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CAPITULO 1

Introduccion y Objetivos



1.1. Surfactantes

1.1.1. Generalidades

El término surfactante es una contraccion de surface-active agent (Reznik et al.
2010). Estos son compuestos anfifilicos que, al acumularse en la interfase, pueden
reducir la tension superficial del medio donde se encuentren solubilizados, y la tensién
interfacial de fluidos inmiscibles. A su vez, pueden aumentar la solubilidad, movilidad,
biodisponibilidad y subsecuente degradacién de compuestos insolubles en medio
acuoso (Singh et al., 2007).

Los surfactantes representan un conjunto de productos quimicos consumidos
en grandes cantidades a escala mundial diariamente. Como se sabe que pueden
afectar de forma adversa a ecosistemas acuaticos, es importante que sean compuestos
biodegradables y biocompatibles. Teniendo esto en cuenta, se han desarrollado
moléculas que mimetizan estructuras naturales anfifilicas como lipoaminoacidos,
glicolipidos y fosfolipidos, las cuales han demostrado tener baja toxicidad y buena

biodegradabilidad (Pérez et al., 2002).

1.1.1.1. Concentracion micelar critica
Una de las caracteristicas esenciales de los compuestos anfifilicos es que, en
medio acuoso, son capaces de organizarse formando distintos tipos de agregados
(micelas, monocapas, bicapas, etc.) dependiendo de su tamafio y estructura molecular.
La formacidn de micelas es, en general, un proceso cooperativo y la
concentracion micelar critica (CMC) representa la concentracion limite de moléculas
individuales (mondémeros) que pueden existir en solucién. La magnitud de la CMC
depende del balance hidrofébico-hidrofilico del mondmero, asi como también de la
temperatura y, para surfactantes idnicos, de la fuerza iénica de la solucién. (Jones

1992).
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1.1.2. Surfactantes derivados de aminoacidos

Surfactantes obtenidos a partir de materias primas renovables que mimeticen
lipoaminoacidos naturales son una de las opciones mas utilizadas para aplicaciones en
alimentacion, farmacéutica y cosmética. Inicialmente fueron utilizados como
conservantes en aplicaciones médicas y cosméticas, luego se encontré que tenian
actividad contra varias bacterias, virus e incluso células tumorales. (Moran et al., 2004)

La combinacién entre aminodcidos o péptidos polares y compuestos
hidrocarbonados de cadena larga, resulta en la obtencidon de moléculas anfifilicas con
alta actividad superficial. Existe una amplia gama de este tipo de estructuras con
distintas propiedades fisicoquimicas y bioldgicas. Esta variabilidad se encuentra
determinada no sdlo por la diversidad de aminoacidos o péptidos que conforman la
porcién hidrofilica de la molécula, sino que también por la naturaleza, estructura, largo
y numero de cadenas hidrocarbonadas de la porcion hidrofébica.

La porcién correspondiente al péptido o aminoacido determina las principales
diferencias de adsorcién, agregacidon y actividad bioldgica entre los surfactantes
basados en aminodcidos. Por lo tanto, se pueden obtener surfactantes catidnicos,
anidénicos, no idnicos y anféteros dependiendo de los grupos funcionales libres. Una
modificacidn adicional de estos grupos permite un ajuste mas fino de sus propiedades
segun cada aplicacion particular.

Segun Moran et al. (2004), los surfactantes derivados de aminodacidos pueden
clasificarse segln su estructura en tres principales grupos:

e Llineales o de cadena simple(Figura 1.1 a), consiste en un
aminodcido unido a una cola hidrofébica;
e Diméricos o gemini (Figura 1.1 b), son estructuras formadas por dos

moléculas anfifilicas idénticas (constituidas cada una por una cabeza polar y

una cola hidrofdbica) unidas covalentemente entre si mediante un espaciador;

e Estructura tipo glicerolipidos (Figura 1.1 c¢), pueden ser
considerados analogos de fosfolipidos o de mono- y diglicéridos. Consisten en
una cabeza polar y una o dos colas hidrofébicas unidas entre si a través de un

esqueleto de glicerol.
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Figura 1.1 Clasificacién de surfactantes segun su estructura.

1.1.2.1. Surfactantes cationicos derivados de arginina

Los lipoaminoacidos derivados de arginina fueron descriptos como una familia
de surfactantes catidnicos no téxicos y biodegradables con excelentes propiedades de
agregacion, buena actividad superficial y actividad antimicrobiana de amplio espectro
(Pérez et al., 2002). Estas propiedades convierten a estos compuestos en una
alternativa conveniente frente a otros surfactantes antimicrobianos con alta toxicidad
intrinseca y cuestionable biodegradabilidad (Castillo et al., 2004). En este aspecto, son
particularmente interesantes como conservantes para alimentos y formulaciones
farmacéuticas, asi como también como ingredientes activos en preparaciones
dermatoldgicas y productos de cuidado personal.

Los surfactantes derivados de arginina de cadena simple pueden agruparse
segln el tipo de enlace a través del cual se une la cadena hidrocarbonada a la porcién
aminoacidica en tres series de compuestos: (a) N%acil arginina metil ésteres, (b)

arginina-N-alquilamidas y (c) arginina-O-alquil ésteres (figura 1.2).
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Figura 1.2 Estructura de surfactantes derivados de arginina de cadena simple

1.1.2.2. Aplicacion de las proteasas en la sintesis biocatalitica de
péptidos y otros derivados peptidicos

Hasta hace pocos afios, la sintesis de surfactantes era sélo considerada dentro
de las capacidades de la quimica orgdnica. Sin embargo, el rapido avance de la
biotecnologia ha despertado el interés en los “biosurfactantes”, es decir, tensioactivos
obtenidos mediante el empleo de catalizadores bioldgicos tanto en forma de
microorganismos como de enzimas aisladas (Valivety et al., 1997). Este proceso de
obtencidn, denominado biocatdlisis, difiere de la de catdlisis quimica convencional
principalmente debido a las caracteristicas propias del biocatalizador como su
estabilidad en las condiciones del proceso y la cinética enzimatica (Schmid et al., 2001).
Ademas, esta metodologia ofrece una perspectiva de disefio de procesos industriales
limpios, con numerosas aplicaciones, fundamentalmente porque conlleva al desarrollo
de alternativas mas benignas para el medio ambiente como el disefio de productos y
procesos factibles y econdmicos basados en materias primas renovables, que reduzcan
la generacion de la contaminacién en sus propios origenes y minimicen el consumo de
energia (Bommarius & Riebel, 2007).

Las proteasas son las enzimas de mayor relevancia tecnolégica, representando
cerca del 60% de las ventas del mercado de enzimas de uso industrial (Chellappan et
al., 2006). Las proteasas de origen vegetal representan aproximadamente un 5% del
mercado mundial de las enzimas industriales. Si bien la mayor parte de las aplicaciones
de las proteasas se refiere a reacciones hidroliticas en medio acuoso para la
degradacion de moléculas complejas a moléculas mas simples, su empleo en

reacciones reversas, es decir de sintesis, ha despertado un creciente interés. Las
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proteasas han sido empleadas de forma eficiente para la sintesis de diversos péptidos
empleados en la industria alimentaria y farmacéutica, como el aspartato (Nakaoka et
al., 1998), el alitamo (Kim & Shin, 2001) y la kiotorfina (Lee et al., 1993), y diversos
derivados de hormonas como la insulina (Morihara, 1987) y las encefalinas (Clapés et
al., 1995).

La papaina es una de las peptidasas mas utilizadas industrialmente. Esta
enzima, es una endopeptidasa cisteinica vegetal obtenida a partir del latex de frutos de
Carica papaya, que tiene multiples aplicaciones en industrias alimenticias, cerveceras,
farmacéuticas, cosméticas, de cuero y textiles. Es menos costosa que enzimas
microbianas y tiene una buena estabilidad térmica, comparada con otras proteasas.
Como biocatalizador en quimica organica, es una de las peptidasas mas usadas para la
sintesis de diversos péptidos y derivados peptidicos, incluyendo polimeros de un solo
aminoacido, edulcorantes peptidicos, hormonas peptidicas e isosteros peptidicos,
debido a su amplia especificidad y robustez (Fait et al.,, 2012). Se ha reportado la
sintesis de numerosos surfactantes derivados de aminoacidos utilizando papaina como
biocatalizador. (Castillo el at., 2006; Pérez et al., 2014; Fait et al., 2015).

Para que las peptidasas puedan actuar como biocatalizadores en la formacién
de enlaces peptidicos debe manipularse el equilibrio de la reaccién. Dichas
manipulaciones consisten en dos estrategias bdsicas: la sintesis bajo control

termodinamico y la sintesis bajo control cinético.

