UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Trabajo de Tesis Doctoral

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y BIOLOGICA DE
TENSIOACTIVOS DERIVADOS DE AMINOACIDOS
OBTENIDOS POR BIOCATALISIS ENZIMATICA

Tesista: MARIA ELISA FAIT
Directora: DRA. SUSANA R. MORCELLE DEL VALLE

Codirectora: DRA. LAURA BAKAS

Ano 2017






Marzo 2017 — La Plata, Buenos Aires, Argentina

El presente trabajo para optar al titulo de Doctora en Ciencias Bioldgicas de la Facultad
de Ciencias Exactas, se llevo a cabo en el Centro de Investigacion de Proteinas Vegetales
(CiProVe-CICPBA-UNLP) perteneciente al Departamento de Ciencias Bioldgicas de la
Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata, bajo la direccion

de la Dra. Susana R. Morcelle del Valle y la codireccion de la Prof. Dra. Laura Bakas.






A mi papd y mi mama






Agradecimientos

En primer lugar, quiero agradecer a los organismos que hicieron posible el
presente trabajo de investigacion: a la Universidad Nacional de La Plata, y a |la Facultad
de Ciencias Exactas en particular, por la formacién, gratuita y de excelencia, y al Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) por otorgarme la beca para

la realizacion del presente Trabajo de Tesis.

A la Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnoldgica del Ministerio de
Ciencia, Tecnologia e Innovacion Productiva (ANPCyT-MINCyT) y la Coordenagéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) que a través del programa de
cooperacion CAPES/MINCYT Edicion 037/2013 me brindaron los medios econdmicos
para la realizacién de una pasantia en el Laboratdério de Plantas Laticiferas,
perteneciente al Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad
Federal do Ceard (Fortaleza, Ceara, Brasil), donde realicé parte del trabajo experimental

aqui presentado.

A las personas, que directa o indirectamente me formaron y acompafaron
durante el desarrollo de este trabajo, especialmente a mi directora la Dra. Susana R.
Morcelle del Valle, por su empefio en mi instruccidn, tanto cientifica como personal,
desde que era una estudiante de grado y luego durante mi doctorado, por su apoyo

incondicional, dedicacién, consejos y paciencia infinita.

A mi codirectora la Prof. Dra. Laura Bakas por su ayuda infinita y excelente

predisposicion, por su tiempo, tolerancia y sus ensefianzas.

Al Prof. Dr. Néstor O. Caffini, por abrirme las puertas del Centro de Investigacion
de Proteinas Vegetales (CiProVe-CIC-UNLP), el espacio donde este trabajo fue llevado a
cabo, y por hacer de él un hogar, por su predisposicion y su admirable pasion por la

investigacidén y la ensefianza.

A los todos mis compafieros de laboratorio con los que tuve el placer de

compartir el trabajo diario durante todo este tiempo, por su ayuda y sus ensefianzas,



por los momentos compartidos dentro y fuera del laboratorio. A Melisa, Sabrina y

Nahuel por su confianza, paciencia y su invaluable ayuda en el trabajo experimental.

A todos los laboratorios y grupos de trabajo, tanto en Argentina como en Espafia
y Brasil, que nos abrieron sus puertas y permitieron enriquecer este proyecto de tesis

con los trabajos realizados en colaboracién.

A la Dra. Graciela Garrote, por su infinita amabilidad y asistencia tanto en el
desarrollo como en el analisis e interpretacion de resultados de los ensayos

microbioldgicos.

A la Dra. Sabina Maté y la Dra. Romina Vazquez por su paciencia, consejos e

invaluable ayuda (no olvidemos los mates) con los ensayos con lipidos y monocapas.

Al Dr. Eduardo Tati Prieto por los andlisis por AFM vy al Dr. Ariel Alvarez por su

colaboracién en la caracterizacion fisicoquimica de los compuestos.
Al Dr. Juan Padré por su ayuda con el desarrollo de los analisis por HPLC.

A la Prof. Dra. Alicia Canepa por su ayuda en la interpretacidn de los espectros
de RMN vy a la Dra. Leticia Méndez, por sus consejos y colaboracion en la purificacion de

los productos de sintesis.

A la Dra. Julia Lorenzo y el Dr. Sebastian Tanco por su participacién en los

ensayos de citotoxicidad.

Al Dr. Pere Clapés y el Dr. Francesc Comelles por su colaboracion y asistencia en

la determinacién de las propiedades de superficie de los compuestos sintetizados.

Al Prof. Dr. Marcio Viana Ramos y todo su equipo de trabajo por abrirme las

puertas de su laboratorio y la asistencia en los ensayos antifiingicos.

Y por ultimo, a mi familia, amigos y amigos que son familia por el soporte y su
apoyo incondicional, a los que estan y los que estuvieron, pero que siempre estaran

presentes en mi corazdn, y sin los que nada de esto hubiera sido posible.



Resumen

Los tensioactivos derivados de aminoacidos son de gran interés en el campo de
la investigacion y desarrollo de nuevos surfactantes, principalmente debido a su caracter
ecoamigable. El presente trabajo de Tesis se centra en la sintesis biocatalitica,
purificacién y caracterizacién, tanto fisicoquimica como bioldgica, de aminoacil
alquilamidas de diferente longitud de cadena hidrocarbonada. De los biocatalizadores
ensayados, papaina revelé una mayor eficiencia, mostrando conversiones superiores al
90% en todos los casos. El uso de solventes amigables con el medio ambiente en la
purificaciéon de las alquilamidas derivadas de arginina (Bz-Arg-NHC,), asi como sus
prometedoras propiedades fisicoquimicas (solubilidad acuosa y actividad tensioactiva),
fueron factores determinantes en la seleccidn de estos productos para la caracterizacion
de sus propiedades biolégicas, con la finalidad de la evaluacién de su potencial
aplicacién en la formulacidén de productos farmacéuticos y/o cosméticos. A través de
diferentes ensayos se puso en evidencia el efecto antimicrobiano de Bz-Arg-NHC,, contra
un amplio espectro bacterias y hongos, revelando incluso propiedades bactericida y
fungicida. Los estudios preliminares acerca del mecanismo antifungico de Bz-Arg-NHC,
sugirieron que los mondmeros de estos compuestos, al intercalarse en la bicapa lipidica,
inducirian la formacion transitoria de poros, permitiendo la traslocacién de moléculas
del tensioactivo al citoplasma, donde interactuarian con los componentes intracelulares
provocando la induccién de estrés oxidativo. Por otro lado, los ensayos de toxicidad in
vitro permitieron comparar el perfil citotdxico de los tensioactivos con el de Cetrimide,

un surfactante catiénico comercial con propiedades antisépticas empleado comunmente



en formulaciones dermatoldgicas. Los resultados revelaron no solo una menor actividad
hemolitica para los tensioactivos derivados de arginina, sino una menor irritabilidad
ocular, dérmica y hepatica. Asimismo, el estudio de interaccion de Bz-Arg-NHC, con
membranas de glébulos rojos humanos revelé que los mondmeros no serian las especies
responsables del efecto hemolitico observado. En este caso, el mecanismo involucrado
depende de la concentracion del tensioactivo en el medio: la liberacion de
microvesiculas resultod ser el principal mecanismo involucrado en la solubilizacion de la
membrana para las concentraciones mas bajas de Bz-Arg-NHC,, mientras que para las
mayores concentraciones prevalece la extraccién de los componentes de membrana
(lipidos y proteinas) favorecida por colisiones con las micelas de tensioactivo.
Finalmente, el estudio del efecto protector de Bz-Arg-NHC,, contra la lisis hipotdnica
tanto de glébulos rojos humanos (GRH) como de carnero (GRC) evidencid un
comportamiento bifasico para este tensioactivo, mostrando efectividad en un amplio
rango de concentraciones y una dependencia del mecanismo involucrado con la
composiciéon de la membrana lipidica. Para esto ultimo se llevaron los calculos tedricos
de la expansidon del volumen celular, comprobandose un mayor volumen hemolitico
critico sélo en el caso de los GRC. La evidencia experimental explica la ausencia de este
fendmeno en GRH debido la prevalencia de la solubilizacién de los componentes de la
membrana, ya sea a través de colisiones con los agregados de los surfactantes, y/o la
liberacién de microvesiculas. En general la evidencia experimental sefiala a Bz-Arg-NHC,
como una alternativa promisoria a los tensioactivos catiénicos comerciales, con
propiedades bioldgicas que los convierten en prometedores candidatos como aditivos

en formulaciones de aplicacidon tdpica.
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% Inh = porcentaje de inhibicién del
crecimiento

As0/575/820 = absorbancia a 540, 575 o
820 nm

AA = aminoacido (Ala, Gly o Leu)

ACA = arginina-N-caproil amida (también
Arg-NHC,)

ACN = acetonitrilo
ADN = acido desoxirribonucleico
AFM = microscopia de fuerza atdmica

AFST = Subcommittee on Antifungal
Susceptibility Testing (Subcomité para
la determinacidn de la suceptibilidad
antifingica)

Ala = alanina

ALA = arginina-N-lauril amida (también Arg-
NHCy,)

Anin = drea interfacial ocupada por molécula
de surfactante

AN = agar nutritivo

ANMAT = Administracién Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica

ANOVA = one-way analysis of variance

ara/pol = araujiaina inmovilizada por
adsorcion en poliamida

Arg = arginina

Arg-NHC,q = arginina-N-caproil amida
(también ACA)

Arg-NHC,, = arginina-N-lauril amida
(también ALA)

ARN = acido ribonucleico
Asp = acido aspartico
ATCC = American Type Culture Collection

BAEE = N®-benzoil-arginina etil éster
hidrocloruro (también Bz-Arg-OEt)

Abreviaturas

BAPNA = N®-benzoil-D,L-arginina
p-nitroanilida

bis(Args) = tensioactivos catidnicos tipo
géminis derivados de arginina

Boc- = grupo tert-butiloxicarbonilo

BSA = bovine seroalbumin (seroalbimina
bovina)

BSA = seroalbumina bovina
Bz-= grupo benzoilo
BzA = benzoil-acetona

Bz-Arg-NHCy, = N®-benzoil-L-arginina
decilamida

Bz-Arg-NHC,, = N®-benzoil-L-arginina
dodecilamida

Bz-Arg-NHC, = N*-benzoil-arginina
alquilamida

Bz-Arg-OCy, = N*-benzoil-L-arginina
dodeciléster

Bz-Arg-OCy, = N*-benzoil-L-arginina
deciléster

Bz-Arg-OC, = N*-benzoil-arginina alquiléster

Bz-Arg-OEt = N® -benzoil-arginina etil éster
hidrocloruro (también BAEE)

C10TAB = bromuro de decil-trimetilamonio

C,,TAB = bromuro de dodecil-
trimetilamonio

Cso = osmolaridad del medio responsable
del 50% de hemolisis

cAHp.x = concentracion de surfactante
responsable de la méxima proteccién
contra la hemolisis hipotdnica

CAM = N°-caproil-L-arginina-metil éster
CBM = Concentracidn Bactericida Minima
Cbz- = grupo carbobenzoxi (también Z-)
CFM = concentracién fungicida minima

