de eliminar la dispersion producida
por las vesiculas. Tras la incubacion, las muestras se dejaron reposar a temperatura

ambiente durante unos 30 minutos mas, antes de la lectura en el espectrofluorimetro.

Las medidas de fluorescencia fueron realizadas con un espectrofluorimetro SLM
Aminco 8100. Las longitudes de onda de excitacién y emision fueron 333 y 450 nm,
respectivamente. Las medidas se hicieron a 37 °C, a diferentes valores de pH,
controlados mediante un pHmetro, por adicion de pequefios volumenes de KOH 2M (el
volumen total afiadido, en ningun caso supero el 10 % del volumen de la muestra). Para
cada pH se realizo la correspondiente medida de la referencia (muestra en ausencia de
HHC), la cual fue restada del valor obtenido en la muestra problema. Cada una de las

muestras fue realizada por triplicado.

El pK se determind mediante el ajuste no lineal del grado de disociaciéon (o) de
la HHC respecto al pH. El valor de a se calculdé mediante la relacion de la intensidad de

fluorescencia medida a cada pH respecto a la intensidad de fluorescencia cuando la
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sonda esta completamente disociada (pH > 12). El grado de disociacion de la sonda
fluorescente fue calculado para cada valor de pH. El valor de pK corresponde al valor de
pH cuando a = 0,5 (Fernandez, 1981). Un ejemplo del célculo del pK empleando esta

sonda fluorescente se muestra en la figura 45.

Figura 45. Curva representativa de la disociacion de la sonda HHC respecto al pH.

4.15.2. Anisotropia de fluorescencia

La anisotropia de fluorescencia, asi como la polarizacion de la fluorescencia son
dos parametros directamente relacionados con la fluidez de las bicapas lipidicas. El
origen del fendmeno de la anisotropia se basa en la existencia de momentos de
transicion para la excitacion y la emision, que estan orientados segin direcciones
especificas en la estructura del fluoréforo. La anisotropia se encuentra afectada por los
cambios en la orientacion de las moléculas fluorescentes debido al movimiento de tipo

rotacional de las mismas.

La anisotropia (r) y la polarizacion (P) de la fluorescencia, se definen por las

ecuaciones (13) y (14), respectivamente (Lakowicz, 1999),

p= [VV_GIVH (13)
P:M (14)
1, +Gl,,
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donde, Iyy y Iyy corresponden a la intensidad de radiacién polarizada vertical y
horizontal, respectivamente, cuando la radiacion de excitacion es polarizada
verticalmente. El pardmetro G es un factor de correccion instrumental definido por la
relacion G = Iyy/lyy, donde, Iyy y Igy corresponden a la intensidad de radiacion
polarizada vertical y horizontal, respectivamente, cuando la radiacion de excitacion esta

polarizada horizontalmente.

En los ensayos de anisotropia de fluorescencia, la concentracion de las muestras
de extracto lipidico de E. coli fue de 100 pg/mL y de 100 uM para el resto de las

composiciones lipidicas.

Para estos estudios se utilizaron dos sondas fluorescentes diferentes: DPH y
TMA-DPH (figura 46a). El DPH se situa en la region apolar de la bicapa lipidica,
pudiendo adoptar una orientacion perpendicular o paralela a las cadenas
hidrocarbonadas de los fosfolipidos, como se muestra en la figura 46b. El derivado
cationico TMA-DPH, se coloca en la regién polar de la bicapa, ya que presenta un

grupo trimetilamonio en uno de sus anillos fenilo.

37

14 Z
Mt

TMA-DPH DPH
a b

Figura 46. Sondas fluorescentes utilizadas para estudios de anisotropia de fluorescencia: (a)

Estructura quimica del TMA-DPH y del DPH. (b) Localizacién de las sondas en la bicapa.
Las medidas de anisotropia de estas sondas fluorescentes, unidas a la membrana,

se han utilizado para estimar el efecto de la composicion lipidica en la temperatura de

transicion de fase de la membrana y la viscosidad interna de la misma.
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Estas sondas fluorescentes pueden ser incorporadas en la estructura del liposoma
o proteoliposoma de dos formas: mediante secado conjunto del lipido y la sonda bajo
corriente de nitrégeno, o por incubacion de la sonda en la muestra ya preparada
(liposomas o proteoliposomas), a una temperatura superior a la de transicion de la

composicion lipidica considerada.