1.1.2.3. Formacion de enlaces amida bajo control termodinamico

La sintesis catalizada por peptidasas bajo control termodindmico representa la
reaccion inversa directa de la protedlisis (Figura 1.3). En este caso se emplean
solventes orgdnicos y sustratos dadores de acilo cuya funciéon carboxilato estd libre.
Esto permite que cualquier proteasa pueda emplearse como biocatalizador,
independientemente de su mecanismo catalitico. Las mayores desventajas de esta
estrategia consisten en las bajas velocidades de conversion, la gran cantidad de
biocatalizador requerida y la necesidad de desplazar el equilibrio hacia la reaccién
espontaneamente desfavorable. La precipitacion o extraccion del producto favorece

aun mas este tipo de reacciones (Bordusa 2002).
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Figura 1.3 Sintesis catalizada por proteasas bajo control termodinamico.

1.1.2.4. Formacidn de enlaces amida bajo control cinético

La sintesis catalizada por peptidasas bajo control cinético requiere del empleo
de proteasas capaces de formar un intermediario reactivo acil-enzima, como es el caso
de las proteasas serinicas o cisteinicas. El factor clave de esta estrategia consiste en el
uso de moléculas dadoras de acilo levemente activadas como ésteres o amidas, lo que
acelera la velocidad de reaccion y minimiza el requerimiento de enzima. El
intermediario acil-enzima puede luego ser atacado por un nucledfilo (agua, en el caso
de hidrdlisis, u otro nucleéfilo como una amina, un alcohol, un tiol, etc.) para formar el

compuesto deseado (Bordusa 2002).
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Figura 1.4 Sintesis catalizada por proteasas bajo control cinético.

Todas estas propiedades, incluyendo la facil obtencion a partir de la fuente
natural, convierten a la papaina en una herramienta biocatalitica versatil para
reacciones de condensacidon que involucren la sintesis de enlaces amida y éster entre
un amplio rango de aminodacidos y una gran cantidad de nucledfilos simples
conteniendo restos amina o alcohol. (Fait et al, 2015). Estos compuestos asi

obtenidos, por el tipo de estructura que presentan, tienen propiedades tensoactivas.

18



1.2. Interaccion membrana-surfactante

Las membranas bioldgicas consisten en una matriz hidrofdbica, formada por
una doble capa de fosfolipidos distribuidos asimétricamente, a la que las proteinas se
asocian de diversas formas (integrales, periféricas o por uniones transitorias). Poseen
un papel importante en la vida celular, el cual excede el sélo ser la envoltura para los
componentes celulares. Regulan el transporte de entrada y salida de iones vy
metabolitos, gobiernan las comunicaciones intercelulares (Selim et al., 2009) y juegan
un rol central en la mayoria de los procesos celulares, ya que una parte muy
importante de los procesos bioquimicos que son esenciales para la célula ocurren

dentro de las mismas (Brannigan et al., 2006; Goiii, 2014).

Figura 1.5 Modelo de membrana Singer-Nicolson:
version modificada y actualizada segun Engelman
(2005). Figura tomada de Goiii, 2014.

Las interacciones entre moléculas anfipaticas y las membranas son de gran
interés tanto en la fisiologia como en la bioquimica. La forma en que los surfactantes
interactian con las biomembranas todavia no esta bien definido, aunque se sabe que
depende de ciertos factores tales como el tipo de surfactante, su estructura y
concentracion, la composicion de la membrana en estudio y la relacion
lipido/surfactante, entre otros (Maher and Singer 1984; Preté et al. 2011; Selim et al.
2009). La hipdtesis mas aceptada es que los surfactantes se intercalan en la bicapa
lipidica de tal forma que la porciédn hidrofilica queda localizada en la interfase

hidrofilica/hidrofobica de la membrana y la porcion hidrofébica en el centro de la
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bicapa ocupado por las colas hidrocarbonadas de los fosfolipidos (Sanchez et al.,
2007).

Experimental y tedricamente se mostré que hay varios pasos involucrados
durante la interaccidon bicapa-detergente hasta la ruptura de la membrana. Se han
propuesto diferentes modelos que explican los pasos involucrados en la solubilizacidn
de las membranas (Preté et al., 2011). Segun el modelo de Lichtenberg et al. (2000),
pueden observarse tres etapas principales al ir aumentando la concentracién de
surfactante:

a) A bajas concentraciones de detergente y baja relacién molar
detergente/lipido, las moléculas de surfactante se insertan en la bicapa
lipidica hasta que se alcanza una concentracion limite de saturacién;

b) Pasando esta concentracidn, los lipidos son extraidos de la membrana por
micelas de detergente previamente formadas, dando lugar a la coexistencia
de bicapas que contienen detergente y micelas que contienen lipidos;

¢) Finalmente ocurre la solubilizacién total de la membrana, y una adicién
extra de surfactante lleva a la formacion de micelas con una relacién molar

detergente/lipido mayor.

Dado que la perturbacién de la membrana celular por estos compuestos es
dirigida principalmente por procesos fisicoquimicos, los sistemas modelo de
membrana pueden aportar informacién valiosa para comprender el mecanismo de

accién de estas moléculas (Castillo et al., 2004).

1.2.1 Sistemas de membrana modelo
1.2.1.1 Eritrocitos de mamiferos

Los eritrocitos de mamiferos son el sistema modelo de membrana mdas popular
por diversos motivos. Poseen una estructura Unica comparada con la de otros tipos
celulares: son enucleados, lo que los convierte en el modelo mas sencillo y util para
medir propiedades de membrana al no contener organelas internas que puedan
interferir en las determinaciones. Los gldébulos rojos tienen forma de disco con una
seccién transversal bicdncava, lo que les provee un darea superficial maxima para el

mismo volumen celular. Su contenido fundamental es la hemoglobina, lo que facilita el
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estudio de su lisis mediante la cuantificacién de hemoglobina liberada. Ademas de ser
faciles de obtener en cantidad, tienen suficientes funciones comunes con otras células
especializadas, por lo que los resultados obtenidos pueden ser buenos indicadores de
la actividad bioldgica en condiciones fisioldgicas (Nogueira et al., 2012; Selim et al.,
2009; Svetina et al., 2004; Vives et al., 1999).

Para realizar este trabajo se eligieron eritrocitos humanos (GRH) y de carnero

(GBC), cuya composicién lipidica es conocida y se detalla en la tabla 1.1.

Tabla 1.1 Porcentaje molar de composicién lipidica de
fantasmas de eritrocitos humanos y de carnero.

Lipidos Fantasmas Fantasmas de
principales Humanos @ carnero
CHO 54,0+3,4 39,2+4,4
SM 12,1+2,1 41,5+3,2
PC 17,7+1,6 0,0+0,1
PE 11,7+0,9 14,0+ 1,7
PI/PS 6,4 +0,5 51+0,4

) Koumanov et al. 2005; © Mate et al. 2014. CHO: colesterol;
SM: esfingomielina; PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina;
PI/PS: fosfatidilinositol/fosfatidilserina.

Como se puede apreciar, la composicion lipidica de los eritrocitos de las
especies utilizadas difiere entre si. Si bien el contenido de colesterol es similar para
ambas especies, existen diferencias en la cantidad relativa de fosfatidilcolina (PC) y
esfingomielina (SM). En el caso de los GRC, se observa una alta proporcién de SM y
ausencia de PC, mientras que en los GRH se aprecia una menor proporciéon de SM
respecto de los GRC y presencia de PC.

La hemdlisis ocasionada por surfactantes es un proceso de gran importancia
tedrica y practica ya que pueden evaluarse de esta forma diversas propiedades de los
mismos, como su citotoxicidad, y potencial irritacion ocular. Estos compuestos
interactian con la membrana de los eritrocitos en una forma bifasica, protegiéndolos
de la hemodlisis hipoténica a bajas concentraciones e induciendo la hemdlisis a

concentraciones mayores (Sanchez et al., 2007).
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1.3 Objetivos generales del plan de trabajo

1. Llevar a cabo una busqueda bibliografica sobre el mecanismo de
catdlisis enzimatica, en particular del uso de proteasas como biocatalizadores en
reacciones de condensacién de aminoacidos, y especificamente, de su uso para la
sintesis de surfactantes derivados de aminoacidos, la purificacién de los mismos y
caracterizacion de los distintos mecanismos de interaccidon de surfactantes con
membrana.