CHO = colesterol
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CICUAL = Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de Experimentacion

CIM = concentracion inhibitoria minima

CiProVe = Centro de Investigacion de
Proteinas Vegetales

Ciso = concentracion isosmética para los GR
CMC = concentracidon micelar critica
CN = caldo nutritivo

Cn(LA), = N® N“-bis(N*-lauroilarginina) a,w-
dialquilamida

COSY = correlation spectroscopy

CPP = cell-penetrating peptides (péptidos de
penetracidn celular)

CTAB = bromuro de cetiltrimetilamonio
CTAB = bromuro de cetil-trimetilamonio
Cys = cisteina

DAB = 3,3’-diaminobenzidina

DMEM = Dulbecco's Modified Eagle's
medium (medio de Eagle modificado
por Dulbecco)

DMPC = dimiristoil-fosfatidilcolina
DMPE = dimiristoil-fosfatidiletanolamina
DMSO = dimetil sulféxido

D0530/595/500/630 = densidad O'ptlca a 530, 595,
6000630 nm

DOPC = dioleoilfosfatidilcolina

DTT = 1,4-ditio-D,L-treitol

EC = Enzyme Commission number

EDTA = acido etilendiaminotetra-acético

EPA = Environmental Protection Agency
(Agencia de Proteccion Ambiental)

ERG = ergosterol

ESCMID = Sociedad Europea de
Microbiologia Clinica y Enfermedades
Infecciosas

ESI-MS = espectrometria de masas por
electrospray

EUCAST = European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing
(Comité Europeo para la determinacion
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de suceptibilidad antifungica)
FDA = Food and Drug Administration
Glu = 4cido glutamico
Gly = glicina
GP = polarizacion generalizada
GR = glébulos rojos
GRC = glébulos rojos de carnero

GRC; = fantasmas de glébulos rojos de
carnero

GRH = glébulos rojos humanos

GRH; = fantasmas de glébulos rojos
humanos

HCs = concentracion de surfactante
responsable del 50% de hemdlisis

HPLC = high performance liquid
chromatography (cromatografia liquida
de alta eficacia)

HSQC = heteronuclear single quantum
coherence

Ht = hematocrito (% v/v)

HTAB = bromuro de hexadecil-
trimetilamonio

l140/400 = intensidad de emision de
fluorescencia a 440 0 490 nm

ICso = concentracion de surfactante
responsable del 50% de la muerte de
las células

ID = indice de desnaturalizacion de la
hemoglobina

IP = ioduro de propidio

IUPAC = International Union of Pure and
Applied Chemistry (Unidn Internacional
de Quimica Pura y Aplicada)

L/D = cociente lisis/desnaturalizacion
LAM = N%lauril-L-arginina-metil éster
Leu = leucina

LPS = lipopolisacarido

LPVD = Laboratdrio de Proteinas Vegetais de
Defesa

MEM = medio esencial minimo



NA = enzima neuraminidasa

NC-IUB = Nomenclature Committee of the
Internacional Union of Biochemistry
(Comité de Nomenclatura de la Unidn
Internacional de Bioquimica)

pAH = potencia antihemolitica

pap/pol = papaina inmovilizada por
adsorcion en poliamida

PBS = phosphate buffered saline (buffer
fosfato salino)

PC = fosfatidilcolina

pC,o = efectividad de adsorcién

PDA = agar papa dextrosa

PE = fosfatidiletanolamina

Pl = fosfatidilinositol

P; = fésforo inorganico

pl = punto isoeléctrico

PL; = fosfolipidos solubles

PP = potenciadores de penetracién

PS = fosfatidilserina

PTA = acido fosfotungstico

QACs = compuestos de amonio cuaternario
Re = relacion efectiva surfactante/lipido

RMN = espectroscopia de resonancia
magnética nuclear

ROS = reactive oxygen species (especies
reactivas de oxigeno)

Rsat/sol = relacion efectiva surfactante/lipido
para la saturacién/solubilizacidn total
de la membrana de los GRH

SDA = agar sabouraud dextrosa
SDB = caldo sabouraud dextrosa
SDS = lauril sulfato de sodio

Ser =serina

SLB = supported lipis bilayers (bicapas
lipidicas soportadas)

SM = esfingomielina

SRD = sterol rich domains (dominios ricos en
esteroles)

Ssat/sol = cONcentracion de surfactante
necesaria para inducir la saturacién
(inicio de la hemdlisis)/solubilizacién
total de la membrana de los GRH

S, = concentracién de surfactante

libre en agua para la
saturacion/solubilizacion de las
membranas de los GRH

Thr = treonina

TLC = thin layer chromatography
(cromatografia en capa fina)

Ucas = unidades caseinoliticas

UFC = unidades formadoras de colonia
UFCe = Universidad Federal de Ceara

Ul = unidad enzimatica internacional

Vo = volumen normal del GR

V, = volumen osmdticamente activo del GR
VC = volumen de columna

Vi, = volumen hemolitico critico

Vna = volumen osmadticamente no activo del
GR

Vol Exp = expansidn del volumen celular de
GR tratados con los tensiactivos en
medio hipotdnico

YPD = yeast peptone dextrose
Z- = grupo carbobenzoxi (también Cbz-)

Z-AA-NHC, = N®-carbobenzoxi-aminoacido
alquilamida, con AA: Ala, Gly o Leu

Z-AA-OH = N%-carbobenzoxi aminoacido

Z-Ala-NHC,, = N®-carbobenzoxi-L-alanina
decilamida

Z-Ala-NHC,, = N*-carbobenzoxi-L-alanina
dodecilamida

Z-Ala-OH = N®-carbobenzoxi-L-alanina

Z-Arg-OMe = N"-carbobenzoxi-arginina
metil éster

Z-Gly-NHC,, = N®-carbobenzoxi-L-glicina
decilamida

Z-Gly-NHC,, = N®-carbobenzoxi-L-glicina
dodecilamida

Z-Gly-OH = N*-carbobenzoxi-L-glicina
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Z-Gly-OMe = N*-carbobenzoxi glicina metil
éster

Z-Leu-NHC,, = N*-carbobenzoxi-L-leucina
decilamida

Z-Leu-NHC;, = N®-carbobenzoxi-L-leucina
dodecilamida

Z-Leu-OH = N*-carbobenzoxi-L-leucina

Z-Leu-OMe = N®-carbobenzoxi leucina metil
éster
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v = tension superficial
Yeme = tension superficial a la CMC

I'ax = maxima concentracién de surfactante
adsorbida en la interfase aire/liquido

Aex/em = longitud de onda de
excitacion/emision de fluorescencia

M = presién superficial
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1. Introduccion

La humanidad puede responder de diferentes maneras a las sefiales que nos
indican que las emisiones de contaminacién y el uso de recursos naturales han crecido
mas alld de sus limites sostenibles (Meadows et al. 2005). Una de las formas de
responder a esta problematica es aliviando las presiones mediante soluciones técnicas
(como el tratamiento de efluentes y el establecimiento de limites de concentraciones
téxicas) o econdmicas (como la baja de la presion tributaria en pos de la integracién de
las tecnologias y procesos amigables con el medio ambiente al ciclo de investigacidn,
desarrollo y manufactura). Estas medidas son de caracter urgente y muchas de ellas
proporcionaran mayor eficiencia ecolégica y un alivio temporal. Sin embargo, mediante
este enfoque no se eliminan las causas, sélo se retrasaran las consecuencias. La Unica

solucién es producir un cambio trabajando sobre las problematicas.

En 1987, la publicacion del informe Brundtland por la Comision Mundial sobre el
Medio Ambiente y el Desarrollo marcé el advenimiento del concepto de desarrollo
sostenible (Brundtland, 1987). El informe enfrenta y contrasta la postura del desarrollo
econdmico, industrial y social actual con el concepto de sustentabilidad ambiental.
Reconoce que el actual avance social se esta llevando a cabo a un costo ambiental alto,
planteando ademds la necesidad de reformular las politicas de desarrollo econémico
globalizado de manera que ese desarrollo sea sostenible en el tiempo. De esta manera,
el desarrollo sustentable ha sido definido como el desarrollo que cubre las necesidades
de la generacion actual sin comprometer la capacidad de generaciones futuras de cubrir

sus propias necesidades. Para ser sustentable, un proceso debe cumplir dos condiciones:
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(a) el consumo de recursos naturales debe darse a una velocidad tal que los suministros
no se agoten a largo plazo, y (b) la velocidad de generacién de residuos debe ser menor
a la velocidad de asimilacion de los mismos en el medio ambiente. De esta manera, esta
claro que una sociedad basada en el uso de recursos no renovables (como por ejemplo,
recursos foésiles como el carbon y el petréleo) no sera sostenible en el futuro (Sheldon

2016).

1.1. La quimica verde

A mediados de los afios ‘80, se cred conciencia acerca de la necesidad urgente
de una quimica alternativa mas limpia, que permitiera reducir la enorme cantidad de
residuos generados por la industria quimica. Claramente se necesitaba un cambio de
paradigma de los conceptos tradicionales de eficiencia de reaccién y selectividad,
centrados en ese entonces en el rendimiento, a otro que priorizara el aprovechamiento
de las materias primas, minimizara la eliminacién de residuos y evitara el uso de
sustancias toxicas o peligrosas. Todas estas cuestiones condujeron a la aparicion de los

conceptos de minimizacion de los desechos, plantas libres de residuos y quimica verde.

La quimica sustentable, o quimica verde, se comprende como el desarrollo de
metodologias que permiten modificar la naturaleza intrinseca de productos y procesos,
con la finalidad de minimizar o eliminar las consecuencias adversas y/o los riesgos que
derivan de estas practicas y que puedan impactar tanto en el medio ambiente como en
la salud humana. De esta forma, plantea la innovacion en el campo de la quimica con
beneficios econdmicos y ambientales, presentdndose como un enfoque integral y
fomentando a su vez la interdisciplinaridad, ya que incorpora aspectos de ingenieria,

biologia, economia y ética (Anastas & Williamson, 1996). La quimica verde no es un
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método basado en la remediacion, sino mas bien es un enfoque preventivo centrado en
evitar el surgimiento de las problematicas, lo cual es indiscutiblemente mas sencillo y
menos costoso que lidiar con las mismas una vez instauradas. Se focaliza en el uso de
materias primas (preferentemente renovables), disminuyendo o eliminando el uso de
materiales peligrosos y/o téxicos, y reemplazandolos por otros menos perjudiciales. Esta
estrategia a su vez disminuye los costos, ya que requiere menor cantidad de materias

primas y reduce los gastos asociados al tratamiento de residuos.

Originalmente el término para designar a este tipo de practicas era el de
"quimica limpia". A mediados de la década de los ‘90, Anastas y colaboradores
(pertenecientes a la Agencia de Proteccion Ambiental, EPA) introdujeron el término de
"quimica verde", estableciendo 12 principios basicos para guiar el disefio de productos y
procesos amigables con el medio ambiente y el ser humano (Anastas & Warner, 1998).
Estos principios, enumerados en la Tabla 1.1, son una categorizacién de los enfoques
fundamentales adoptados para lograr el objetivo de la quimica sustentable (Gonzalez et

al. 2016; Sheldon 2016).