Se prepar6 una mezcla de fosfolipido y sonda fluorescente en una relacion 650:1
(mol:mol) en una solucién de cloroformo y metanol al 50 % (v/v) en un tubo de vidrio.
La solucion cloroférmica fue evaporada bajo corriente de nitrégeno hasta la completa
formacion de la pelicula lipidica. Esta, fue resuspendida en solucion de Tris-HCI 10
mM y NaCl 150 mM (pH 7,40) en volumen suficiente para conseguir la concentracion
deseada. El proceso de resuspension se realizd6 mediante ciclos consecutivos de
calentamiento por encima de la 7, de la mezcla lipidica considerada y agitacion

mecanica. Los liposomas MLV fueron utilizados inmediatamente.

Ambas sondas fluorescentes presentan longitudes de onda (A) méaximas de
excitacion y emision comunes, siendo éstas de 381 nm y 426 nm, respectivamente. Las

medidas se realizaron por cuadruplicado.

Para facilitar la interpretacion de los datos obtenidos, se realizaron
representaciones graficas de los valores de » normalizados a 1, en el caso de la sonda
fluorescente TMA-DPH y a 0,5 para DPH. La normalizacién de los datos se realizo
asignando al primer valor obtenido de r la unidad, o en el caso del DPH, el valor 0,5. El

resto de datos obtenidos se refirieron al primer valor, segiin sea 1 0 0,5.

4.15.2.i. Proceso de incorporacion de proteinas de membrana

Los experimentos se realizaron siguiendo las pautas establecidas para la
formacion de proteoliposomas, mediante adicion del surfactante, incubacion y posterior

extraccion del mismo con esferas adsorbentes Bio-Beads® SM-2.

» Lectura inicial de la anisotropia de los liposomas reconstituidos, a una temperatura

de 4 °C.
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» Adicion de surfactante (2 % (p/v) de OG o 0,5 % (p/v) de DDM) a la muestra,
seguido por la adiciéon de cantidad suficiente de LacY para una LPR de 0,5, cuando
fuese necesario. Incubacion de la muestra en agitacion constante a 4 °C.

> Adicién de cantidad suficiente de Bio-Beads® SM-2 (0,2 g) a la cubeta. Incubacién

de la muestra durante 2 horas en agitacion constante a 23 °C.

Durante todo el proceso se tomaron lecturas del valor de anisotropia cada 10

minutos.

Como proteinas de referencia se utilizaron Cyt ¢ y MLT, las cuales se afiadieron
a los liposomas recién resuspendidos en una cantidad suficiente para obtener una LPR
de 0,5. La muestra de proteoliposomas se mantuvo en agitacién constante durante 30

minutos a 23 °C y se realiz¢ la lectura de » por cuadruplicado.

4.15.2.ii. Proceso de cristalizacion 2D de proteinas de membrana

Los experimentos se realizaron siguiendo las pautas de extraccion de surfactante

establecidas para la cristalizacion 2D, siendo éstas:

» Lectura inicial de la anisotropia de la muestra de liposomas a 4 °C.

» Adicion de un 0,5 % (p/v) de DDM a la muestra de liposomas, adicion de cantidad
suficiente de LacY para conseguir una LPR de 0,5 e incubacion de la muestra en
agitacion continua durante 1 hora a 4 °C.

> Adicién de 0,1 g de Bio-Beads® SM-2 e incubacién de la muestra en agitacion
constante durante 4 horas a 4 °C.

» Adicién de 0,1 g de Bio-Beads® SM-2 e incubacion de la muestra en agitacién

constante durante una noche a 23 °C.

Durante todo el proceso se tomaron lecturas de anisotropia cada 10 minutos.
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4.16. MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA

Todas las observaciones hechas por microscopia de fuerza atomica fueron
realizadas mediante un microscopio Digital Instruments® (Santa Barbara, CA, USA)
situado en las instalaciones de los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de

Barcelona.