2. Obtener adiestramiento en el manejo de procedimientos basicos de
laboratorio:

a) preparacion de soluciones buffer y otros reactivos de uso comun,

b) cuantificacion de proteinas,

c) preparacion de los biocatalizadores,

d) desarrollo de distintas técnicas cromatograficas para hacer
seguimientos de la cinética de las reacciones y la purificacién de los productos,

e) desarrollo de criterios para determinar la pureza y la identidad de
los productos obtenidos,

f) determinacién de las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de los
productos obtenidos,

3. Desarrollo de criterios para analizar y discutir resultados

experimentales,

4. Integrarse adecuadamente a un grupo de trabajo.
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1.4 Objetivos especificos del plan de trabajo

1. Obtencion y purificacion de surfactantes derivados de aminodcidos

obtenidos por biocatilisis,
2. Caracterizacion de la CMC de los dos surfactantes obtenidos,

3. Determinacién de la actividad hemolitica y proteccién contra la hemdlisis

hipotdnica de los surfactantes empleando eritrocitos humanos y de carnero,

4. Andlisis de los resultados y redaccion del trabajo final.
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CAPITULO 2
Materiales y Métodos



2.1. Preparacion del biocatalizador: inmovilizacion del extracto enzimatico de
papaina por adsorcion en poliamida

Para la preparacion del inmovilizado enzimdtico se disolvieron 300 mg del
extracto enzimatico (papaina, Fluka) junto con 150 mg de 1,4-ditiotreitol (DTT,
Invitrogen) en 3 ml de buffer bdérico-borato pH 8,5 conteniendo 1 mM de EDTA.
Se le agregaron 3 g de soporte sdélido (poliamida) y se homogeneizé agitando
vigorosamente en vortex. Finalmente, el biocatalizador fue secado por

liofilizacién y almacenado a -20°C.

2.2. Sintesis y purificacion de surfactantes catidnicos derivados de arginina

2.2.1. Sintesis semipreparativa de N*-benzoil-L-arginina-decilamida y N°-

benzoil-L-arginina-dodecilamida (Bz-Arg-NHC,)

Para la preparacion de la mezcla de reaccién, N*-benzoil-L-arginina etil éster
(Bz-Arg-OEt o BAEE, 20 mM) y decil- o dodecilamina (30 mM) fueron disueltos en
acetonitrilo (ACN) anhidro conteniendo 0,25% v/v de agua. Se incubé 1 g del
biocatalizador con 10 ml de la mezcla de reactivos bajo atmosfera de nitrégeno, en un
Erlenmeyer cerrado herméticamente, con agitacién constante (250 rpm) a 37°C
durante 72 horas.

Luego de la incubacién se separé el biocatalizador del medio de reaccién por
filtracion a través de papel, realizandose a continuacién lavados del mismo con
acetonitrilo (3x10 ml) y éter sulfurico (3x10 ml) de manera de eliminar el exceso de
amina. Finalmente, se extrajo el producto de reaccién adsorbido en la superficie del

biocatalizador mediante lavados con una mezcla MeOH:H,0 4:1 (3x10 ml).
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2.2.2. Purificacion de Bz-Arg-NHC, por cromatografia de intercambio

ionico

Para la purificaciéon de los surfactantes, Bz-Arg-NHCio y Bz-Arg-NHCi,, se
realizaron cromatografias de intercambio catiénico en un equipo Akta Purifier 10 (GE
Healthcare), utilizando una columna SP Sepharose Fast Flow (12 ml volumen de lecho,
GE Healthcare) segun lo descripto por Fait et al., (2015). Las mezclas de extraccion
conteniendo los productos fueron filtradas con una membrana de nylon de 0,22 um
(Osmonics). Las fases méviles empleadas fueron buffer bdrico-borato 0,01 M pH 8,5
con 50% v/v de etanol (buffer A) y buffer bérico-borato 0,01 M pH 8,5 con 50% v/v de
etanol y NaCl 1 M (buffer B). Se inyectdé 1 ml de muestra. El material no retenido fue
eluido mediante el lavado con dos volimenes de columna (VC) de buffer A. La elucién
del producto deseado se logré aumentando la concentracién de buffer B al 31%.
Finalmente se lavé la columna con 2 VC de buffer B, eliminando asi todo el resto que
pudiera haber quedado. El flujo se mantuvo a 1 ml/min a lo largo de todo el proceso, y
la deteccidn se realizé espectrofotométricamente a 215y 254 nm.

Las fracciones recolectadas de cada surfactante purificado, fueron
concentradas mediante evaporacion del solvente en rotavapor (Heidolph), vy
posteriormente desaladas por precipitaciones sucesivas con etanol absoluto (3x10 ml),

centrifugacién (13500 rpm, 15 minutos) y evaporacién del solvente.

2.3. Determinacion de la concentraciéon micelar critica (CMC) de Bz-Arg-NHC,
2.3.1. Determinacion por conductimetria

Se determind la concentracién micelar critica (CMC) de los surfactantes
conductimétricamente. En cada caso, se prepararon soluciones concentradas de
los surfactantes en agua nanopura MilliQ® Ilas cuales fueron diluidas
progresivamente. Para cada medida, las soluciones se equilibraron a 25°C
durante 10 minutos, registrdndose a continuacidn su conductividad

utilizando un conductimetro (WTW - Modelo LF 530, celda WTW LTA 01,
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K = 0,104). Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado. Los
valores de CMC para cada compuesto se obtuvieron a partir de las gréficas de

conductividad en funcion de la concentracion del surfactante.

2.4. Caracterizacion del mecanismo de interaccion de los surfactantes con

eritrocitos

2.4.1. Preparacion de las suspensiones de eritrocitos humanos y de

carnero

Para la preparacion de la suspensién de eritrocitos humanos (GRH) se utilizé el
protocolo descripto por Pape et al. (1987). Los glébulos rojos fueron obtenidos a partir
de sangre de voluntarios sanos del personal de nuestro laboratorio (CIPROVE, La Plata,
Argentina) utilizandose EDTA para prevenir su coagulacidn. Los eritrocitos fueron
aislados por centrifugacién a 3000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente, y
lavados tres veces con una solucién isoténica de buffer fosfato salino (PBS, del inglés
phosphate buffered saline) conteniendo NaCl 123,3 mM, NaxHPO4 22,2 mM y KH;PO4
5,6 mM en agua nanopura MilliQ® (pH 7,4; 300 mOsmol/l). Finalmente, las células se
resuspendieron en PBS a una densidad de 8x10° células/ml.

Los globulos rojos de carnero (GRC) fueron obtenidos a partir de sangre de
especimenes sanos pertenecientes a la Facultad de Ciencias Veterinarias (UNLP, La
Plata, Buenos Aires, Argentina) utilizandose EDTA para prevenir su coagulacion. Para
su conservacion, los eritrocitos fueron aislados por centrifugacién a 3000 rpm durante
15 min a temperatura ambiente, y resuspendidos en una solucién de Alsever
conteniendo dextrosa 113,79 mM, NazCsHs07.2H,0 27,2 mM y NaCl 71,87 mM en agua
nanopura MilliQ® (pH 6,1). Para los ensayos, las células fueron lavadas con PBS vy

resuspendidas en el mismo buffer a una densidad de 1x10%° células/ml.
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2.4.2. Determinacion de la actividad hemolitica de Bz-Arg-NHC,

La actividad hemolitica de los surfactantes BzArgNHCio y BzArgNHCi; fue
comparada con la de cetrimide, un surfactante catiénico comercial, de acuerdo a
Sanchez et al. (2006). Se prepararon soluciones de surfactantes a distintas
concentraciones, entre 1,6 y 2000 pg/ml para BzArgNHC, y entre 1,9 y 1000 pg/ml
para cetrimide, en PBS isoténico (300 mOsm/l). Alicuotas de las suspensiones de
eritrocitos (25 pl) humanos o de carnero fueron expuestos a 1 ml de las soluciones de
los surfactantes e incubados a 37°C por 10 min. Se realizaron controles con agua
nanopura MilliQ® (100% de hemodlisis) y PBS isotdnico. Posteriormente se recuperé el
sobrenadante de cada muestra mediante centrifugacién a 3000 rpm durante 15 min.
La cuantificacion de la hemoglobina liberada en el sobrenadante se midid
espectrofotométricamente a 540 nm, y se determind el porcentaje de hemédlisis por
comparacion con el control tratado con agua nanopura MilliQ® (100% de hemodlisis).
Todas las determinaciones se realizaron al menos por triplicado.

Con los datos obtenidos se construyeron curvas dosis-respuesta para cada uno
de los compuestos, a partir de las cuales se establecié la concentracién que induce el

50% de hemdlisis (HCsp).