Si bien reducir costos y ser amigable con el medio ambiente son objetivos en los
gue todos concuerdan, podriamos preguntarnos por qué no se ha logrado alcanzar este
objetivo hasta la actualidad. Existen diversos motivos que explican esta situacién. Uno
de ellos es que los costos ambientales fueron ignorados en los inicios de la industria
guimica. Sin embargo, dado que la remediacion de los efluentes recae sobre los
fabricantes, existe un gran incentivo financiero para que las industrias y los procesos
sean mds limpios. Otro motivo es que los investigadores, en sus laboratorios de

desarrollo y disefio, no ven los riesgos ambientales como un problema que les
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concierne, sino que serian algo de lo que se ocuparian mds adelante en la etapa de
escalado del proceso. El enfoque de la quimica verde cambia este pensamiento: la
incorporacion de la consideracién de los peligros y consecuencias ambientales en la
etapa de investigacion y disefio, permite que muchos problemas sean eliminados de raiz,

evitando la necesidad de una crear una solucidon en cualquier etapa posterior

(Kazlauskas & Kim, 2011).

Tabla 1.1. Principios de la quimica verde enunciados por Anastas & Warner (1998).

escapes, explosiones e incendios.

N°  Descripcidn Resumen
1 Es mejor prevenir la formacion de residuos que eliminarlos una vez Prevencion en lugar
generados de remediacion
Las sintesis deben disefiarse para maximizar la incorporacion en el L L
2 ) . - Eficiencia atémica
producto final de todos los reactivos utilizados
Siempre que sea posible, deben desarrollarse metodologias que usen y .
. ‘. " Materiales menos
3  generen sustancias que no sean toxicas para la salud y el medio .
. peligrosos
ambiente
a Los productos quimicos deben disefiarse para mantener la eficacia de Disefio de productos
su funcidn pero reduciendo la toxicidad mds seguros
Las sustancias auxiliares (por ejemplo, solventes, agentes de -
9 , . . ) Solventes y auxiliares
5 separacion, etc.) deberian ser evitadas en lo posible, e innocuas, en
. innocuos
caso de ser necesarias
Los requerimientos energéticos deben considerarse y ser minimizados
6 debido a su impacto econdmico y ambiental. Los procesos deben Eficacia energética
realizarse a temperatura ambiente cuando sea posible
7 Las materias primas deben ser renovables cuando sea técnica y Uso de materias
economicamente posible primas renovables
Debe evitarse el uso y generacion de derivados (grupos bloqueantes, Reducir el uso de
8  proteccién/desproteccion, modificacion temporal de las condiciones derivados
fisicoquimicas) cuando sea posible
9 Las reacciones cataliticos (tan selectivas como sea posible) son Catélisis
mejores que las estequiométricas
Los productos quimicos deben disefiarse de manera que no persistan . -
10 . . . Biodegradabilidad
en el medio ambiente y puedan degradarse a productos innocuos
. , ” . Andlisis y prevencion
Necesidad del desarrollo de metodologias analiticas que permitan e .,
11 , , iy ; , de la contaminacion
analizar, monitorear y controlar la generacion de sustancias peligrosas .
en tiempo real
Deben minimizarse el potencial de accidentes quimicos, incluyendo .
12 Procesos mds seguros
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La quimica verde plantea una problematica existente en el mundo actual, es
decir, deja de manifiesto que existen problemas ambientales y que no basta con
continuar enfocando los esfuerzos en solucionar el impacto de la accién del hombre en
el mundo, sino que es necesario y urgente disefiar estrategias que tiendan a disminuir
ese impacto. En este sentido, la quimica verde se plantea como un nexo entre las
cuestiones netamente quimicas y las implicancias en la sociedad. Sin embargo, la
completa incorporacion de la quimica verde en la comunidad cientifica todavia enfrenta
importantes obstaculos, tanto econdmicos, financieros, reglamentarios y técnicos, como

de organizacién y culturales (Roschangar et al. 2015).

1.1.1. Herramientas biotecnoldgicas para la quimica verde: la biocatdlisis, inicios y
ultimos avances

En la actualidad, la tarea mas dificil para los cientificos es crear nuevos
productos, procesos y servicios que cumplan con los beneficios sociales, econémicos y
ambientales que han sido establecidos para los procedimientos y procesos. Esto
requiere reducir al minimo los materiales y los requerimientos energéticos, minimizar o
eliminar la diseminacion de quimicos peligrosos en el ambiente, maximizar tanto como
sea posible el uso de recursos renovables y extender la durabilidad y capacidad de

reutilizacion de los productos obtenidos (Makone & Niwadange 2016).

La biotecnologia y los procesos bioldgicos en si se adaptan naturalmente a los
objetivos y principios de la quimica verde, la cual busca integrar practicas de
manufactura industrial con la naturaleza. El uso de métodos bioldgicos, donde la
sostenibilidad y el reaprovechamiento son parte integral, es un excelente punto de

partida para crear un proceso verde para la manufactura industrial.
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La biocatalisis representa una excelente herramienta en el campo de los
procesos biotecnoldgicos. Aunque el bio convierte esta estrategia en amigable con el
medio ambiente, es la parte de catdlisis la que proporciona las mayores ventajas en lo
gue concierne a la quimica verde (Kazlauskas & Kim, 2011). La biocatalisis puede
definirse como la aplicacidon de enzimas y células enteras (catalizadores naturales) en la
sintesis quimica, es decir, con aplicaciones especificas para las que las enzimas/células

no han evolucionado naturalmente (Gardossi et al. 2010; Tufvesson et al. 2010).

El campo de la biocatalisis ha alcanzado su nivel industrial actual a través de
varias olas de investigacién tecnoldgica e innovaciones. Durante la primera etapa del
desarrollo de la biocatalisis (hace mas de un siglo) los cientificos reconocieron la
capacidad de aplicar células vivas o alguno de sus componentes a diferentes
transformaciones quimicas estéreo- y regioselectivas (Bornscheuer et al. 2012),

cubriendo los principales criterios de sustentabilidad:

- El catalizador (una célula completa o una enzima) proviene de recursos
renovables y es biodegradable (a veces incluso comestible), biocompatible y

esencialmente no peligroso.

- Evita el uso y la consecuente contaminacion (con los consiguientes costos de la
posterior eliminacién) de los productos con metales como el paladio, platino y

rodio, cuya viabilidad comercial a largo plazo es cuestionable.

- Las reacciones son llevadas a cabo en medios acuosos, en condiciones suaves
de pH, temperatura y presion. Esto ahorra energia y puede eliminar reacciones

secundarias que se producen a temperaturas mas altas

- Las reacciones son altamente quimio-, regio- y estereoselectivas y, en general,
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no requieren la activacion y/o la proteccién/desprotecciéon de grupos

funcionales para controlar la reactividad.

- Debido a la mayor selectividad, los procesos biocataliticos generalmente dan

lugar a productos de mayor pureza.

- Las reacciones biocataliticas se llevan a cabo en aproximadamente las mismas
condiciones de temperatura y presion, y por lo tanto, es relativamente facil de

integrar multiples reacciones en cascadas eco-eficientes.

En resumen, la biocatdlisis cumple con la mayoria de los principios de la quimica
verde. Por todas estas razones, la biocatdlisis ha sido reconocida como una tecnologia
capaz de cubrir las demandas de la manufactura quimica sustentable (Brenna 2013;

Kaslauskas & Kim 2011; Sheldon 2016).

Durante la segunda etapa de la biocatdlisis (entre la década de 1980 y principios
de los afios ‘90), el desarrollo de tecnologias como la ingenieria de proteinas, basada en
ese entonces en la estructura de las mismas, permitid ampliar el abanico de sustratos
enzimaticos, facilitando la sintesis de productos e intermediarios inusuales. Este cambio
expandid el campo de la biocatdlisis a la fabricacion de productos intermediarios
farmacéuticos y de la quimica fina. Ejemplos de estas transformaciones incluyen la
resolucidn catalizada por lipasas de precursores quirales, la sintesis de intermediarios
para herbicidas y la sintesis de ceras catalizada por lipasas para cosméticos (Bornscheuer

et al. 2012).

La tercera y actual etapa de la biocatalisis comenzd hacia finales de la década de
1990. Pim Stemmer y Frances Arnold fueron los pioneros de una metodologia de

biologia molecular que rapida y extensivamente modificaria los biocatalizadores a través
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de una version in vitro de la evolucién darwiniana, lo que actualmente se conoce como
evolucion dirigida (Bornscheuer et al. 2012; lllanes et al. 2012). Un ejemplo de
optimizacién de biocatalizador enzimdatico mediante esta técnica fue el desarrollado por
la compaiiia biotecnolégica estadounidense Codexis, en colaboraciéon con Pfizer (una
compaiia farmacéutica también estadounidense), para la producciéon de 2-metil
pentanol, un intermediario importante para la fabricacidon de productos farmacéuticos y
cristales liquidos. En este contexto, la ingenieria de proteinas ha permitido ampliar el
rango de sustrato de las transaminasas a cetonas. En un destacable trabajo desarrollado
por las empresas Merck y Codexis, la sintesis de sitagliptina, el ingrediente activo de un
medicamento lider para la diabetes tipo 2 (Januvia), fue sustituida por un nuevo proceso
biocatalitico. A través de sucesivas rondas de evolucidn dirigida se logré el desarrollo de
una nueva aminotransferasa con un aumento de su capacidad catalitica de 40000 veces.
Este proceso no sélo logré reducir los residuos en un 19%, sino que también produjo un
aumento del 13% en el rendimiento general de reaccion y un 53% en la productividad.
Los cientificos de Codexis desarrollaron también una enzima aciltransferasa LovD
mejorada, para catalizar la conversidon del farmaco lovastatina (una droga para el
tratamiento de la hipercolesterolemia) a simvastatina, un derivado semisintético con

mayor efectividad (Adrio & Demain 2014).

Los ejemplos expuestos muestran como las herramientas de la biocatalisis han
sido mejoradas dramaticamente. Los constantes avances en la biologia molecular y
desarrollos cientificos indican que esta mejora serd exponencial, llegando a convertirse
en una de las tecnologias clave para la manufactura quimica en la proxima década
(Kazlauskas & Kim 2011). No solamente se cree que la produccion biotecnoldgica de

compuestos quimicos podria aumentar varias veces en los proximos 10-20 afios, sino
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gue un cambio desde la economia basada en la petroquimica a una economia basada en
materias primas de base bioldgica se completaria en los préximos 30-80 afios (Meyer &

Werbitzky 2011).