4.16.1. Microscopio de fuerza atomica

El microscopio de fuerza atémica utilizado (Digital Instruments”®) y presentado

en la figura 47 consta de diferentes partes, que son:

Cabezal

Celda

Piezoeléctrico

Figura 47. Microscopio de fuerza atémica. Imagen obtenida de Digital Instruments®.

e Cabezal: El cabezal es el lugar donde se encuentra todo el sistema Optico del
microscopio. En el cabezal se encuentra situado el diodo emisor del laser y el
fotodiodo detector del mismo, una vez éste ha sido reflejado sobre la palanca.

e (Celda: La celda es el soporte donde se encuentra situada la palanca.

e Piezoeléctrico: El piezoeléctrico es un cilindro que presenta la capacidad de
moverse en los ejes x, y, z, y mover la muestra con él. La parte superior del
piezoeléctrico se encuentra imantada sirviendo como punto de fijacién de la muestra

mediante la utilizacion de un disco metalico conductor.
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4.16.1.i. Palanca y punta

La sonda de AFM es una punta afilada que permite rastrear la superficie de una
muestra. La punta presenta una estructura de piramide invertida con una altura de
aproximadamente 10 pum que finaliza en un vértice redondeado de entre 20 y 40 nm de
diametro. Las puntas de AFM suelen estar formadas por silicio o nitruro de silicio,

materiales facilmente funcionalizables.

La punta se encuentra unida al extremo de una palanca flexible y reflectante, que
permite la oscilacion de la punta a frecuencias determinadas y dependientes de la
constante y de la masa de la palanca. En la figura 48 se presenta la imagen de unas

palancas de AFM de diferente constante.

Figura 48. Palancas de diferente constante y puntas. Imagen obtenida de Veeco Instruments®.

4.16.1.ii. Celda

La celda es el soporte en el que se coloca la palanca para realizar el rastreo de la
muestra. Existen diferentes tipos de celdas segun la aplicacion para las que se usen, en
general, pueden ser agrupadas en dos tipos: aire y liquido. Las celdas de aire se utilizan
basicamente como soporte de la palanca, mientras que las celdas de liquido se emplean
como soporte de la palanca y como posible sistema de conduccion de liquido, a través

de ellas, hacia la muestra. Un ejemplo de celdas se presenta en la figura 49.
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Figura 49. Celdas de aire y de liquido. Imagen obtenida de www.che.utoledo.edu.

4.16.1.iii. Laser

El laser es un haz coherente y monocromatico de fotones muy focalizado. El
laser se focaliza hacia la palanca, reflejandose en su superficie e incidiendo en el
detector. A partir de las variaciones de posicion del laser en el detector se corrige la

posicion de la muestra.

2.4.2.iv. Fotodiodo

El detector del microscopio de fuerza atomica es un fotodiodo que se encuentra
dividido en cuatro cuadrantes, de la forma esquematizada en la figura 50. El laser
reflejado por la palanca incide en el fotodiodo en un punto concreto, determinado por la
diferencia de sefial recibida entre los cuadrantes. Las variaciones de posicion de la
palanca son detectadas al provocar un cambio en el punto de incidencia original del

laser.

3 4 Laser

Figura 50. Fotodiodo en el que incide el laser.
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4.16.1.v. Piezoeléctrico

El piezoeléctrico o escaner es un sistema de control de la posicion de la muestra
respecto a la punta. Estd formado por un material piezoeléctrico que permite mover la
muestra en los ejes x, y, z. El movimiento de la muestra se produce al aplicar un campo
eléctrico oscilante en el piezoeléctrico, que lo hace oscilar a la misma frecuencia de
excitacion del campo eléctrico. La amplitud llega a ser maxima en algunas frecuencias,

llamadas frecuencias de resonancia.

El movimiento controlado de la muestra se produce debido a la forma del
piezoeléctrico, que esta constituido por dos cilindros concéntricos. El cilindro exterior
se encuentra dividido en cuatro cuadrantes, que controlan el movimiento horizontal de
la muestra mediante la aplicacion selectiva de un voltaje en un cuadrante determinado.