2.4.3. Efecto de los surfactantes sobre la resistencia de los eritrocitos a la

lisis hipotodnica
2.4.3.1. Proteccidn contra la hemodlisis hipotonica

La actividad antihemolitica de BzArgNHC10 y BzArgNHC1, fue comparada con la
de cetrimide de acuerdo con Nogueira et al. (2012). Se prepararon soluciones de
distintas concentraciones de los surfactantes por debajo de sus respectivas HCso (entre
0,8 y 200 pg/ml para BzArgNHCio; 1,2 y 300 ug/ml para BzArgNHC12 y entre 0,2 y 50
ug/ml para cetrimide) en PBS hipotdnico. Este ultimo fue preparado por dilucién de
PBS 300 mOsm/I de manera tal que ocasionara el 80-90% de hemdlisis de las muestras
sin tratar (ausencia de los surfactantes). Alicuotas (25 ul) de la suspensién de

eritrocitos humanos o de carnero fueron anadidas a 1 ml de las soluciones de los
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surfactantes e incubadas a 37°C durante 10 min, incluyéndose ademas controles en
presencia de agua nanopura MilliQ® y PBS hipotdnico. A continuacién, las muestras
fueron centrifugadas a 3000 rpm por 15 min para separar las células intactas. El grado
de hemdlisis fue determinado segun el procedimiento descripto en el punto 2.4.2.
Todas las medidas fueron realizadas al menos por triplicado.

Con los datos obtenidos se construyeron curvas dosis-respuesta para cada uno
de los compuestos, estableciéndose en cada caso la concentraciéon antihemolitica
maxima (cAHmax), definida como la concentracion de cada surfactante responsable de
la maxima proteccion contra la hemdlisis hipotdnica. Asimismo, la potencia
antihemolitica (pAH) de los surfactantes fue expresada como el porcentaje de
reduccion de hemdlisis alcanzado a la cAHmsx respecto del valor obtenido en las

muestras sin tratar.

2.4.3.2. Célculo del porcentaje de expansion de volumen celular

Se determind el porcentaje de expansion del volumen celular inducido por los
surfactantes sobre GRH y GRC. Para ello se prepararon soluciones de los surfactantes a
sus respectivas cCAHmax en PBS de osmolaridades entre 85y 205 mOsm/| para los GRH y
entre 115 y 235 mOsm/| para los GRC. Durante el ensayo, alicuotas (25 ul) de las
suspensiones de eritrocitos fueron incubadas con 1 ml de las soluciones de los
surfactantes. Asimismo, se realizaron controles de los eritrocitos incubados en PBS de
las osmolaridades antes detalladas sin la adicién de los surfactantes. El grado de
hemdlisis en cada caso fue determinado por el procedimiento descripto en el punto
2.4.2. Todas las medidas fueron realizadas al menos por triplicado.

Con los resultados obtenidos se construyeron curvas dosis-respuesta y se
determiné en cada caso la osmolaridad capaz de provocar el 50% de hemdlisis (Cso).
Los cdlculos de la expansion de volumen inducido por los surfactantes se llevaron a
cabo segun Ponder (1948), quien propone que la asociacion entre el volumen
hemolitico critico (Vi) y la concentracion osmotica que produce el 50% de hemdlisis
(Cso) es descripta por la siguiente ecuacién:

Vh = Vhna + Va (Ciso/Cs0)
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Donde Vna es el volumen osmdticamente no activo del GR, representado por el
30% del volumen normal del eritrocito (Vo); Va es la parte osmdticamente activa del
volumen del eritrocito, representado por el 70% de V, (Vo= 98 fl; Vna = 29,4 fl;
Va = 68,6 fl para los GRH y V=34 fl; Vna =10,2 fl; V, = 23,8 fl para los GRC); y Ciso €5 la
concentraciéon isoosmatica (300 mOsm/I). Para cada compuesto, se calculé el aumento
porcentual del Vi de las células tratadas respecto del Vi control (ausencia de los

surfactantes).
2.4.4. Efecto de los surfactantes sobre la morfologia de los eritrocitos

Se estudié el efecto de los surfactantes sobre la morfologia de eritrocitos
humanos a través de su observacién al microscopio éptico. Se prepararon soluciones
stock 1 mg/ml de los surfactantes en PBS isotonico (300 mOsm/l). Durante cada
ensayo, 2 ul de la solucion del surfactante fueron colocados sobre un portaobjetos,
adicionandole 3 pl de una solucién de albumina 0,5% en PBS 300 mOsm/| (Jay 1975).
Luego de agregar 0,5 pl de la suspensién de eritrocitos (8x10° células/ml) las muestras
fueron cubiertas con un cubreobjetos y observadas al microscopio dptico (Olympus)

bajo un aumento de 1000 X, tomandose fotografias a distintos tiempos.

2.5. Analisis estadistico

Los valores de CMC fueron calculados a partir de la interseccidn lineal de las
curvas de conductividad vs concentracion. Dichas curvas fueron obtenidas mediante
un analisis de regresién lineal utilizando el programa OriginPro 8°.

Los resultados de hemodlisis (isotonica e hipotdnica) fueron expresados como
porcentaje de hemélisis respecto del control completamente hemolizado. Los valores
de HCso y Csp se calcularon a partir de las curvas dosis-respuesta correspondientes
ajustadas a la distribucién de Boltzmann utilizando el programa OriginPro 8°.

Para los ensayos de proteccion contra la hemdlisis hipotdnica se evaluaron
diferencias significativas entre las medias de los distintos grupos de datos mediante el
test one-way ANOVA (analysis of variance) utilizando el programa GraphPad Prism®,

seguido del test de Tukey para comparaciones multiples (P-value < 0,05).
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CAPITULO 3

Resultados y Discusion



3.1. Sintesis y purificacion de Bz-Arg-NHC,

La sintesis de los surfactantes derivados de arginina, Bz-Arg-NHCio vy
Bz-Arg-NHCy,, fue llevada a cabo por condensacion enzimatica del reactivo comercial
Bz-Arg-OEt (BAEE) y decil- o dodecilamina, respectivamente, utilizando papaina
adsorbida sobre poliamida (pap/pol) como biocatalizador (figura 3.1). Los
rendimientos alcanzados para estas sintesis (>86%) permitieron la obtencién de los

surfactantes en cantidades semipreparativas (Fait et al., 2015).

HoN H
0 O\/ W P OH o] I\EW
n
HN U HN
- pap/pol
0 120 rpm; atm Ny o
HN.__NH; 31°C, 72 hores HN.__NH;
\ﬁ ) \[/@
NH, NH,

Figura 3.1 Esquema de reaccion de sintesis para BzArgNHC,, utilizando papaina adsorbida en

poliamida (pap/pol) como biocatalizador.

La purificacion de los compuestos sintetizados se realizdé por cromatografia de
intercambio catidénico colectandose el pico correspondiente al producto en cada caso
(Figura 3.2), cuyo tiempo de retencién fue aproximadamente de 37 minutos. Se
reunieron las fracciones de cada producto por separado, y fueron desaladas segun lo

descripto en la seccién de materiales y métodos.
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Figura 3.2 Cromatograma correspondiente a la purificacion de a) Bz-Arg-NHCyo y b) Bz-
Arg-NHCy; por cromatografia de intercambio catidnico. El pico sefialado corresponde al
producto de sintesis Bz-Arg-NHCn (tiempo de retencidn: 37 minutos, B: 31%). Se
muestran las absorbancias a 215 y 254 nm. En el eje secundario (%B) se muestra el
gradiente de elucion con buffer bérico-borato 0,01M pH 8,5, etanol 50%, NaCl 1M.

3.2. Determinacion de la CMC de Bz-Arg-NHC, por conductimetria
Para cada compuesto se realizaron las medidas conductimétricas como se

describié en la seccidon de materiales y métodos, graficandose a continuacion los datos
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de conductividad en funciéon de la concentracidon de tensioactivo (figura 3.3). Los
valores de CMC fueron calculados a partir de la interseccion lineal de los graficos de
conductividad vs concentracién. La CMC calculada para Bz-Arg-NHCip fue de

0,4 £ 0,3 mM, mientras que para Bz-Arg-NHC12de 0,13 £ 0,10 mM.
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Figura 3.3 Conductividad (uS/cm) en funcion de la

concentracién (mM) de a) Bz-Arg-NHCyoy b) Bz-Arg-NHC,.

Los resultados obtenidos por conductimetria fueron contrastados con los
determinados por medidas de tension superficial. Como se puede observar en la tabla
3.1, por las distintas metodologias se obtuvieron valores diferentes de CMC. En ambos

casos Bz-Arg-NHC12 mostré una CMC menor que la de Bz-Arg-NHCip, lo que se explica



por el largo de la cadena hidrocarbonada: a mayor hidrofobicidad de la molécula,

mayor tendencia a formar agregados, por lo que menor serd su CMC.