1.1.2. Enzimas como biocatalizadores

Hongos y bacterias han servido como una de las fuentes mds importantes y
utiles para muchas enzimas con aplicaciones en la industria (Demain & Adrio 2008). Las
enzimas desempefian un papel fundamental como catalizadores metabdlicos, pudiendo
trasladarse su uso a diversas industrias y aplicaciones. El mercado para las enzimas
industriales es muy extenso con numerosas aplicaciones comerciales (Adrio & Demain
2005). Muchos procesos industriales, incluyendo la sintesis quimica para la produccién
de quimicos y farmacos, poseen importantes desventajas como la baja eficiencia
catalitica, falta de especificidad enantiomérica por sintesis quiral y la necesidad de altas
temperaturas, bajo pH y alta presidn. En este sentido, y en el marco de la quimica verde,
las enzimas son mucho mds aptas para estas aplicaciones, ya que trabajan en
condiciones suaves de reaccion (por ejemplo, temperatura, pH, condiciones
atmosféricas), no necesitan en general proteccién de grupos funcionales en el sustrato,
tienen una vida media larga, alta regio- y estéreo selectividad y, ademads, actian sobre
sustratos no naturales. Asimismo, las enzimas pueden ser seleccionadas y modificadas
genéticamente de manera de mejorar sus propiedades claves: estabilidad, especificidad
de sustrato y actividad especifica. La necesidad del uso de cofactores seria una
desventaja para el caso de algunos tipos de enzimas. Este inconveniente ha sido
solucionado en muchos casos mediante diversos enfoques, como el reciclaje de

cofactores vy el uso de células enteras.
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1.1.2.1. Ingenieria de medios

Las enzimas son proteinas que actlan como catalizadores bioldgicos y, como
tales, deben ser activas en condiciones de reaccién compatibles con el metabolismo
celular. Es asi que se puede definir como el medio convencional de reaccién para la

mayoria de ellas a aquel formado principalmente por agua.

Las enzimas presentan numerosas propiedades (alta quimio-, regio- y
enantioselectividad) que las convierten en potenciales y valiosos biocatalizadores en el
campo de la quimica fina, la industria farmacéutica y la agroquimica. Sin embargo, para
convertirse en tales, deben ser lo suficientemente robustas como para soportar las
duras condiciones de un proceso industrial (lllanes 1999). Asimismo, cuando su empleo
se restringe al medio convencional acuoso, su alcance y utilidad se encuentran limitados
por una serie de consideraciones. En primer lugar, muchos polimeros y compuestos
empleados son insolubles en agua (Dordick 1989) y muchos procesos se caracterizan por
poseer un equilibrio termodinamico desfavorable en este medio (Khmelnitsky et al.
1988). Asimismo, en muchos casos, la sola presencia del agua aldn en pequeiias
cantidades puede dar lugar a reacciones colaterales como hidrélisis o racemizaciones,
llevando a la formacién de subproductos indeseables o incluso a la degradacion y
pérdida de los reactivos (Adrio & Demain 2014). Por otro lado, la recuperacion de los
productos no es un tema trivial, ya que el agua es un solvente dificil de eliminar por su
alto punto de ebullicién y calor de vaporizacién. Finalmente, la actividad enzimatica
también puede verse afectada por la presencia de agua en el medio, ya que puede dar

lugar a numerosas reacciones de desactivacion irreversibles (Arnold 1990).

Durante los ultimos afios, el uso de biocatalizadores en la sintesis organica se ha

convertido en una alternativa atractiva respecto de las sintesis quimicas convencionales.
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Debido a los problemas expuestos anteriormente, se planted la idea de modificar el
medio de reaccidn para diferentes bioconversiones reemplazando el agua por solventes
organicos, es decir, el uso de medios no convencionales (Klibanov 2001). Esta
metodologia, conocida como ingenieria de medios, puede ser explotada como una
alternativa a la ingenieria de proteinas, y resulta de especial conveniencia para la
modificacion de precursores de productos farmacéuticos y de la quimica fina, ya que, en
la mayoria de los casos, los mismos son insolubles o poco solubles en agua. Otra de las
razones que hace tan atractiva la catalisis enzimatica en medios no acuosos son las
propiedades novedosas que presentan las enzimas en solventes organicos. En este
sentido, las enzimas son considerablemente menos activas pero a su vez suelen ser
mucho mas estables que en medio acuoso, pudiendo catalizar reacciones que son
imposibles o dificiles en agua. La biocatdlisis en medio organico puede realizarse en fase
homogénea, si el solvente es miscible con el agua (Castro & Knubovets 2003) o en fase
heterogénea, cuando el solvente es inmiscible con ésta y constituye una segunda fase,
gue puede o no ser visible (Krieger et al. 2004). Las enzimas suelen presentar memoria
de pH, respondiendo al valor de pH del medio desde el cual fueron precipitadas o
liofilizadas (Carrea & Riva 2000). Esto es particularmente cierto en el caso en el que no
se produzca una alteracién de las concentraciones acido/base durante el transcurso de
la reaccion; si esto no fuese asi, el estado de protonacién de la enzimay, por lo tanto, su
actividad pueden variar durante la reaccidon. Ademas, la selectividad de algunas enzimas
puede también diferir e incluso invertirse de un solvente a otro (por ejemplo, reacciones
de sintesis pueden llevarse a cabo con enzimas hidroliticas en medios no acuosos). Entre
las ventajas de esta estrategia también cabe destacar la posibilidad de disminuir las

reacciones colaterales indeseables, asi como los fenédmenos de inhibicién por sustrato y
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producto, y facilitar la recuperacion de los productos y el biocatalizador (Laane et al.

1987).

Sin embargo existen limitaciones para el uso de solventes orgdanicos en la
sintesis biocatalitica, ya que muchos solventes pueden inactivar o desnaturalizar los
biocatalizadores. Asimismo, independientemente del medio utilizado, para mantener su
actividad catalitica, las enzimas necesitan mantener su estructura nativa, para lo que
requiere de la presencia de un contenido minimo o critico de agua. Muchas veces, esta
fase acuosa estd formada por una pelicula de agua molecular unida directamente al
biocatalizador, permitiéndole mantener su conformacién y por lo tanto, su actividad
(Halling 1994). Por otro lado, la presencia de un solvente orgdnico puede provocar
alteraciones estructurales significativas en la enzima y, como consecuencia de ello, en

sus propiedades cataliticas (Barberis & Illanes 1996; Quiroga et al. 2007).

1.1.2.2. Inmovilizacion enzimatica

Por razones técnicas y econdmicas, los procesos industriales de manufactura
quimica requieren la reutilizacidén y/o el uso continuo de los biocatalizadores durante
largos periodos de tiempo. Teniendo en cuenta esto, la inmovilizacién de los
biocatalizadores consiste en una técnica ideal para cumplir con este requisito. El término
inmovilizacion se refiere a un proceso mediante el cual se restringen, completa o
parcialmente, los grados de libertad de movimiento de las enzimas, células enteras, etc.,
por unidn a un soporte, de forma permanente o temporal, reteniendo sus propiedades y
actividades cataliticas, y permitiendo a su vez el flujo de sustratos y productos (Arroyo
1998). La inmovilizacion combina asi la elevada actividad especifica de los

biocatalizadores con la estabilidad quimica y mecanica del soporte.
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El método de inmovilizacion a ser elegido depende de la finalidad del
biocatalizador, pudiendo clasificarlos en funcién de la presencia o ausencia de soporte,
de las caracteristicas del mismo, del tipo de unién implicado en la inmovilizacidn, etc.
(Arroyo 1998). En el caso de los soportes, los mismos pueden ser agrupados segun su
naturaleza en orgdnicos (por ejemplo, alginatos y agarosa) o inorganicos (como la silice),
y dentro de cada grupo a su vez en naturales (los polisacaridos como la celulosa por
ejemplo) o sintéticos (como los polimeros acrilicos y 6xidos de metales). Por otro lado, el
tipo de union suele agruparse en dos grandes grupos: quimica (como en el caso de los
enlaces covalentes) o fisica (mediante, por ejemplo, fuerzas electrostaticas) (Heering et
al. 2004; Wang & Caruso 2005). La Figura 1.1 resume las principales estrategias de

inmovilizacion aplicadas a enzimas, agrupadas segun el tipo de unién al soporte.

1

Inmoviizacidn enzimdtica J

Retencidn fisica Unién quimica

[ I | [ |

1 1 1 1 1
u Encopsulacion J u Gel J u Fibras } u Unién o soportes } u Cross-lnking

[ \ \ ]

1 | 1 1
Adsorcién } Enlace idnico } Unién a metales } Unidn covalente }

Figura 1.1 Estrategias de inmovilizacion enzimdtica (Cantone et al. 2013).

El desarrollo de técnicas de inmovilizacién eficaces ha permitido optimizar la

estabilidad operacional y de almacenamiento, asi como también la recuperacion y el
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reciclaje de enzimas (Hanefeld et al. 2009). Las enzimas inmovilizadas presentan una
serie de ventajas sobre su contraparte en solucién. Para aplicaciones a escala industrial,
el proceso de inmovilizacion es considerado favorable ya que permite procesos
continuos y la reutilizacion, beneficiando la estabilidad de las enzimas en funcién del pH
y la temperatura y, por lo tanto, haciéndolas menos sensibles a su entorno. Incluso
aquellos procesos que emplean enzimas en suspension en medios organicos requieren la
inmovilizacion del biocatalizador de manera de optimizar la dispersién del mismo y
mejorar la accesibilidad de los sustratos. En entornos hidrofébicos, como en el caso de
las reacciones con lipidos catalizadas por lipasas, la inmovilizacién enzimatica evita el
agregado de las moléculas de enzima (hidrofilica), lo que constituye otra ventaja
(Hanefeld et al. 2009). Sin embargo, las aplicaciones de las enzimas a menudo se ven
obstaculizadas por la falta de estabilidad operacional a largo plazo, un aumento en la
complejidad de los procesos downstream, la baja productividad y el riesgo de
contaminacion. Asimismo, la capacidad catalitica de la enzima puede verse afectada por
el proceso de inmovilizacién en si (Lartigue 1975), por ejemplo por la velocidad de
difusién de sustratos y productos hacia dentro y fuera del sistema. El riesgo de
contaminacion establece la necesidad de un control sanitario durante el proceso, cuyo
costo, sumado al del soporte y el proceso de inmovilizacidon en si, constituyen una
importante barrera econdmica que encarece el proceso. En este sentido, el anclaje de
una enzima a un soporte sélido insoluble debe ser sencillo y rentable, teniendo que ser
evaluado cada biocatalizador y reaccién enzimatica en particular (Mileti¢ et al. 2012). El
costo del catalizador debe corresponder a un pequefio porcentaje del costo total de
produccion y esta restriccion, en muchos casos, representa un cuello de botella para la

sustentabilidad econdmica de las sintesis biocataliticas a escala industrial, especialmente
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en el caso de producciéon de materias primas. Por otro lado, para compensar el costo de
la inmovilizacidn, el desempefio de la enzima inmovilizada debe ser superior al de la
enzima libre. Esta ventaja debe medirse en términos del aumento de la cantidad de
producto obtenido por unidad de enzima, un aumento en las velocidades y la eficiencia
volumétrica de la bioconversién, la facilidad de remocién del biocatalizador y el

establecimiento de nuevas aplicaciones para una enzima dada.