El movimiento vertical de la muestra se produce al aplicar voltaje en el cilindro interior.
4.16.1.vi. Sistema de retroalimentacion

El sistema de retroalimentacion o feedback es un circuito cerrado entre la
muestra y el detector, que permite la correccion de la posicion de la muestra a partir de

las variaciones detectadas en la palanca.

La finalidad del sistema de retroalimentacion es mantener constante la sefial de

reflexion del laser en el fotodiodo.
4.16.1.vii. Registro de sefal

La sefial obtenida se registra mediante un ordenador, con el sofiware apropiado
(Nanoscope”™, en este caso). Este software recoge y procesa la informacion recibida

obteniéndose finalmente una imagen, generalmente topografica. Otras imagenes que

pueden obtenerse directamente podrian ser la deflexion, la amplitud o la fase.
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4.16.2. Modos de funcionamiento

El microscopio de fuerza atomica presenta diferentes modos de funcionamiento,
que se muestran en la figura 51, dependiendo de la accidén que realice la punta sobre la

superficie de la muestra.
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Figura 51. Modos de funcionamiento del AFM.

(a) Modo de contacto. (b) Modo de contacto intermitente. (¢) Modo de no contacto.
4.16.2.i. Modo de contacto

En el modo de contacto (figura 51a), la punta se mantiene siempre en contacto
con la superficie de la muestra. Las principales fuerzas que actian en este modo de

funcionamiento son de tipo repulsivo.

El modo de contacto permite obtener imagenes de la superficie de la muestra a
resolucion atomica, aunque puede dar lugar a destruccion de la muestra, debido a la
friccion que la punta realiza sobre la misma. El rango de fuerzas habitual en este modo

de trabajo se situa entre 10”7 y 10° N.

Existen dos formas de visualizar la superficie de una muestra en el modo de

contacto (Dufréne y Lee, 2000), dependiendo del microscopio utilizado:
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e Modo de deflexién constante: El sistema de retroalimentacion, utilizado para

mantener constante la deflexion de la palanca, se encuentra conectado. Se analiza el
movimiento vertical del piezoeléctrico.

e Modo de altura constante: Se analiza la deflexion producida por la palanca conforme

la sonda realiza el rastreo de la superficie. El sistema de retroalimentacion se

encuentra desconectado.

4.16.2.ii. Modo de contacto intermitente

En el modo de contacto intermitente (figura 51b) o modo de Tapping®
(desarrollado por Digital Instruments®), la punta entra en contacto con la superficie de

la muestra de manera intermitente debido a la oscilacion de la palanca.

Cuando punta y muestra entran en contacto, la fuerza aplicada por la punta
resulta en una variacion de la frecuencia de resonancia de la palanca y de la amplitud de
vibracion de la misma. Este efecto produce una reaccion del sistema de

retroalimentacion, que da lugar al movimiento del piezoeléctrico.

La resolucion obtenida con el modo de contacto intermitente es inferior a la que
se obtiene con el modo de contacto, aunque se evita la destruccion de la muestra debido
a la importante reduccion de las fuerzas de friccion entre la punta y la superficie de la

muestra.

4.16.2.iii. Modo de no contacto

En el modo de no contacto (figura 51c), la palanca oscila sin que la punta llegue
a tocar nunca la superficie de la muestra. La amplitud utilizada en este modo es muy
inferior a la del modo de contacto intermitente. La imagen es obtenida mediante la
medida de la deflexién de la palanca, debida a las variaciones detectadas entre las
fuerzas atractivas y repulsivas ejercidas sobre la misma. La fuerza aplicada sobre la

12
muestra en este caso es de 107~ N.
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La resolucion obtenida en este modo de funcionamiento, es inferior a la del
modo de contacto intermitente y por tanto muy inferior a la del modo de contacto. Este
modo, sin embargo, no realiza ninguna friccién sobre la superficie de la muestra y

permite el rastreo de superficies extremadamente deformables.