Tabla 3.1 Concentracion micelar critica de los surfactantes derivados de
arginina obtenida por medidas de conductividad y tensién superficial.

cMmC
Compuesto
Conductimetria Tension superficial
(mM) (mM)
Bz-Arg-NHCyp 0,4+0,3 0,19+0,04
Bz-Arg-NHCy; 0,13+0,10 0,08 £0,01

Se ha reportado la sintesis de surfactantes derivados de arginina con estructura
similar a la de Bz-Arg-NHC, (Moran et al., 2001; Infante et al. 2004). Los mismo pueden
agruparse en dos series de compuestos: N*-acil-L-arginina-metil ésteres (figura 3.4,
Serie Il) y arginina-N-alquiilamidas (figura 3.4, serie Ill). Entre los compuestos de
estructura similar a Bz-Arg-NHCi; pueden mencionarse arginina-N-lauril amida
diclorihidrato (Arg-NHCi2, ALA) y N%-lauril-L-arginina-metil éster clorhidrato (LAM),
mientras que arginina-N-caproil amida diclorihidrato (Arg-NHCi, ACA) vy
N°-caproil-L-arginina-metil éster clorhidrato (CAM) serian los andlogos a Bz-Arg-NHCjo.
Puede observarse una gran similitud estructural entre los compuestos de la serie lll y
Bz-Arg-NHC,, siendo la Unica diferencia la desproteccién del grupo amino del carbono
o perteneciente a la arginina, lo que le otorga a los surfactantes de la serie Ill una
doble carga positiva. En el caso de Bz-Arg-NHC,, el grupo a-amino del residuo de
arginina se encuentra unido a grupo benzoilo altamente hidrofébico. Con respecto a la
serie ll, la diferencia estructural con Bz-Arg-NHC, es mas notoria, ya que es el grupo
amino unido al carbono a de la arginina el que participa en el enlace amida que une el
nlcleo polar a la cadena alifatica hidrocarbonada. Asimismo, en esta serie de
compuestos el grupo carboxilo de la arginina forma un enlace éster con un metilo. La
principal similitud de los surfactantes pertenecientes a la serie Il con Bz-Arg-NHC,

radica en la presencia de una Unica carga positiva en el nucleo polar.
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Figura 3.4. Comparacion de las estructuras de las series de
surfactantes derivados de arginina. Serie |: N*-benzoil-L-arginina-
acilamidas; Serie Il: N%acil-L-arginina-metil ésteres; Serie lll:
arginina-N-alquiilamidas.

Se ha llevado a cabo el estudio de las propiedades fisicoquimicas de estos
compuestos (Moran et al.,, 2001; Infante et al. 2004; Piera et al. 1998;
Pinazo et al. 2011). La tabla 3.2 resume algunas de ellas. En el caso de la CMC, para
todas las series pudo observarse el mismo comportamiento que en el caso de
Bz-Arg-NHC,: los derivados con una cola hidrofébica de 12 carbonos de largo
presentaron valores de CMC menores que las contrapartes de 10 carbonos. Por otro
lado, comparando las CMC obtenidas para las tres series de compuestos se pudo
establecer el siguiente orden: serie | < serie Il < serie lll. Este hecho podria explicarse
por las diferencias estructurales de los mismos, en particular la presencia del grupo
aromatico benzoilo en nuestros compuestos, lo que resulta en una importante
disminucion en la solubilidad en medio acuoso. La solubilidad acuosa de los
surfactantes derivados de arginina fue determinada previamente por nuestros grupo
de trabajo, siendo de 0,8 mg/ml (1,91 mM) para Bz-Arg-NHCi0y 0,2 mg/ml (0,45 mM)
para Bz-Arg-NHCj,.

Por otro lado, Pérez et al. (1996) ha informado la sintesis de surfactantes
gemini  derivados de arginina con estructura similar a LAM,
N N®-bis(N*-lauroilarginina) a,w-dialquilamidas 6 C.(LA), (figura 3.5). Del estudio
mediante diferentes metodologias de la CMC de esta familia de compuestos se infirid
la existencia de dos CMCs, sugieriendo asi la formacién de diferentes tipos de
agregados (Pinazo et al., 2011). La menor CMC o CMC;y, registrada entre 0,002 y 0,005
mM, fue detectada por medidas de tension superficial. Las determinaciones
conductimétricas evidenciaron un segundo valor de CMC o CMC; entre 0,3 y 0,6 mM,

la cual es aproximadamente 2 érdenes de magnitud mayor que la CMCi. El menor
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valor de CMC puede corresponderse con la formacién de agregados no globulares de
pequefio numero de agregacién (numero de moléculas por agregado), mientras que a
concentraciones mayores que la CMC; existe una fuerte evidencia de la formacion de
estructuras globulares tipo micela (Pinazo et al., 2011). A modo de ejemplo, en la tabla
3.2 se resumen las propiedades fisicoquimicas de N® N“-bis(N*-lauroilarginina)
o,w-dipropilamida 6 Cs(LA).. Los valores de CMC registrados para los surfactantes
gemini C,(LA); fueron del orden de los observados para Bz-Arg-NHC,, y ambos
menores que los registrados para LAM. Asimismo, las diferencias encontradas en los
valores de CMC de Bz-Arg-NHC, determinados por las distintas metodologias podrian

atribuirse a la formacién de diversos tipos de agregados.

Tabla 3.2. Propiedades fisicoquimicas de distintos surfactantes derivados de arginina.

Serielll Serie lll
Surfactante Cs(LA):
LAM CAM ALA ACA
N° de carbonos® 12 10 12 10 12
PM 406,6 378,6 414,46 386,41 822,6
Solubilidad (mg/ml) 92 ND 322,2 343,7 90
(b)
CMC (mM) 6,0 16 1,8x10° 26x10° 0,5)(;(56)

@Numero de carbonos de la cadena hidrofébica unida a la arginina. ® cmci, determinada por
medidas de tensién superficial. ) cmcz, determinada por medidas de conductividad. Datos
informados por Pinazo et al. 2011.

"5, (C3
ij Q 15 o

HN ﬁ/\%\ﬁ NH

de la cadena espaciadora (n=s + 2).

H H
HoN o o NH,

Figura 3.5. Estructura quimica de los surfactantes
gemini N% N“-bis(N*lauroilarginina) a,w-dialquilamida
6 Cn(LA),, donde n es el nimero de atomos de carbono
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3.3. Caracterizacion del mecanismo de interaccion de los surfactantes con
eritrocitos

3.3.1. Actividad hemolitica de Bz-Arg-NHC,

La evaluacion de la actividad hemolitica de los surfactantes es un indicador de
la citotoxicidad de los mismos. Con el fin de profundizar acerca de la interaccion de los
surfactantes con las membranas bioldgicas se analizé la susceptibilidad de eritrocitos
de dos especies distintas con Bz-Arg-NHC1o y Bz-Arg-NHCi2, y se la comparé con la del
tensioactivo comercial cetrimide. Como se dijo en la seccidén 1.2, se utilizaron glébulos
rojos humanos y de carnero, debido a sus diferencias en la composicién lipidica y
proteica de membrana.

Para determinar la actividad hemolitica, se incubaron eritrocitos de cada
especie en presencia de soluciones de los surfactantes a distintas concentraciones en
medio isotonico. A partir de las medidas realizadas se calcularon los porcentajes de
hemolisis obtenidos en cada caso, graficdAndose a continuacion las curvas de hemolisis
en funcidn de la concentracién del surfactante (Figura 3.6).

Para la hemdlisis de los eritrocitos de carnero (figura 3.6a) se pudo apreciar un
comportamiento sigmoidal en el caso del tratamiento con los compuestos derivados
de arginina, mientras que para cetrimide, fue hiperbdélico. Por otro lado, para la lisis de
los GRH inducida por Bz-Arg-NHCip y cetrimide (figura 3.6b) los comportamientos
fueron similares a los observados para los GRC, mientras que para los tratados con
Bz-Arg-NHC1, se evidencid un comportamiento hiperbdlico en lugar de sigmoidal. La
forma hiperbdlica de la curva indicaria la presencia de un efecto de cooperatividad en
la interaccion surfactante-membrana.

A partir del ajuste de los datos a una distribucién de Boltzmann, pudieron
obtenerse los valores de HCso para cada surfactante, es decir, la concentracién del
mismo responsable del 50% de hemdlisis. Los resultados obtenidos se resumen en la
tabla 3.3. Como puede apreciarse, a pesar de las diferencias en la composicion de las
membranas de los GR estudiados, los surfactantes demostraron tener valores de HCso
comparables en ambos sistemas. Para los surfactantes derivados de arginina
sintetizados, se observd una menor HCso cuanto mayor fuese la longitud de la cola

hidrocarbonada, lo cual se relaciona con una mayor hidrofobicidad de la molécula.
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Figura 3.6 Hemdlisis inducida por Bz-Arg-NHC,, Bz-Arg-NHCyo y cetrimide
en (a) eritrocitos de carnero y (b) eritrocitos humanos.