Si bien la mayoria de las aplicaciones de las enzimas inmovilizadas en la industria
son para la sintesis de productos farmacéuticos y de la quimica fina, también pueden
encontrarse numerosos ejemplos en las industrias alimentaria y cosmética (Kirk et al.
2002; Christensen et al. 2003; Hasan et al. 2006; Sheldon 2016). Sin embargo existe un
enorme potencial catalitico esperando ser explotado en diferentes procesos. Un ejemplo
es el proceso de transesterificacion de aceites comestibles catalizada por un granulado
de silica conteniendo la lipasa de Thermomyces lanuginosa Lipozyme TL-IM®, contenida
en un reactor portatil empacado, desarrollado por Novozymes y ADM (Yang et al. 2003).
Esta metodologia se utiliza para la produccién de aceites transesterificados en EE.UU.
desde el afio 2002. Entre sus mayores ventajas cabe destacar que la operacién se lleva a
cabo a temperaturas bien por debajo de las necesarias para realizar el proceso mediante

catalisis quimica y que el producto no necesita ser purificado por extraccién con agua.

1.1.2.3. Aplicaciones industriales

La demanda de enzimas industriales se encuentra en un continuo aumento,
impulsado por una creciente necesidad de soluciones sostenibles. Alrededor de 150
procesos industriales utilizan enzimas o células enteras como biocatalizadores en la

sintesis de mas de 500 productos (Adrio & Demain 2005). Las aplicaciones actuales de
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las enzimas como biocatalizadores se centran en diversos mercados, incluyendo la
industria del papel, cuero, detergentes, textil, de biocombustibles, productos
farmacéuticos y para el cuidado personal, productos de la quimica fina, alimentos,
bebidas y alimentos balanceados, entre otros. Como biocatalizadores, las enzimas
representan una alternativa generalmente mucho mas eficiente que los catalizadores
guimicos. Tipicamente, las enzimas muestran numeros de recambio (k.t) superiores a
100000 seg’, claramente mas favorables que los valores observados para catalisis
homogénea y heterogénea (entre 0,01 y 1 seg™). Sin embargo, sélo una fraccién minima
de los catalizadores biolégicos conocidos estd siendo aplicada en procesos de biocatalisis
a escala industrial: en el caso de las enzimas, de aproximadamente 4000 enzimas
conocidas, alrededor de 200 estan disponibles comercialmente, de las cuales sélo

alrededor de 20 son usadas regularmente en procesos industriales (Li et al. 2012).

De acuerdo a Adrio & Demain (2014), el mercado total mundial de enzimas
industriales alcanzé los 3,3 mil millones de délares en 2010 y se estimaba que llegaria a
un valor de 4,4 mil millones en 2015. De las enzimas técnicas (utilizadas en detergentes y
en las industrias textil, del papel y de biocombustibles), aquellas empleadas para el
tratamiento de cueros y produccién de bioetanol fueron responsables de las mayores
cifras de ventas. En 2011, las enzimas técnicas tuvieron ingresos de casi 1,2 mil millones
de ddlares, esperando que alcancen los 1,7 mil millones en 2016, con un aumento de

ventas en el mercado de biocombustibles (bioetanol).

El mercado mundial de enzimas industriales constituye un ambito muy
competitivo para numerosas empresas, que pugnan principalmente sobre la base de la

calidad de los productos, rendimiento, uso de derechos de propiedad intelectual y la
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capacidad de innovacién. En la actualidad, este mercado se encuentra liderado por
Novozymes (una empresa biotecnoldgica danesa con representantes en numerosos
paises), el cual controla aproximadamente el 48% del mercado global de enzimas,
seguido por el DSM y DuPont (Adrio & Demain 2005). América del Norte y Europa son los
mayores consumidores de enzimas industriales en el mundo, aunque se espera que la
region de Asia que incluye a China, Japdén e India experimente un rdpido incremento en
la demanda de enzimas, reflejando el tamafio y la fuerza de las economias de estos

paises. Se espera que en nuestra regién se siga la misma tendencia.

El uso de enzimas (principalmente hidrolasas tales como proteasas, lipasas,
amilasas, y celulasas, entre otras) como aditivos en detergentes representa una de las
mayores aplicaciones de las enzimas industriales. Entre ellas, las proteasas constituyen
aproximadamente el 25% del total de ventas en detergentes y el 60% del mercado

mundial de enzimas (Adrio & Demain 2005).

En la industria textil y del procesamiento del cuero, el uso de enzimas como
alternativas a los productos quimicos ha demostrado eficacia en la mejora de la calidad
del producto final y la reduccién de la contaminacién ambiental. Los avances
comerciales mas recientes incluyen la aplicacién de celulasas para el acabado del denim
y lacasas (oxidasas) para la decoloracion de efluentes y blanqueo de telas (Rodriguez
Couto & Toca Herrera 2006) y el desarrollo de un procedimiento alternativo para la
produccion de algoddn, basado en el uso de una pectinliasa (Tzanov et al. 2001). En este
ultimo caso, la estrategia biocatalitica se lleva a cabo a temperaturas mucho mas bajas y

utiliza menos agua que el método clasico.

Otra aplicacion de enzimas con creciente importancia es el uso de lipasas,

43



xilanasas y lacasas en la eliminacion de los componentes hidrofébicos de la madera

(principalmente triglicéridos y ceras) en la industria del papel (Farrell et al. 1997).

1.2. Surfactantes
1.2.1. Definicion y clasificacion

La IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) define a los
tensioactivos o surfactantes (conjuncién del inglés surface active agents), como
compuestos anfifilicos capaces de disminuir la tension superficial del medio en el que se
encuentran solubilizados, asi como la tension interfacial en la interfase de fluidos
inmiscibles (IUPAC 2001). La estructura molecular anfifilica de estos compuestos se
encuentra definida desde el punto de vista fisicoquimico como una dualidad polar-
apolar. La region polar de la molécula se denomina comidnmente como cabeza polar o
hidrofilica y posee una alta afinidad por los solventes polares, en particular el agua. Esta
porcion de la molécula exhibe por lo general un alto contenido de heterodatomos, como
0O, S, Py N, que se encuentran formando parte de grupos alcohol, acido, sulfato,
sulfonato, fosfato, amina, amida, etc. Por otro lado, la regién apolar o poco polar, y por
lo tanto con baja afinidad por los solventes polares, llamada cola hidrofdbica o lipofilica,
se encuentra formada generalmente por un grupo hidrocarbonado de tipo alquilo o

alquil benceno.

La forma mads practica de clasificar a los surfactantes es de acuerdo a su
estructura. La porcion hidrofdbica de la mayoria de los agentes tensioactivos es bastante
similar: consiste en una o dos cadenas hidrocarbonadas (denominados surfactantes de
cadena simple y doble, respectivamente) que pueden ser ramificadas, lineales o

aromaticas, y pueden estar eventualmente halogenadas, como en el caso de los
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fluorosurfactantes, que contienen colas hidrofébicas fluorocarbonadas. Debido a esto, lo
mas comun es clasificar a los tensioactivos segln la naturaleza quimica y la carga de la
region hidrofilica o cabeza polar. De esta manera, los surfactantes pueden clasificarse en
no idnicos, cuando no poseen ningun grupo cargado (como el Tritén X-100, un éster de
polietilenglicol), o idnicos, cuando la cabeza polar tiene una carga neta. Si la carga neta
de la regidn polar es negativa, dada por ejemplo por la presencia de grupos sulfato,
sulfonato o fosfato, el surfactante sera anidnico (por ejemplo, el lauril sulfato de sodio,
mas comunmente conocido como SDS). Por otro lado, si la carga neta es positiva, como
en el caso de las aminas, se tratard de un surfactante catidnico (como el bromuro de
hexadecil-trimetilamonio o bromuro de cetiltrimetilamonio, conocido como CTAB, uno
de los principales componentes del Cetrimide). Finalmente, si un agente tensioactivo
presenta una regidn hidrofilica con ambas cargas pero sin carga neta, se denominara
zwitteridnico (como en el caso de los N-alquil aminodcidos). En muchos casos, la carga

neta de la region polar de los surfactantes dependera del pH del medio.

1.2.2. Propiedades y aplicaciones. Surfactantes de base bioldgica y biosurfactantes

Los surfactantes se caracterizan por aumentar la solubilidad, movilidad,
biodisponibilidad y subsecuente biodegradacién de compuestos orgdnicos insolubles en
agua (Singh et al. 2007). Su estructura anfifilica permite que sus regiones hidrofilica e
hidrofébica se orienten en las interfaces entre fluidos con diferentes polaridades,
reduciendo asi las tensiones superficiales e interfaciales. Como resultado, estos
compuestos facilitan la formacién de emulsiones, dispersiones y espuma, haciéndolos
esenciales en aplicaciones que requieren la emulsificacion, lubricacion y espumado, asi

como la solubilizaciéon de compuestos no miscibles o dispersién de fases. Su capacidad
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de interactuar con membranas y macromoléculas, tales como &acidos nucleicos, les
brinda diversas actividades, exhibiendo en muchos casos propiedades antimicrobianas,
antivirales, hemolitica, insecticida, etc. Tienen un amplio rango de aplicaciones, que van
desde la limpieza en el hogar, pasando por diversos procesos industriales y usos en
agroquimicos, hasta ingredientes activos en productos de cuidado personal (Clapés &

Infante 2002; Mnif & Ghribi 2015; Gudifia et al. 2016).

Los surfactantes en solucién, cuando estan presentes en bajas concentraciones,
son adsorbidos en la superficie o interfase de una manera orientada, con una
consecuente disminucion en la tensidon de superficial o interfacial del sistema. La
maxima concentracidn de surfactante en la superficie ('max) mide la eficacia de adsorcién
y es inversamente proporcional al area interfacial (Ann) ocupada por la molécula de
surfactante en la monocapa. En el seno de la solucién, las moléculas de surfactante
forman agregados de diferentes tamafios y formas (esferas, elipsoides, cilindros),
comunmente conocidos como micelas. La concentracién a la cual comienza a observarse
la formacion de agregados es caracteristica de cada surfactantes y se conoce como
concentracion micelar critica (CMC). La formacién de micelas es una caracteristica
importante de los tensioactivos ya que un nimero importante de procesos interfaciales,
como la interaccién con membranas bioldgicas, la accidn litica y la solubilizacién de los

compuestos no polares, dependen de este proceso (Clapés & Infante 2002).

Dado su amplio abanico de aplicaciones, los surfactantes representan un
conjunto de productos consumidos diariamente en grandes cantidades a escala mundial.
Por esta razén, el mercado de tensioactivos se encuentra en continuo crecimiento. Su

produccion total a nivel mundial se estima en mas de 15 millones de toneladas por afo,
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y se espera que supere las 24 millones de toneladas por un valor de 42 mil millones de

ddlares para el afio 2020 (Gudiia et al. 2016).