4.16.3. Curvas de fuerza

El trabajo con muestras biologicas en medio acuoso presenta una limitacion
debida a los electrolitos presentes en este medio. Las macromoléculas bioldgicas y la
mayoria de los soportes usados para AFM presentan carga neta superficial en ambiente
acuoso, debido a la disociacion de sus grupos funcionales. El signo de esta carga neta
superficial dependera del pH de la solucion. Estas cargas de superficie son rodeadas por
contraiones presentes en la solucion. Esta nube de contraiones puede provocar un efecto
de repulsion sobre la punta del AFM provocando alteraciones en los pardmetros a
determinar, como podrian ser las medidas de altura de la muestra (Miiller y Engel,
1997) y dificultad para la visualizacion de muestras a alta resolucion (Miiller et al.,

1999).

Es indispensable realizar un estudio previo de la interaccion producida por el
electrolito presente en el medio de visualizacion y la punta, para minimizar el efecto de

repulsion. Este estudio se realiza a través de las curvas de fuerza.

La curva de fuerza se puede definir como la monitorizacion de la fuerza aplicada
por la punta, en funciéon de la separacion entre punta y muestra y la correspondiente
deflexion de la palanca. Cada etapa de la curva proporciona informacion sobre las

propiedades fisicas y quimicas de la muestra.

En la figura 52 se presenta el esquema de una curva de fuerza. La region de
aproximacion de la curva (a) puede ser utilizada para caracterizar las propiedades de
superficie, como pueden ser las fuerzas que act@ian entre la punta y la muestra,
permitiendo la visualizacién de posibles repulsiones detectadas por la misma. Una vez
la punta ha entrado en contacto con la superficie de la muestra (b), la curva de

aproximacion varia su pendiente (c), permitiendo la determinaciéon de propiedades
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mecanicas de la muestra. La curva de retorno puede mostrar una histéresis (d), debida a
las fuerzas de adhesion entre la punta y la muestra, que finaliza en una liberacion de la
punta (e) y un retorno de la curva a valores similares a los hallados en la etapa de

aproximacion (Dufréne y Lee, 2000).