Estos resultados ponen en evidencia que el mecanismo hemolitico depende no
solo de la naturaleza del surfactante en cuestién, sino también de las propiedades
biofisicas de la membrana. Es sabido que la membrana de los GRC, por su mayor
contenido de SM , presenta un estado de mayor orden o “menor fluidez”. De alli que
ambos surfactantes, Bz-Arg-NHC,, muestran un comportamiento sigmoidal. En el caso
de GRH, este comportamiento solo se observa para el derivado de menor caracter
hidrofdbico (Bz-Arg-NHCip).

En el caso de los GR tratados con cetrimide las HCso encontradas fueron

menores que la CMC del surfactante, sugiriendo que seria el mondmero el responsable
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de la actividad litica. Tanto en el caso de Bz-Arg-NHCio como en el de Bz-Arg-NHCj;, los
valores de HCso calculados fueron mayores que las correspondientes CMC de los

compuestos, lo que podria explicarse mediante dos posibles mecanismos:

1) Los agregados serian los que interactuarian con la membrana del eritrocito,
y removerian lipidos de la misma, produciendo finalmente la hemdlisis.

2) Los mondmeros serian responsables del efecto hemolitico pero debido a la
baja CMC del surfactante, la cantidad de mondmeros a esta concentraciéon
no seria suficiente para producir la lisis, requiriendo mayores

concentraciones del surfactante para lograrlo.

Los resultados obtenidos mediante estos ensayos no permitieron discernir el
mecanismo implicado.

Los valores de HCso pueden relacionarse con el poder hemdlitico de los
compuestos: cuanto mayor es su poder hemolitico, menor es su HCso. A partir de los
resultados obtenidos se puede establecer el siguiente orden de poder hemolitico:
Bz-Arg-NHCio < Bz-Arg-NHCi; < cetrimide, tanto para GRH como para GRC. Este orden
sugeriria que Bz-Arg-NHC, perturba la membrana del eritrocito en menor medida en

comparacion a cetrimide.

Tabla3.3 Valores de HCso para cada surfactante expresados en pg/ml

HCso
Surfactante pg/ml (mM)
GRH GRC

630,58 + 7,04 707,6 £12,0
Bz-Arg-NHC1,

(1,41 £ 0,02) (1,59 + 0,03)

1100,40 + 24,20 1019,9+11,8

Bz-Arg-NHCqo

(2,63 + 0,06) (2,44 + 0,03)

Cetrimide 52,21 £ 4,67 33,8+1,5
(0,16 +0,01) (0,101 + 0,004)

Se ha reportado la actividad hemolitica sobre GRH de los surfactantes
derivados de arginina pertenecientes a las series descriptas en el punto 3.2 (Moran et

al., 2001; Infante et al., 2004; Piera et al., 1998; Pérez et al., 2002). Los valores de HCso



informados en bibliografia para los mismos se resumen en la tabla 3.4. Como puede
observarse, todos los compuestos derivados de arginina revelaron actividad
hemolitica. Cada una de estas series mostré un comportamiento similar al observado
en el caso de Bz-Arg-NHC,: los derivados con una cola hidrofébica de 10 carbonos de
largo presentaron menor poder hemolitico que sus analogos de 12 carbonos.

Teniendo en cuenta los valores de HCsp reportados para los compuestos
pertenecientes a las series Il y Ill, y comparandolos con los obtenidos para
Bz-Arg-NHC, (serie 1), se puede establecer el siguiente orden de poder hemdlitico:
serie lll < serie | < serie Il. Es posible proponer que la interaccion del surfactante con la
membrana tenga lugar en al menos dos etapas: la primera, vinculada con la adsorcién
del mismo a la membrana del eritrocito y favorecida por interacciones electrostaticas,
y la segunda relacionada su insercidn en la matriz hidrofébica de la membrana. La
presencia de dos cargas positivas en la porcidon polar de los compuestos de la serie lll
favoreceria la primera etapa, sin embargo, los surfactantes de la serie | y Il presentan
mayor poder hemolitico evidenciando la importancia de las interacciones hidrofébicas
en el proceso. Por otro lado, al comparar la CMC de los compuestos de la serie | y I,
vemos que el mayor valor de CMC se correlaciona con el mayor poder hemolitico, lo
que estaria indicando que los mondmeros y no los agregados serian responsables de la

actividad hemolitica de los surfactantes ensayados en este trabajo.

Tabla 3.4. Actividad hemolitica de los surfactantes derivados de arginina de la

serie Il y ll1.
Seriell Serie lll
Surfactante
LAM CAM ALA ACA
HCso (uM) 51,25 117,92 >2400 >2600

3.3.2. Efecto de los surfactantes sobre la resistencia de los eritrocitos a la lisis
hipotdnica

El efecto hemolitico de los surfactantes depende de su concentracion: si bien a

altas concentraciones son capaces de producir la lisis de los GR, a bajas

concentraciones en medio hipoténico pueden presentar un efecto protector
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(comportamiento bifasico). Teniendo esto en cuenta, se estudid la capacidad
protectora de los surfactantes contra la hemdlisis hipoténica de eritrocitos humanos y
de carnero, comparandola con la observada para cetrimide.

La figura 3.7 muestra el porcentaje de hemdlisis en funcion de la concentracién
de Bz-Arg-NHCi2, Bz-Arg-NHCio o cetrimide para a) GRC y b) GRH. La linea roja
horizontal muestra el porcentaje de hemdlisis alcanzado en ausencia de los
surfactantes (86,04% para GRC y 84,38% para GRH). Todos los surfactantes

evidenciaron el comportamiento bifasico antes descripto.
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Figura 3.7 Dependencia del grado de hemdlisis hipoténica en funcién de la

concentracion (pug/ml) de Bz-Arg-NHCi,, Bz-Arg-NHCy y cetrimide sobre (a)
eritrocitos de carnero y (b) eritrocitos humanos.
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Observando los graficos obtenidos para cada especie de eritrocitos, se puede
ver que en el caso de los GRH los tres surfactantes mostraron un mayor efecto
protector que en caso de los GRC, para los que sélo se observd un efecto significativo
en el caso de Bz-Arg-NHCj,.

A partir de estos graficos se determind para cada compuesto la concentracidn
antihemolitica maxima (cAHmsx) que representa la mayor concentracién de surfactante
responsable de la maxima proteccidn contra la hemdlisis hipotdnica (menor porcentaje
de hemdlisis). Para esta concentracién se calculd la potencia antihemolitica maxima
(pAH), expresada como el porcentaje de reduccién del grado de hemédlisis respecto del

valor obtenido de las muestras sin tratar. Los resultados se resumen en la tabla 3.5.

Tabla 3.5 Valores de cAHmax y pAH para eritrocitos humanos y de carnero

Eritrocitos Humanos Eritrocitos de Carnero
Surfactante AHumse pAH AHomse DAH
ug/ml (uM) % ug/ml (uM) %
Bz-ArgNHC;, 300,0 (672,1) 67,32 150,0 (336,1) 37,54
Bz-ArgNHCy 50,0 (119,5) 23,22 25,0 (59,8) 6,16
Cetrimide 12,5 (37,2) 57,38 6,3 (18,7) 6,11

Si bien las cAHmax obtenidas para los GRH fueron el doble de las cAHmax
registradas para los GRC en todos los casos, las pAH presentaron una alta variabilidad
dependiendo tanto de la naturaleza del eritrocito como del surfactante estudiado. En
el caso de los GRH se observé una mayor proteccion frente a la lisis hipoténica, ya que
no solo los surfactantes demostraron un efecto protector a mayores concentraciones,
sino que la reduccidn en el porcentaje de hemdlisis fue mayor para los tres

compuestos.

A partir de los resultados obtenidos pueden establecerse los siguientes érdenes
de poder protector o antihemolitico: Bz-Arg-NHCio < cetrimide < Bz-Arg-NHC1, para los
GRH, y cetrimide = Bz-Arg-NHCio < Bz-Arg-NHC1; para GRC. Para las dos especies de GR
se observd una mayor proteccién contra la hemdlisis hipotdnica en presencia de

Bz-Arg-NHCi2, con una pAH de 67,32% para GRH y 37,54% para GRC. Bz-Arg-NHCip
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seria el compuesto menos protector, con una pAH de 23,22% para GRH y 6,16%, casi
cuatro veces menos, para los GRC.

Si bien en la bibliografia no se ha reportado el estudio de las propiedades
protectoras contra la lisis osmdtica de otros surfactantes derivados de arginina, si se lo
ha hecho para derivados de otros aminodcidos catidnicos como la lisina.
Nogueira et al. (2012) ha descripto la sintesis y el estudio de las propiedades
antihemoliticas de N*-miristoil lisina metil éster (MLM), cuya estructura se muestra en
la figura 3.8. En el caso de MLM el grupo a-amino de la lisina participa en un enlace
amida que une el nucleo polar a una cadena alifatica hidrocarbonada de 14 carbonos.
Al igual que para los derivados de arginina de la serie Il, el grupo carboxilo del
aminoacido se encuentra unido a través de un enlace éster a un metilo. Como en el

caso de Bz-Arg-NHC,, MLM presenta un nucleo polar con una Unica carga positiva.