La mayoria de los surfactantes disponibles hoy en dia deriva de fuentes
petroquimicas, lo que consume recursos no renovables, ademas de contribuir a la
contaminacién ambiental debido a su baja biodegradabilidad (Moran et al. 2004). Estos
puntos han despertado un interés creciente en moléculas surfactantes basadas en
estructuras anfifilicas naturales, como aquellas que mimetizan los lipoaminodcidos
naturales y los compuestos tensioactivos sintetizados por microorganismos o
biosurfactantes (glicolipidos, lipopéptidos y polimeros) (Moran et al. 2004; Pinazo et al.
2011; Bordes & Holmberg 2015; Pinazo et al. 2016; Nitschke & Sousa e Silva 2016). Las
propiedades mostradas por los surfactantes de base bioldgica (alta biodegradabilidad y
biocompatibilidad, baja toxicidad, alta actividad superficial, estabilidad bajo extremas
condiciones de temperatura, pH y salinidad, diversidad estructura, actividad bioldgica,
etc.), sumadas a la utilizacién de recursos renovables, ofrecen potenciales ventajas
sobre los tensioactivos sintéticos convencionales, constituyendo asi las principales
razones para el creciente interés sobre estas moléculas (Gudifia et al. 2016). Trabajos
recientes mostraron que el volumen del mercado global actual de los biosurfactantes se
estima en alrededor de las 476.500 toneladas anuales, siendo producidos por 17
empresas a escala industrial en todo el mundo (Sekhon Randhawa & Rahman 2014). El
numero de patentes de biosurfactantes se ha estimado en cerca de 530 hasta el ano
2013, de las cuales aproximadamente el 80% ha sido emitida en la ultima década debido
al creciente interés de los sectores cosméticos y farmacéuticos (Hames et al. 2015). Con
el continuo crecimiento de la demanda de estos productos, se estima que el mercado

mundial de los biosurfactantes supere los 2 mil millones de délares en el afio 2018
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(Nitschke & Sousa e Silva 2016).

1.2.3. Surfactantes derivados de aminodcidos

Entre los tensioactivos de base bioldgica, los tensioactivos derivados de
aminoacidos constituyen una interesante familia de surfactantes con excelentes
propiedades de adsorcidon y agregacidon, alta biodegradabilidad, baja toxicidad, bajo
impacto ambiental y amplia actividad antimicrobiana. La multifuncionalidad de estos
compuestos los convierte en aditivos interesantes para diversas formulaciones
cosméticas y farmacéuticas, ayudando a la eliminacién de ingredientes innecesarios y
permitiendo el desarrollo de formulaciones mas simples con una reduccidon en los
costos. Desde un punto de vista econdmico y ambiental, los surfactantes derivados de
aminodcidos de cadena simple son compuestos altamente atractivos, puesto que
pueden ser facilmente preparados. Se producen en una escala de unos pocos miles de
toneladas por afio, con importantes aplicaciones en areas como la salud y el cuidado

personal (Clapés & Infante 2002).

Los aminoacidos tienen al menos dos grupos funcionales: el grupo a-carboxilico
y el grupo a-amino. Estos compuestos pueden convertirse facilmente a surfactantes de
cadena simple con una molécula reactiva portadora de una cadena hidrofébica, como
acidos grasos, alcoholes, ésteres y aminas grasas. La cadena hidrofébica puede
introducirse en la estructura del aminoacido a través de enlaces amida o éster (Figura
1.2). La porcién aminoacidica o peptidica de la molécula sera la que determine las
mayores diferencias de adsorcion, agregacion y actividad bioldgica entre los surfactantes
derivados de aminoacidos. De esta manera, el uso de aminoacidos acidos, basicos o

neutros como material de partida puede dar lugar a tensioactivos anionicos, catiénicos o
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no idnicos, respectivamente. Modificaciones mas exhaustivas de estos grupos permitira
la seleccién especifica de sus propiedades para cada una de las aplicaciones en
particular. Los aminoacidos como la lisina o la arginina, ofrecen oportunidades
adicionales para el disefio molecular de tensioactivos monocatenarios (Pinazo et al.

2016).
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Figura 1.2. Principales tipos de uniones entre la porcion hidrofdbica y la aminoacidica de
los surfactantes derivados de aminodcidos de cadena simple. X: Cl, Br o I; R': cadena

lateral del aminodcido.

La sintesis de tensioactivos derivados de aminoacidos se ha llevado a cabo tanto
por sintesis quimica (Pérez et al. 1996; Pérez et al. 2002b; Pérez et al. 2004) como
guimioenzimatica (Clapés et al. 1999; Piera et al. 2000; Moran et al. 2001), haciendo uso
de materias primas renovables como aminodcidos, azlcares y aceites vegetales. Sin

embargo, el concepto de tensioactivos de base bioldgica ha llevado a la consideracién de
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métodos biotecnoldgicos, es decir, catalizados por microorganismos o enzimas, para su
produccidn, ya que estas metodologias producen menos contaminantes y consumen

menos energia y recursos (Clapés & Infante 2002).

c) Moj\/o
/\/\/\/\/CJ;O

o Gl B

Figura 1.3. Clasificacion de los surfactantes derivados de aminodcidos segun su
estructura: (a) de cadena simple, (b) diméricos o géminis, (c) del tipo glicerolipidos y
(d) anfifilos tipo bola. El aminodcido constituye la cabeza polar del tensioactivo, mientras

que la cadena de alquilo hidrocarbonada constituye la regidon hidrofdbica de la molécula.

Ademas de los surfactantes derivados de aminodcidos de cadena simple (Figura
1.3a), las cadenas alifaticas y los aminoacidos pueden combinarse entre si para generar
otras tres estructuras principales: diméricos o géminis, del tipo glicerolipidos y anfifilos
tipo bola (Castillo Expdsito 2006). Los surfactantes géminis son estructuras formadas por

dos moléculas anfifilicas idénticas (constituidas cada una por una cabeza polar y una cola
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hidrofdbica) unidas covalentemente entre si mediante un espaciador (Figura 1.3b). En el
caso de las estructuras del tipo glicerolipidos, las mismas pueden ser consideradas
analogas de fosfolipidos o de mono- y diglicéridos. Consisten en una cabeza polar unida
a una o dos colas hidrofébicas a través de un esqueleto de glicerol (Figura 1.3c).
Finalmente, los anfifilos tipo bola contienen dos cabezas polares unidas en cada extremo

de una cadena de hidrocarburo alifatico (Figura 1.3d).

1.2.3.1. Usos y caracteristicas

A diferencia de las sales de acidos grasos (como el jabdn de laurato de sodio),
los N®-acil aminodacidos de cadena larga tienen excelente solubilidad acuosa (debido a la
presencia de enlaces CO — NH adicionales), alta biodegradabilidad y buena tolerancia al
ion calcio (lime resistance). Se ha observado que la actividad superficial aumenta y la
CMC disminuye al aumentar la longitud de cadena de alquilo y la hidrofobicidad del

residuo aminoacidico (Clapés & Rosa Infante 2002).

El uso de vesiculas de N%-acil aminodcidos sintéticos como vehiculo para
diversas drogas (drug carriers), asi como para la preparacion de liposomas funcionales
con ligandos de lipopéptidos, ha sido examinada por varios autores (Boeckler et al. 1998;
Yagi et al. 2000; Tavano et al. 2014). Las vesiculas de N%-acil aminoacidos de cadena
alifatica larga demostraron eficiencia de encapsulacién comparable a la de los liposomas
de lecitina convencionales. Por otro lado, se ha reportado el desarrollo de una
tecnologia para la transferencia de ADN foraneo a células a través de la formaciéon de
complejos hidrofdbicos ion apareado no toxicos entre ésteres de alquilo de cadena larga
derivados de arginina con moléculas de ADN (Morén et al. 2004). Los lipoaminoacidos

resultan también particularmente atractivos como agentes antimicrobianos y antivirales.
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Numerosos trabajos han mostrado la capacidad inhibitoria del crecimiento e incluso
bactericida de los surfactantes derivados de aminoacidos (sobre todo de arginina y
lisina) frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas (Castillo Expdsito 2006; Pinazo
et al. 2016). En el caso de los virus, ciertos derivados de aminoacidos han mostrado ser
efectivos para la inhibicién de la enzima neuraminidasa (NA) del virus de la influenza
(gripe), presente en la capside del virus e involucrada en el clivaje de uniones glicosidicas

gue contribuyen a la movilidad de los viriones (Kondoh et al. 1997).

Se ha encontrado que el enlace amida que conecta la cabeza y la cola
hidrocarbonada de los tensioactivos de la familia de los N*-acil amino&cidos participa en
la autoagregacion de las moléculas (Bordes & Holmberg 2015). Este enlace puede
contribuir en la formacidn de puentes de hidrégeno intermoleculares, lo que conduce a
un empaquetamiento muy apretado, tanto en el caso en que los anfifilos se alinean en
una monocapa en la interfase de dos fluidos inmiscibles (aire-agua, por ejemplo), como
cuando se agrupan en forma de micelas en soluciéon acuosa (Bordes et al. 2010). Los
surfactantes derivados de aminoacidos pueden producirse en forma
enantiomericamente pura. La agregacion de tales moléculas conduce a la formacién de
micelas con una superficie quiral (quiralidad supramolecular), la cual puede
aprovecharse para la sintesis organica asimétrica y la induccién de quiralidad en

materiales meso-porosos (Gao & Che 2010).

Los principales tipos de enlaces entre el residuo aminoacidico y la cola
hidrofébica son éster y amida. Estos tipos de unién son facilmente degradados por la
acciéon de enzimas hidroliticas, como lipasas y peptidasas, lo que significa que la mayoria

de los tensioactivos basados en aminoacidos son facilmente biodegradables y no toxicos
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para los organismos marinos (Pérez et al. 2002a; Mordn et al. 2004; Infante et al. 2004;
Colomer et al. 2012). Ademés, la familia de los N*-acil aminoacidos ha sido ampliamente
estudiada, demostrando baja capacidad de irritacidn y sensibilizacién de la piel (Bordes

& Holmberg 2015).

Teniendo en cuenta todas las propiedades de estos compuestos, los
tensioactivos derivados de aminoacidos presentan muchas de las caracteristicas
requeridas para los tensioactivos incorporados en productos de consumo. No resulta
sorprendente el hecho de que con la creciente preocupacion sobre los efectos bioldgicos
de las sustancias quimicas, el interés sobre esta clase de tensioactivos crezca ain mas en

el futuro.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

El propdsito del plan de trabajo del presente trabajo de tesis doctoral consiste
en el empleo de peptidasas vegetales provenientes de fuentes autdctonas como
alternativa a las disponibles comercialmente para el desarrollo de nuevos
biocatalizadores. Los mismos seran aplicados en la obtencién de derivados de
aminodcidos con actividad superficial de interés en la industria farmacéutica y de la
guimica fina. Se investigard asi, mediante técnicas biotecnoldgicas de bajo impacto
ambiental y minimos pasos de purificacién, la produccidon de compuestos que mimeticen
la estructura de moléculas naturales con propiedades multifuncionales (tensioactiva y

antimicrobiana).