<4— Acercamiento
~~~~~ » Alejamiento

Fuerza

A J

Distancia

Figura 52. Esquema de una curva de fuerza.

Para la interpretacion de las curvas de fuerza, hay que tener en cuenta que la
interaccion entre punta y muestra es dependiente de la geometria de la punta, de la
interaccion quimica entre punta y muestra y de la naturaleza del medio. Por tanto, las
medidas de fuerza hechas por AFM no pueden ser directamente relacionadas con otras

medidas de fuerza o termodindmicas realizadas por otras técnicas.

4.16.4. Preparacion del soporte

El soporte para las muestras utilizado en la técnica de AFM puede ser de
diversos tipos, aunque en todos los casos debe ser plano y debe quedar fijado en el

piezoeléctrico mediante un disco metalico.

4.16.4.i. Mica muscovita

La mica es un mineral que forma un cristal en capas, cuya exfoliacion da lugar a
. , . . . 2
superficies atomicamente planas de varios cientos de um”. Las capas que forman la
mica presentan una estructura tetraédrica de (Si, Al)Oy y se encuentran idnicamente

unidas a una lamina central de Al;(OH),. La carga neta negativa de los oxigenos basales
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entre estas capas dobles se encuentra compensada por una capa de cationes ordenados
hexagonalmente (K* en el caso de la mica muscovita). Tras la exfoliacion con cinta
adhesiva de la mica muscovita, queda expuesto un plano base cubierto de iones K™ (0,57
K'/nm*) (Miiller et al., 1997). En aire, la capa de iones K queda totalmente
neutralizada por la carga negativa del aluminosilicato, mientras que en liquido, los iones
K" son parcialmente disociados, haciendo que la mica presente carga neta negativa. Los

lugares libres de K™ son reemplazados rdpidamente por los cationes del medio.

El soporte de mica fue adherido mediante adhesivo transparente a un soporte
cilindrico de teflén. Una vez unida la mica al soporte de teflon, éste fue adherido a un

disco metalico mediante el uso de cinta adhesiva, de la forma mostrada en la figura 53.

La finalidad del disco de teflon es la de evitar la pérdida de liquido de la muestra
debido a sus propiedades hidrofébicas. Es fundamental que el disco de teflon esté
completamente limpio, por ello, el disco se sumergié durante 20 minutos en una

solucion de limpieza agresiva y seguidamente se lavod con abundante agua Milli-Q.

» Solucion de limpieza del teflon
Acido sulfarico concentrado (H2SO4) .....ooveveevnn.. 50 % (v/v)
Peroxido de hidrogeno (H2O2)....covvvvevieeiieiiinenee, 50 % (v/v)

4.16.4.ii. Grafito

El grafito (HOPG) es un soporte atdémicamente plano, altamente hidrofobico.
Una de las principales caracteristicas estructurales de este grafito es la presencia de

escalones en su superficie.

El soporte de grafito fue adherido directamente sobre el disco metalico, ya que
debido a sus caracteristicas hidrofobicas evita la extension de la gota de muestra, por
tanto, no es necesaria la utilizacion del disco de teflon, aunque éste puede ser
incorporado para una mayor seguridad. En la figura 53 se muestra un ejemplo de

montaje del soporte de grafito para AFM.
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Mica muscovita

Grafito

Disco de teflon Disco metilico

Figura 53. Tipos de soporte utilizados en la técnica de AFM.
En ambos casos, la superficie que sera rastreada por la punta seré la del soporte
de mica o de grafito, independientemente de cémo se hayan sujetado éstos al disco

metalico.

4.16.5. Preparacion de la muestra

4.16.5.i. Proteinas de membrana

El estudio de proteinas aisladas mediante AFM permite, no solamente su
visualizacién, sino también su posible manipulaciéon. El comportamiento de las
proteinas de membrana es diferente en funcion del medio en el que se encuentran. Se
llevo a cabo un estudio comparativo entre las cuatro proteinas presentadas en este

trabajo, sobre dos sustratos diferentes, mica y grafito.

La preparacion de las muestras de proteina pura para su visualizacion por AFM

se realiz6 de la forma detallada a continuacion:

» Se diluy6 la proteina hasta una concentracion de 10 pg/mL en RB para proteinas. En
el caso de la Ompl y de la LacY se anadio el surfactante adecuado a la solucion
para evitar la dilucién del mismo.

» Se depositaron 30 uL. de la muestra sobre el soporte.

A\ 4

La muestra se incubd durante 20 minutos en un bafio de hielo.

» Se lavd la muestra con solucion RB para proteinas, libre de cationes divalentes.
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Las muestras de proteina fueron visualizadas a temperatura ambiente,
empleando el modo de contacto intermitente. Las puntas utilizadas fueron de SizN4 con

una constante de palanca de 0,08 N/m.

De las imagenes obtenidas de las proteinas sobre mica y sobre grafito se realizd