0 O O-

o)

12

®
NH3

Figura 3.8 Estructura del surfactante
cationico derivado de lisina N*-miristoil lisina
metil éster (MLM). PM: 406,66 g/mol.

Al tratar GRH con MLM, al igual que con Bz-Arg-NHC,, también se ha observado
un comportamiento bifasico. En medio isétonico, y a pH < 8,1 (es decir, por debajo de
su pKa), MLM presenté actividad hemolitica, siendo su HCsp igual a 71,89 pg/ml. Si bien
este valor de HCso revela un mayor poder hemolitico respecto del observado para
Bz-Arg-NHC,, a concentraciones menores que este valor se observd una considerable
capacidad protectora. La cAHmax registrada para MLM fue de 20 pg/ml, similar a la
encontrada para Bz-Arg-NHCi. Sin embargo, MLM presentd una mayor potencia
antihemolitica, ya que se evidencié una disminucién del 58,27% respecto de la

hemdlisis observada en medio hipotdnico en ausencia del surfactante.
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Para relacionar el efecto protector frente a la hemdlisis hipotdnica de los
surfactantes derivados de arginina sintetizados con la especie molecular (monémero o
agregado) responsable del mismo, en los graficos de protecciéon contra la hemdlisis

hipotdnica las concentraciones fueron expresadas en unidades de CMC (Figura 3.9).

En el caso de los GR tratados con Bz-Arg-NHCio (figura 3.9a) el efecto protector
contra la hemdlisis hipotdnica se observé en un rango de concentraciones por debajo
de su CMC (96,3 pg/ml). Por encima de esta concentracion, se registré una drastica
disminucién en el efecto protector, lo que sugeriria que es el mondémero la especie

molecular responsable del efecto protector frente a la hemolisis hipotdnica.

Por su parte, Bz-Arg-NHCi, (figura 3.9b) demostré un comportamiento
protector contra la lisis osmdtica para la mayoria de las concentraciones ensayadas. Si
bien se observé proteccién para concentraciones menores a la CMC, este efecto fue
mayor por encima de la misma, encontrandose una cAHm:x de aproximadamente 8
veces su CMC. Al igual que la hemdlisis en medio isotdnico, (seccion 3.3.1), el
resultado observado podria deberse a la baja concentracion de mondmeros en

solucién como consecuencia de su baja CMC.

Cetrimide (figura 3.9 c) sélo mostré un efecto protector en el caso de los GRH,

ya que para los GRC no se observé una reduccion del grado de hemolisis significativa.
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El mecanismo por el cual los compuestos anfifilicos protegen contra la
hemodlisis hipotdnica todavia no ha sido totalmente dilucidado. Una de las principales
teorias propuestas para explicar este efecto protector es que al intercalarse la
molécula anfifilica en la membrana aumentaria la relacion “drea de
membrana/volumen celular” o la capacidad de la membrana de expandirse,
permitiendo al eritrocito alcanzar un mayor volumen hemolitico critico, Vi ( Sdnchez et

al., 2007).

Para ver el efecto de los compuestos sobre el volumen de los eritrocitos, los
mismos fueron expuestos a medios de distinta osmolaridad en presencia de los
surfactantes a sus respectivas cAHmsx. Con los datos registrados en cada caso se
construyeron curvas de porcentaje de hemdlisis en funcién de la osmolaridad del
medio (Figura 3.10). A partir del ajuste de los datos a una distribucién de Boltzmann,
pudieron obtenerse los valores de Csp para cada condicién, es decir, la osmolaridad del
medio responsable del 50% de hemdlisis. Con estos datos se calcularon los Vi tedricos
para cada surfactante y en ausencia de los mismos (control) segin la ecuacién
descripta en la seccion de materiales y métodos. Para las muestras tratadas con
surfactante se calculé ademas la expansion de volumen respecto del control (Vexp). LOs
resultados obtenidos se resumen en la tabla 3.6. Como puede apreciarse, los valores
de Cso encontrados para los GRC son aproximadamente un 10 % mayores que los
registrados para GRH, lo que indicaria que los GRH soportan una mayor hipotonicidad.

Sin embargo, esto no se correlacionaria con los Vexp calculados.

Tabla 3.6 Volumen de expansién inducido por los surfactantes en eritrocitos humanos y de
carnero.

Cso (MOsm/1) Vi (fl) Vexp (%)
Tratamiento
GRH GRC GRH GRC GRH GRC
Bz-Arg-NHC;, | 128,2+0,8 142 +1 190+1 60,5+0,4 3,8+0,6 | 15,15+0,7
Bz-Arg-NHC,, | 127,5+0,6 | 160,6+0,4 | 190,8+0,7 | 54,6%0,1 43+0,4 | 4,07+0,2
Cetrimide 126,8+0,3 153 +3 191,7+0,4 | 56,8+0,9 48+0,2 | 826+1,8
Control 134,1+0,1 | 168,8+0,6 | 182,9+0,4 | 52,5%0,2 - -
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Figura 3.10 Lisis osmotica de (a) eritrocitos de carnero y (b) eritrocitos

humanos en PBS (control) y PBS adicionado con Bz-Arg-NHCyo,
Bz-Arg-NHC;; y cetrimide.

Como puede apreciarse, se observd un aumento en el volumen hemolitico
critico para los GR de ambas especies tratados con los surfactantes respecto del
control. Sin embargo, en la mayoria de los casos este aumento no representd una

expansiéon del volumen significativa. SAlo se registraron cambios relevantes en los



casos de los GRC tratados con Bz-Arg-NHCi; y cetrimide, donde se encontraron
aumentos del volumen del 15,15 y 8,26% respectivamente. Estos resultados sugieren
que no existiria una relacion entre el efecto protector contra la lisis osmética de cada
compuesto y cambios en el volumen de los GRH, aunque si en el caso de los GRC.

Se ha reportado el estudio de los cambios en el volumen hemolitico critico para
GRH y de rata tratados con MLM (Nogueira et al. 2012). En el caso de los GRH se
registr6 un aumento en el volumen celular del 13,90%. En este trabajo, aunque no
consiguieron establecer una correlacion directa entre la potencia antihemolitica y Ve,
los autores concluyeron que el mecanismo de proteccion dependeria tanto de la
naturaleza quimica del compuesto como de la composicién de la membrana estudiada

en cada caso.

3.3.3. Efecto de los surfactantes sobre la morfologia de los eritrocitos

Una de las teorias propuestas para explicar el efecto antihemolitico de los
surfactantes es que la proteccién inducida por los mismos estaria relacionada con
rearreglos en la membrana del eritrocito, desencadenados por la intercalacién de los
compuestos anfifilicos en la misma. Se ha demostrado que estos compuestos a
concentraciones subliticas pueden ejercer profundas reorganizaciones en la membrana
de los glébulos rojos, incluyendo la liberacion de componentes celulares y la formacién

de vesiculas (Hagerstrand & Isomaa, 1991).

Las reorganizaciones en la membrana del eritrocito pueden derivar en
importantes cambios morfolégicos. Se pueden distinguir distintos estadios en la

transformacion del GR normal a GR esférico prelitico (Bessis, 1973):

1. Discocito normal (figura 3.11a), célula con forma de disco biconcavo.

2. Estomatocito (figura 3.11b), célula unicdncava con una depresion
central elongada y apariencia de copa o estoma.

3. Equinocito (figura 3.11c y d), célula con multiples protrusiones

redondeadas distribuidas de manera uniforme en su membrana.
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4. Esferocito, en el estadio previo a la lisis del GR se observa una
transformacién a la forma esférica debido a la pérdida de porciones de
la membrana con la consiguiente disminucion del volumen celular.

Las transformaciones en la morfologia del eritrocito pueden ser interpretadas
en términos de modificaciones en la relacidn entre las areas de la monocapa interna y
externa de la membrana (Vives et al., 1999; Svetina et al., 2004). Esto ocasiona la
liberacion de vesiculas: exovesiculas en el caso de los equinocitos o endovesiculas para

los estomatocitos (Hagerstrand & Isomaa, 1994).

Figura 3.11 Morfologia de los GRH: (a) discocito (GR normal), (b) estomatocito |,
(c) equinocito Il (plano), (d) equinocito Il (esférico). Imagen tomada de Bessis
1973.