2.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos estan enfocados hacia la aplicacién de proteasas
vegetales autdctonos y comerciales para la obtenciéon de conjugados de aminoacidos
con alcoholes alifaticos y alquilaminas. Asimismo la evaluacidn de las propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas de los productos obtenidos tiene como finalidad dirigir su

posible aplicacién en las industrias farmacéutica y cosmética.

1. Seleccionar el biocatalizador mas conveniente para la obtencion de cada
compuesto propuesto a partir de una comparacion del desempefio de peptidasas
vegetales obtenidas y caracterizadas en el CiProVe con un extracto proteolitico

comercial.
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Optimizar el tipo de reaccion (sintesis por control cinético o termodindmico),
biocatalizador (araujiaina o papaina) y seleccidn de los sustratos de partida para

la sintesis de cada uno de los compuestos propuestos.

Sintetizar y purificar a escala semipreparativa los potenciales tensioactivos.

Caracterizar fisicoquimicamente los surfactantes derivados de aminodcidos

mediante medidas de tensién superficial y microscopia de fuerza atémica.

Determinar el poder antimicrobiano de los surfactantes obtenidos frente a

bacterias, hongos y levaduras.

Evaluar el perfil citotéxico de los tensioactivos sintetizados utilizando cultivos

celulares como modelo.

Estudiar el mecanismo hemolitico de los tensioactivos sintetizados utilizando

glébulos rojos de distintas especies como modelo.
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1. Introduccion

1.1. Peptidasas como biocatalizadores en la sintesis de enlaces amida

Histéricamente, las proteasas han sido asociadas con la hidrdlisis de proteinas.
Sin embargo, a finales del siglo XIX surgieron las primeras sefales experimentales de una
accién inversa, un fendmeno que originalmente se denomind reaccion plasteina. Se
trata de una reaccion que posibilita la formacién enzimatica de uniones peptidicas a
partir de aminoacidos que proceden de hidrolizados proteicos, para dar lugar a la
generaciéon de nuevos polipéptidos con un peso molecular de aproximadamente 3000
Da (Andrews & Alichanidis 1990; Gutiérrez 2000). Desde este primer paso hasta hoy,
donde las proteasas se consideran catalizadores habituales para la sintesis organica,
existe un largo camino, muy lejos de acabarse todavia. Para el afio 2002, alrededor del
10% de todas las publicaciones cientificas que involucraban proteasas estaban
conectadas en cierta forma con un uso sintético de estas enzimas (Bordusa 2002). Junto
con las proteasas, las lipasas y esterasas son las hidrolasas predominantes entre las

enzimas reportadas para la sintesis organica.

Las proteasas (EC 3.4.N.N), mds correctamente denominadas peptidasas de
acuerdo a la recomendacién del Comité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de
Bioquimica (NC-IUB, siglas del inglés Nomenclature Committee of the internacional
Union Of Biochemistry), pertenecen a la familia de las hidrolasas. En la actualidad, se
conocen varios cientos de estas enzimas, y en un sentido general, todas catalizan la
misma reaccién: la hidrdlisis de enlaces peptidicos. Las proteasas son catalizadores
estéreo- y regioespecificos, que actian generalmente bajo condiciones de reaccién

suaves con rangos de pH optimos entre 6 y 8. En la mayoria de los casos, son faciles de
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manejar, no necesitan de cofactores costosos, son relativamente estables y simples en
su arquitectura molecular. Estas propiedades "nativas" convierten a las proteasas en
herramientas Utiles para el clivaje dirigido de péptidos, hidrdlisis éster regiospecificas o
la resoluciéon cinética de racematos (Bordusa 2002). Las proteasas de origen animal y
vegetal representan en la actualidad aproximadamente el 15% del mercado de enzimas

proteoliticas, siendo mayoritarias las de origen microbiano (Nielsen & Olsen, 2002).

Figura 2.1.1. Esquemas de los sitios activos con los residuos involucrados en el
mecanismo catalitico de las proteasas (a) serinicas, (b) cisteinicas, (c) aspdrticas y (d)
metaloproteasas. En el sitio activo de las proteasas de la serinicas y cisteinicas, el residuo
de Ser/Cys generalmente se empareja con un grupo capaz de formar un puente de
hidrégeno, promoviendo el ataque nucleofilico sobre el enlace peptidico. Las
metaloproteasas y aspartil proteasas, por otro lado, activan una molécula de agua que
servird como nucledfilo. Finalmente, el proceso general de la escision del enlace peptidico

es esencialmente el mismo para todas las clases de proteasas (Erez et al. 2009).
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Las peptidasas pueden agruparse en cinco clases de acuerdo a las caracteristicas
de sus respectivos mecanismos cataliticos y a la naturaleza quimica de los grupos
responsables de la catalisis: serinicas, treoninicas, cisteinicas, asparticas, glutamicas y
metalopeptidasas, en las cuales los aminoacidos serina (Ser), treonina (Thr), cisteina
(Cys), aspartico (Asp), acido glutdmico (Glu) o grupos metalicos, respectivamente, juegan
roles primarios en la catdlisis (Figura 2.1.1). Por otro lado, también existen peptidasas de
mecanismo mixto e incluso desconocido (Erez et al. 2009; Morcelle 2004; MEROPS

2016).

Entre de las peptidasas cisteinicas (EC 3.4.22) pueden mencionarse numerosas
proteasas vegetales extensamente estudiadas tales como papaina, ficina, actinidina o
bromelaina. La actividad catalitica de este tipo de peptidasas ocurre a través de la
formacion de un intermediario covalente e involucra un residuo de histidina «159» y
uno de cisteina «25» (numeracidon segun papaina). Este Ultimo residuo, a su vez, se
encuentra involucrado en un equilibrio tautomérico entre las formas neutra vy
zwitteridnica. En la primera etapa (etapa de acilacion) el sulfuro aniénico actia como
nucledfilo sobre el grupo carbonilo del sustrato, formandose asi un intermediario
covalente que se estabiliza a través de la formacidn de un par iénico con el grupo vecino
imidazol de la histidina. La formacién de este intermediario procede a través de un
estado intermedio de transicién tetraédrico cargado negativamente (Figura 2.1.2).
Durante la segunda etapa o etapa de deacilacién, el intermedio acil-enzima es
hidrolizado por una molécula de agua (nucleéfilo) para liberar el péptido y restaurar el
grupo cataliticamente activo de la proteasa. La deacilacidon involucra también la
formacion de un estado de transicion tetraédrico, que se produce a través de la reaccién

inversa a la via de acilacion. Estas enzimas son inactivadas por reactivos blogueantes de
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los grupos sulfhidrilo (por conversion en puentes disulfuro) y tienen la capacidad de

reactivarse en presencia de agentes reductores (Morcelle 2004).
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Figura 2.1.2. Mecanismo de la hidrdlisis de enlaces peptidicos catalizada por proteasas

cisteinicas.

Como catalizadores, las peptidasas alteran la velocidad a la que se alcanza el
equilibrio termodinamico de una reaccidn, sin afectar el equilibrio en si mismo. Esto
implica inevitablemente que estas enzimas funcionan reversiblemente en ambos
sentidos de la reaccion. Sin embargo, las constantes de equilibrio para la reaccién
inversa, se encuentran en el rango de 103-10"* I/mol (Borsook 1953). Por este motivo, en
condiciones fisioldgicas, la posicion de equilibrio de reaccion estara desplazada hacia la
hidrolisis, siendo despreciable para la reaccion inversa. Como consecuencia, para que las

peptidasas puedan actuar como biocatalizadores en la formacion de enlaces peptidicos
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debe manipularse el equilibrio de la reaccidon. En la practica, dichas manipulaciones
pueden llevarse a cabo mediante dos estrategias basicas: el control cinético y el control

termodinamico (Bordusa 2002).

1.1.1. Sintesis por control termodindmico

La sintesis catalizada por peptidasas bajo control termodinamico representa la
reaccion inversa directa de la protedlisis (Figura 2.1.3). En este caso se emplean
sustratos dadores de acilo cuya funcion 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 reaccion espontaneamente desfavorable. Esto en
general se logra mediante el empleo de solventes organicos que disminuyen la
constante dieléctrica del medio. La precipitacién o extraccion del producto favorece aun

mas este tipo de reacciones (Bordusa 2002).
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Figura 2.1.3. Sintesis de enlaces peptidicos catalizada por proteasas bajo control

termodindmico.

1.1.2. Sintesis por control cinético

La sintesis catalizada por peptidasas bajo control cinético requiere del empleo
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de proteasas serinicas o cisteinicas capaces de formar el intermediario reactivo
acil-enzima (Figura 2.1.2). El factor clave de este método consiste en el uso de moléculas
de dador de acilo levemente activadas como ésteres o amidas, lo que acelera la
velocidad de reaccidon 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 nucledfilo como una amina, un alcohol, un tiol, etc.) para formar el compuesto
deseado (Bordusa 2002). EIl mecanismo de este tipo de control se ilustra en la Figura

2.1.4.
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Figura 2.1.4. Sintesis de enlaces peptidicos catalizada por proteasas bajo control

cinético.

Mientras que la estrategia termodindmica termina con el establecimiento de un
nuevo equilibrio, la cinética se basa en la acumulaciéon de un producto intermedio,
pasando por una concentracién maxima antes de que la hidrdlisis (mas lenta) comience
a hacerse evidente. Posteriormente, si la reaccidn no se termina después de que el
dador de acilo se consume, el producto sera hidrolizado y el equilibrio verdadero serd
alcanzado. El éxito de sintesis en este caso depende de varios factores, mientras que los
pardmetros bdasicos de la reaccién (tales como la temperatura, fuerza idnica,
concentracion de reactivo y el pH) juegan un papel importante. Como regla general,

puede considerarse que un aumento de la concentracién del nucledfilo y del pH del
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medio provocaran un aumento en el rendimiento del producto. Ambas manipulaciones
aumentan la eficiencia del ataque nucleofilico del intermediario acil-enzima por el
nucledfilo. Por ultimo, la eficiencia de la sintesis depende de la enzima en si misma.
Considerando que la velocidad de reaccidén estd determinada principalmente por la
especificidad de la enzima hacia el dador de acilo, una unién especifica del nucledfilo a
los subsitios S’ de la proteasa (Figura 2.1.4) es crucial para conseguir rendimientos
elevados. Puesto que la especificidad de los dominios de unién del nucledfilo y el dador
de acilo son parametros especificos de cada enzima, la eficiencia de cada sintesis y, por
tanto, la utilidad sintética de cada proteasa para la sintesis orgdnica difiere de una

enzima a otra.

1.1.3. Papaina como biocatalizador

La papaina (EC 3.4.22.2) es una endopeptidasa cisteinica vegetal obtenida a
partir del latex de frutos de Carica papaya, usada ampliamente en las industrias
alimentaria, cervecera, farmacéutica, veterinaria, cosmética y textil. Tiene mdultiples
aplicaciones en ablandamiento de carnes, clarificacion de cerveza, produccion de
extracto de levadura, en limpieza dental y, en forma purificada, en cosmetologia y
medicina. Su costo es considerablemente menor que el de enzimas microbianas del

mismo tipo y su estabilidad térmica es buena con respecto a la de otras proteasas.