la medida de parametros tales como la altura y el didmetro medios. Tras la obtencion de
las dimensiones de la proteina (altura y didmetro), se calculdé su volumen molecular,
asumiendo para ello que la proteina adsorbida sobre el sustrato corresponde a un

casquete esférico y aplicando la siguiente ecuacion (Schneider et al., 1995),

V=%(3r2+h2) (15)

donde / es la altura aparente y r es el radio aparente de la proteina. El calculo de la
desviacion estandar del volumen aparente se realizo a partir del calculo de propagacion

de errores (Sanchez et al., 1996) a partir de la ecuacion (15), obteniéndose,

(Y e (2 (o
v _(ah jr(ah) +(8r jh(ar) (16)

donde 04 es la desviacion estandar asociada al célculo de la altura media y Or es la
desviacion estandar asociada al calculo del radio medio. Del desarrollo y posterior

simplificacion de la ecuacion (16) se obtiene,

@F =[5 0)] 0n) + i oy )

El empleo de la ecuacion (15) para el calculo del volumen molecular aparente de
las proteinas ha sido utilizado en diferentes estudios de moléculas simples por AFM
mediante comparaciéon con el volumen molecular tedrico, dado por la expresion

(Henderson et al., 1996) (Schneider et al., 1998),
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Vprot = (%j(VI + dVZ ) (18)

siendo M la masa molecular de la proteina en Da, N el nimero de Avogadro, V; el
volumen especifico parcial de las proteinas (0,74 cm’ g™), V> el volumen especifico
parcial del agua (1 cm’ g') y d la magnitud de hidratacion de la proteina (0,4 mol

H,0O/mol proteina).

Una vez calculado el volumen tedrico del mondémero de cada una de las
proteinas, se puede estimar el nimero de moléculas que constituyen los posibles

agregados, segun la ecuacion (Kiselyova et al., 1999),

V=nV (19)

donde n,, es el nimero de mondmeros presentes en la agrupacion de proteinas.
4.16.5.ii. Extension de liposomas

Los liposomas se adhieren a la superficie de la mica dando lugar a una bicapa
plana o SPB. El mecanismo de formacion de estas bicapas planas ha dado lugar a una
gran controversia, ya que aun en la actualidad no se conoce con total seguridad el
proceso por el cual se pasa de la estructura esférica del liposoma a la estructura plana de

la SPB.

La preparacion de los liposomas para dar lugar a la formacion de SPB se realizo

mediante el seguimiento de las etapas descritas a continuacion:

» Disolucion del lipido o lipidos que daran lugar a los liposomas en una mezcla de
metanol y cloroformo (1:1, v:v) en un tubo de vidrio de fondo cénico.

» Secado de la muestra por evaporacion del disolvente bajo corriente de nitrogeno,
dando lugar a la formacién de la pelicula fosfolipidica.

» Resuspension de la pelicula de fosfolipido en RB para liposomas, dando lugar a una

concentracion de 250 uM.

137



Material y Métodos

» Formacion de liposomas unilaminares mediante el método de extrusion (Hope et al.,
1985) en filtros de policarbonato de 400 nm de didmetro de poro. El paso de la
muestra por estos filtros se realizo 10 veces.

» Deposicion de 60 pL de la muestra sobre mica recién exfoliada e incubacioén durante
10 minutos a temperatura ambiente.

» La muestra se lavd con solucion RB para liposomas, libre de cationes divalentes.
Este lavado tiene como finalidad la eliminacion de todas aquellas particulas que no
se hayan adherido fuertemente a la superficie de la mica y que puedan por tanto
interferir en el proceso de visualizacion.

» Visualizacion de la muestra en el AFM en modo de contacto intermitente,

empleando palancas con una constante de 0,08 N/m.

Las muestras de liposomas para la realizacion de estudios por AFM requieren,
generalmente, de la presencia de cationes divalentes para su correcta fusion y extension

en el soporte (Reviakine y Brisson, 2000; Jass et al., 2000).

4.16.5.iii. Incorporacion de proteinas en tiempo real

La incorporacion de proteinas en tiempo real se realizdé mediante la extension de
una SPB de extracto lipidico de E. coli sobre mica y posterior incorporacion de

proteinas al medio de visualizacion. El método se describe a continuacion:

» Extension de liposomas de extracto lipidico de E. coli sobre mica, de la forma
descrita en el apartado 4.16.5.1i.

» Lavado de la SPB mediante flujo con soluciéon 10 mM Tris-HCI (pH 7,40); 150 mM
NaCl.

» Visualizacion de la muestra en el AFM, en modo de contacto intermitente,
empleando palancas con una constante de 0,08 N/m.

» Dilucién de las proteinas a una concentracion de 40 ug/mL en solucidon de
visualizacion. A las proteinas que se encuentran en forma de micela mixta, se les
afnadio el surfactante necesario para evitar su dilucion.

» Incorporacion de 20 pL de la solucion de proteina a través de la celda de liquidos,

con ayuda de una jeringa.