Se estudid el efecto de los surfactantes Bz-Arg-NHC, sobre la morfologia de
eritrocitos humanos a través de su observacién al microscopio éptico, con la adicién de
albumina 0,5% de manera de evitar la crenacion de los mismos por contacto con el
vidrio (Jay 1975). La concentracién de cada surfactante utilizada en el ensayo fue
definida teniendo en cuenta que no ocasionara un porcentaje de hemdlisis mayor al

10%.

La figura 3.12 muestra fotografias a distintos tiempos de incubacién de los
eritrocitos tratados con Bz-Arg-NHCio y Bz-Arg-NHCi», y en ausencia de los mismos. En
los dos primeros casos, se apreciaron cambios notables en la morfologia normal de los

GR.

Para los GR tratados con Bz-Arg-NHC;; (figura 3.12a) se observé inicialmente la
formacién de equinocitos (t < 2 min), seguida de la transformacion a estomatocitos (t =

7 min). Luego de 20 minutos, se observd predominio de esferocitos o
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esferoestomatocitos. Por el contrario, en las muestras tratadas con Bz-Arg-NHCio
(figura 3.12b) predominaron los equinocitos durante la mayor parte del ensayo,
iniciandose la transformacién a estomatocitos luego de 11 minutos de incubacion. A
los 20 minutos de iniciado el ensayo se observd predominio de estomatocitos. En
ambos casos se pudo apreciar la lisis de los GR después de 11 minutos de incubacién.
En el ensayo control llevado a cabo en ausencia de los surfactantes los GR no

mostraron cambios en su morfologia (figura 3.12c).

Figura 3.12 Cambios morfolégicos de GRH incubados en presencia de
(a) Bz-Arg-NHCj; 363,6 pg/ml, (b) Bz-Arg-NHCi 363,6 pg/ml y (c) PBSsq0 observados
por microscopia Optica.

La transformacién de discocitos a equinocitos sugeriria que las moléculas de
Bz-Arg-NHC, se intercalarian inicialmente en la monocapa externa de la membrana del
GR. El pasaje de equinocito a estomatocito posterior seria indicador de una posible
traslocacion o redistribucién de las mismas o de los lipidos hacia la monocapa interna

de la membrana. Sin embrago, los resultados obtenidos en este ensayo son
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insuficientes para dilucidar el mecanismo de solubilizacion de la membrana de los GR

por accion de Bz-Arg-NHC,.
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CAPITULO 4

Conclusiones y Perspectivas



4.1. Conclusiones generales

A partir del andlisis de los resultados obtenidos se llegaron a las

siguientes conclusiones:

- Dos surfactantes derivados de arginina (Bz-Arg-NHCio y Bz-Arg-NHCi»)
fueron obtenidos por catalisis enzimatica utilizando papaina adsorbida
sobre poliamida como biocatalizador, los cuales fueron purificados

mediante cromatografia de intercambio catidnico.

- La CMC de cada compuesto determinada mediante medidas de
conductividad, fueron de 0,4 y 0,13 mM para Bz-Arg-NHCio y

Bz-Arg-NHC1, respectivamente.

- Se evidencié un comportamiento bifdsico (hemolitico y protector contra
la lisis hipotdnica) para ambos surfactantes sintetizados sobre eritrocitos

humanos y de carnero.

- Bz-Arg-NHCi1; demostré una mayor actividad hemolitica respecto de la

observada para Bz-Arg-NHCjo tanto para GRH como para GRC.

- Ambos compuestos resultaron ser menos hemoliticos que el surfactante

comercial cetrimide, ya que presentaron mayores valores de HCso.

- Tanto para Bz-Arg-NHCio como para Bz-Arg-NHCi;, los valores de HCsp

calculados fueron mayores que las correspondientes CMC.

- Se observd proteccion contra la lisis hipotdnica en GRH y GRC tratados
con Bz-Arg-NHC,, siendo mayor el efecto observado frente a eritrocitos

humanos.



El poder antihemolitico registrado para Bz-Arg-NHCi; fue mayor que el
de Bz-Arg-NHCio para ambos sistemas ensayados, mientras que

cetrimide presentd valores intermedios en los dos casos.

Bz-Arg-NHCio evidencid proteccion contra la hemdlisis hipotdnica en un
rango de concentraciones por debajo de su CMC, mientras que por
encima de esta concentracion, se registrd una drastica disminucién en el
efecto protector. Esto sugeriria que es el mondmero el que estaria
interactuando con la membrana e impidiendo que se produzca la

hemolisis.

Bz-Arg-NHC12 demostré un mayor efecto antihemolitico a

concentraciones mayores que su CMC.

Los ensayos realizados no permitieron discernir la especie molecular
responsable del efecto hemolitico en el caso de Bz-Arg-NHCi; y
protector frente a la lisis hipotdnica para ambos surfactantes derivados

de arginina.

Sélo se observé un aumento significativo en el volumen de los GRC
tratados con Bz-Arg-NHCi y cetrimide, aunque fue menor en el ultimo

caso.

En general, para Bz-Arg-NHCn se observd que a > largo de cadena
hidrocarbonada, < CMC, < HCso, > cAHmax ¥ > pAH. Es decir que a mayor
hidrofobicidad del compuesto, aumenta su poder hemolitico y

antihemolitico.

Se apreciaron cambios notables en la morfologia normal de los GRH
tratados con Bz-Arg-NHCn, observdndose predominio de esferocitos y
estomatocitos luego de 20 minutos de incubacién con

Bz-Arg-NHC12 y Bz-Arg-NHCio respectivamente.
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La lisis inducida por ambos surfactantes es dependiente de

concentraciéon y del tiempo de incubacién

la
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4.2. Perspectivas

La administracion de moléculas terapéuticas a través de la piel ofrece
importantes ventajas sobre la administracion convencional en forma de capsulas o
inyectable. Sin embargo es necesario la aplicacién de diversos métodos fisicos o
quimicos que permitan a la droga atravesar la barrera mas externa de la piel o estrato
corneo.

Los potenciadores de penetracion son sustancias que pueden alterar de forma
reversible la organizacién de la capa de lipidos del estrato cérneo, aumentando asi su
permeabilidad. No obstante, la toxicidad asociada con la mayoria de ellos ha
estimulado la busqueda de compuestos mads seguros.

Los surfactantes derivados de aminodacidos, en particular arginina, son
compuestos que mimetizan los lipoaminoacidos naturales que han demostrado poseer
baja irritabilidad y toxicidad y son, ademas, biodegradables.

Los resultados obtenidos en este trabajo final sobre la sintesis, purificacion y
caracterizacion de la interaccidon surfactantes derivados de arginina con GRH y GRC
servirdn como punto de partida para mi trabajo de tesis doctoral, en el que me
propongo estudiar la interaccién de estos nuevos surfactantes derivados de arginina
con sistemas modelo de membrana que pueden ser empleados como un modelo de
piel.

Se espera que mediante la mayor comprensién de la interaccidn de estos
surfactantes con las membranas, la eleccion de los potenciadores de penetracion deje
de ser empirica, aumentando asi significativamente el nimero de medicamentos

disponibles para la administracion tépica y transdérmica
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Tabla Al. CMC, actividad hemolitica, proteccién frente a la lisis hipotdnica y
porcentaje de expansidon del volumen celular inducida por los surfactantes en
eritrocitos humanos y de carnero

cMC HCso cAHnax | an Vol Exp
GR Surfactante ug/ml pg/ml ug/ml %) %)
(mM) (UM) (1M)
pr-ArgNHC2 ((3),76:) (32'25,3 \ Z'_rgg) (2(7)(2):(1)) 6732 | 38206
F | g, | 253 | momsaen | osoo o |,
I
Covimide | 1900 | ST 125 | g g
Bz-Arg-NHCr» (3,76:) ( 1750872_;,631122(;’09) éggi’) 3754 | 1515+0,7
U seagnic, | (63| 1099218 250 | (i |0,
Cetrimide : 21907(?'205) : 13036?5114,54) : 165’7) 611 | 826+1,8

Tabla A2. Propiedades de surfactantes derivados de arginina.

Surfactante B,:,-:\crg- B,:,-:\crg- LAM® | CAM®™ | ALA® ACA®)
12 10
H H
0.0
0. N% o] ~ O. N\Hﬁ
HN n N HaN
Estructura o ®
HN.,_NH
HN._NH, e HN._NH,
PM 446,34 | 418,32 406,6 378,6 414,46 | 386,41
S°'”b'('r:1dg‘;‘r"n3c”°sa 0,2 0,8 92 ND 3222 3437
cMC 0,08 0,191 . .
o 0136 040 6,0 16 1,8x10 26x10
HCso
i 1412,8 | 2630,5 51,25 117,92 >2400 >2600

t)determinacién por medidas de tensidn superficial, ©determinacién por medidas de conductividad.
) Pinazo et al. 2011.
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