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» Visualizacion, en tiempo real, de la deposicion y eventual integracion de las

proteinas en la estructura de la SPB.

4.16.6. Cristalizacion 2D de proteinas de membrana

Las proteinas de membrana presentan, en general, una estructura hidrofobica y
flexible. Estas caracteristicas complican su estudio mediante difraccion de rayos X ante
la dificultad de obtener cristales capaces de difractar. La obtencion de cristales 2D es

pues el método directo de eleccion para su estudio conformacional.

La cristalizacion bidimensional permite un buen grado de agrupacion de estas
moléculas debido a la presencia de un soporte lipidico, el cual, ademés confiere a la
muestra un alto grado de biomimetismo y permite asimismo un estudio dinamico de la

molécula.

Independientemente del método utilizado para cristalizar las proteinas, tras la
eliminacion del surfactante se debe realizar una limpieza de los posibles cristales
obtenidos. Esta limpieza incluye la eliminacion de las posibles micelas mixtas
residuales, mediante centrifugacion, en una microcentrifuga a 12.000 rpm durante 1 h.
El sedimento formado, se resuspendié suavemente en la soluciéon RB para ldminas 2D
adecuada (ver apartado 4.3.6). La muestra resuspendida se dejé en reposo durante 24

horas.

4.16.6.i. Cristalizacion 2D de Omp1 de Serratia marcescens

La cristalizacion de la porina Ompl se realizd mediante eliminacion de

surfactante por didlisis. El surfactante utilizado fue el OG.

Los fosfolipidos que daran lugar a la matriz lipidica fueron solubilizados en una
mezcla de cloroformo y metanol al 50 % (v/v). El disolvente fue evaporado bajo
corriente de nitrogeno dando lugar a una fina pelicula lipidica que fue inmediatamente

resuspendida en una solucion formada por 10 mM Tris-HCI (pH 7,40), 150 mM NaCl y

2 % (p/v) OG, en volumen suficiente para 100 uM. Tras la resuspension del lipido, se
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incorpord la porina Ompl solubilizada en un 2 % (p/v) de OG para obtener la LPR
deseada. La mezcla asi formada se inyectd en un cassette de dialisis Slide-A-Lyzer” y
se realizo un proceso de dialisis de tres dias de duracion a temperatura ambiente, con
cambios periddicos de la solucion de didlisis. Finalmente, la muestra fue centrifugada a
12.000 rpm durante 1 h y resuspendida en solucion para laminas 2D de Ompl. La

muestra fue conservada a temperatura ambiente durante no més de 72 h.
4.16.6.ii. Cristalizacion 2D de lactosa permeasa de Escherichia coli

La cristalizacion de la LacY se realizd principalmente mediante el método de

adsorcion, ya que el DDM se extrae con facilidad con Bio-Beads®™ SM-2.

El proceso se inicid con la preparacion de una solucion madre del fosfolipido o
fosfolipidos a utilizar en una mezcla de cloroformo y metanol (1:1, v:v). A partir de ésta
solucion madre se transfirid a un tubo de vidrio, un volumen calculado para obtener una
concentracion lipidica final de 100 uM. El disolvente se evapord bajo corriente de
nitrégeno para dar lugar a una fina pelicula fosfolipidica, la cual, una vez seca, se
resuspendié en 10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl y 0,5 % de DDM. A los fosfolipidos
resuspendidos se les afadio cantidad suficiente de LacY con un 0,5 % de DDM para
obtener la LPR deseada. La mezcla se incubd durante 1 hora a 4 °C. Transcurrido el
tiempo de incubacidn, se inicia la primera etapa de eliminacion del surfactante mediante
adicion de 2,5 g/25 mL de Bio-Beads” a la muestra y se mantuvo a 4 °C durante 4 horas
mas. Pasadas estas 4 horas se afiadio a la muestra la misma cantidad de Bio-Beads® y se

mantuvo durante 12 horas a 37 °C.

La muestra se transfirid, libre de Bio-Beads®, a un tubo eppendorf® para ser

centrifugada a 12.000 rpm durante 1 hora y resuspendida en solucion RB.

Para la correcta formacion de los cristales, la muestra se dejo en reposo un

minimo de 24 horas y un maximo de 72 horas a 37 °C.
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4.16.6.iii. Establecimiento de las condiciones de visualizacion

Una vez obtenido el cristal bidimensional, éste podra ser observado mediante
técnicas como la microscopia electrénica (EM) o la microscopia de fuerza atomica

(AFM). En el trabajo que se presenta, la técnica escogida fue la AFM.

La técnica de AFM permite la visualizacion de la muestra en solucion. Este
aspecto, que representa una gran ventaja frente a otras técnicas como puede ser la TEM
(microscopia electronica de transmision), se torna inconveniente al tener en cuenta la

repulsion que producen los iones de la solucion sobre la punta.

Las condiciones de visualizacion 6ptimas se obtuvieron mediante la realizacion

sistematica de curvas de fuerza durante el rastreo de las muestras.
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