La Figura 2.1.5 muestra un esquema del sitio activo de la papaina, el cual se
encuentra formado por 7 subsitios (S1-S4 y S1'-S3', segun la nomenclatura de Schechter y
Berger) repartidos a ambos lados del sitio catalitico, identificado con la letra C
(Schechter & Berger 1967). Las posiciones de los aminoacidos en el sustrato (P,) se

cuentan a partir del sitio de clivaje y por lo tanto se numeran de acuerdo al subsitio
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ocupado por cada uno. Papaina cliva preferentemente aquellos enlaces peptidicos que
involucren aminodacidos basicos en la posicion P, y aminoacidos hidrofdbicos, aromaticos

o voluminosos, en la posicion P,.

Figura 2.1.5. Representacion esquemdtica de dos posibles complejos enzima-sustrato (A
y B) de papaina con un sustrato peptidico compuesto por seis aminodcidos, donde la

letra C representa el sitio de clivaje.

Como biocatalizador en la quimica organica, la papaina es una de las peptidasas
mas empleadas para la sintesis de diversos péptidos y derivados peptidicos debido a su
robustez y amplia especificidad. Los productos sintetizados con este biocatalizador
incluyen polimeros de un Unico aminoacido (Narai-Kanayama et al. 2008), endulzantes
peptidicos (Nakaoka et al. 1998), hormonas (Klein & Cerovsky 1996; Fité et al. 2002) e
isésteros derivados de péptidos (Lang et al. 2007; Morcelle et al. 2013). Esta enzima
también ha sido exitosamente utilizada como biocatalizador en la sintesis de
alquilamidas y alquilésteres derivados de arginina, incluso a temperaturas tales como
65°C (Clapés et al. 1999). En el caso de las reacciones de sintesis que involucren sélo
aminodacidos, el requerimiento de un residuo hidrofébico en la posicion P, se cubre
facilmente utilizando grupos protectores de la funcién amino, como el grupo

carbobenzoxi (Cbz- o Z-), benzoilo (Bz-) o tert-butiloxicarbonilo (Boc-).
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Todas estas propiedades, sumadas a su facil obtencién y preparacién a partir de
una fuente natural, convierten a la papaina en una herramienta biocatalitica muy
versatil para las reacciones que involucren la sintesis de enlaces amida y éster, entre una
amplia gama de aminoacidos y una variedad enorme de nucledfilos simples, con motivos

amina o alcohol.

1.1.4. Aplicacion de peptidasas en la sintesis de surfactantes derivados de
aminodcidos

Hasta hace pocos afios, la sintesis de surfactantes era sélo considerada dentro
de las incumbencias de la quimica organica. Sin embargo, el rapido avance de Ia
biotecnologia ha despertado el interés en los tensioactivos obtenidos mediante el
empleo de catalizadores bioldgicos (Valivety et al. 1997). 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, el uso de proteasas y
lipasas para la sintesis de enlaces éster y amida ha sido ampliamente estudiado, como
en el caso de los surfactantes derivados de aminoacidos (Castillo-Expdsito 2006; Valivety
et al. 1997; Clapés et al. 1999; Mordn et al. 2001; Morcelle et al. 2009). La sintesis y los
métodos de purificacion tradicionales de esta clase compuestos involucran numerosos
pasos con reacciones de proteccidén y desproteccidn, asi como el uso de solventes
organicos peligrosos y otros quimicos de elevada toxicidad (como el BF3, bases organicas
fuertes y solventes clorados). A su vez, dependiendo del producto final deseado, pueden
requerirse condiciones drasticas de reaccién, como elevadas temperaturas y presiones e
incluso reacciones de hidrogenacion (Pérez et al. 1996; Mitin et al. 1997; Piera et al.

1998; Castro et al. 2004a). Por otro lado, el rendimiento global de estas reacciones de
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sintesis no supera el 45-60% en el mejor de los casos (Castro et al. 2004b; Pérez et al.
2014). Asimismo, es importante destacar que el uso de estas estrategias quimicas no
cumple con los requisitos de la quimica verde, ya que el uso de esta metodologia resulta
en la aparicién de productos téxicos provenientes de las materias primas empleadas y
gue pueden estar presentes en las formulaciones finales. Estas desventajas pueden ser
evitadas utilizando enzimas como biocatalizadores, las cuales son altamente especificas

y pueden emplearse bajo condiciones de reaccidn suaves.

Papaina inmovilizada por adsorcién sobre poliamida demostré ser un
biocatalizador eficiente para la formacién de enlaces amida y éster en la sintesis de
N-alquil amidas y O-alquil ésteres de arginina, dos familias surfactantes derivados de
arginina de cadena simple (Clapés et al. 1999; Moran et al. 2004). La reaccién en este
caso fue llevada a cabo por condensacién enzimatica del sustrato sintético
carbobenzoxi-arginina metil éster (Z-Arg-OMe) y aminas o alcoholes grasos de diferente
longitud de cadena, a través del grupo carboxilo de la arginina. En el caso de la
preparacion de los O-alquil ésteres, la sintesis fue llevada a cabo en sistemas libres de
solvente, usando el alcohol como medio de reaccién. Ambos tipos de compuestos
fueron sintetizados enzimaticamente a escala multigramo, con una pureza superior al

99%.

Los glicerolipidos conjugados de arginina constituyen otra clase de
lipoaminodacidos con propiedades tensioactivas, formados por dos cadenas alifaticas
unidas por una molécula de glicerol a la cabeza polar constituida por el residuo
aminoacidico. Estos compuestos han sido sintetizados usando tanto estrategias quimicas

como enzimaticas (Pinazo et al. 2016). Ambos métodos tienen en comdun la primera
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etapa de la sintesis, que consiste en la preparacion enzimatica del derivado gliceril-éster
de arginina. Esta reaccidén consiste en la esterificacion selectiva catalizada por una
proteasa de uno de los grupos hidroxilo primarios del glicerol con el grupo carboxilato
de la arginina. El segundo y ultimo paso implica acilacién enzimatica o quimica de los dos

grupos hidroxilo libres restantes con el correspondiente cloruro acido de cadena larga.

Finalmente, también se ha reportado la sintesis enzimatica de tensioactivos
catidnicos tipo géminis derivados de arginina, también llamados bis(Args) (Pérez et al.
1996). En este tipo de compuestos, la cadena hidrocarbonada se conecta al grupo
N%-amino de la arginina a través de un enlace amida. La estrategia de sintesis quimio-
enzimatica empleada en este caso implica la acilacidon del diamino-alcano espaciador por
el N°%acil-arginina etil éster (con diferentes longitudes de cadena hidrocarbonada),
seguida por la reaccidn catalizada por papaina entre la N*-acil-arginina y el grupo amino

restante del espaciador.

1.2. Surfactantes derivados de arginina de cadena simple

Entre los surfactantes derivados de aminodcidos de cadena simple, los derivados
de arginina conforman una clase de compuestos catidnicos con excelentes propiedades
de agregacidon y adsorcion, actividad antimicrobiana de amplio espectro, buena
biodegradabilidad, baja toxicidad potencial y bajo impacto ambiental (Pinazo et al.
2016). Los mismos pueden clasificarse segun su estructura en tres series de compuestos:
N%-acil arginina alquil ésteres (Figura 2.1.6a), arginina-N-alquilamidas (Figura 2.1.6b) y

arginina-0-alquil ésteres (Figura 2.1.6c).
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Figura 2.1.6. Estructura de surfactantes derivados de arginina de cadena simple:
(a) N%acil arginina alquil ésteres con R=CHs; y n=8 CAM, n=10 LAM, n=12 MAM;
(b) arginina-N-alquilamidas, n=9 ACA, n=11 ALA, n=13 AMA; y (c) arginina-O-alquil
ésteres, n=7 AOE, n=9 ACE, n=11 ALE (Pinazo et al. 2016).

Las principales diferencias entre estas familias de compuestos incluyen el tipo
de enlace que participa en la unién de la cola hidrocarbonada al residuo de arginina, la
posicién del mismo respecto del carbono a de la arginina (unién a través del grupo
a-amino o del a-carboxilo) y la cantidad de cargas positivas presentes en la porcién
hidrofilica de la molécula (Moran et al. 2004). En cuanto a la sintesis de los mismos, los
compuestos del tipo N%-acil arginina metil éster no han podido ser sintetizados
enzimaticamente, en tanto que los del tipo arginina-N-alquilamida y arginina-O-alquil
éster fueron obtenidos exitosamente empleando papaina como biocatalizador, como se

menciond en la Seccion 1.1.4 del presente Capitulo (pag. 77) (Castillo Expdsito 2006).

1.2.1. Propiedades y aplicaciones

Se ha reportado el estudio de la adsorcion y agregacion de los surfactantes
derivados de arginina de cadena simple, a diferentes concentraciones y en presencia o
ausencia de otros componentes (Pinazo et al. 2016). Estos compuestos presentan

generalmente buena solubilidad acuosa y excelentes propiedades tensioactivas, siendo
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capaces de disminuir la tension superficial del agua y de formar agregados en medio
acuoso, mostrando valores de CMC definidos. La morfologia de los agregados
observados en cada caso depende no sélo de la porcién hidrofébica de la molécula, sino
también de la temperatura, composicion y contenido de electrolitos del sistema (Mordn
et al. 2004). Por otro lado, los tensioactivos catidnicos derivados de arginina presentaron
un perfil satisfactorio toxicidad, alta biodegradabilidad y excelentes propiedades
antimicrobianas contra bacterias, hongos y levaduras (Infante et al. 2004; Pérez et al.
2009; Pinazo et al. 2011; Pinazo et al. 2016). Esta ultima propiedad es el resultado de la
combinacién de la actividad interfacial de los compuestos y su estructura molecular,
siendo factores clave la longitud de la cadena hidrocarbonada y la presencia del grupo
basico guanidinio protonado de la arginina (Castillo Expdsito 2006). Estas propiedades
convierten a los surfactantes derivados de arginina en interesantes alternativas para una
amplia gama de aplicaciones industriales tanto la formulacion de productos para el
cuidado personal, farmacéuticos y agroalimentarios, asi como en el diseiio y sintesis de

biomateriales (Pinazo et al. 2011).
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2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

Se emplearon extracto crudo de papaina (EC 3.4.22.2, del latex de frutos de
Carica papaya; 3,11 Ul/mg sélido, una unidad enzimatica — Ul — hidroliza 1,0 pmol de
N%-benzoil-arginina etil éster hidrocloruro por minuto a pH 6,2 y 25°C), dodecilamina,
decanol, dodecanol y tamices moleculares (4A) de Fluka. N*-benzoil-L-arginina etil éster
(Bz-Arg-OEt o BAEE), N*-carbobenzoxi-L-leucina (Z-Leu-OH), seroalblimina bovina (BSA),
Coomassie Brilliant Blue G-250 y N%-benzoil-D,L-arginina p-nitroanilida (BAPNA)
fueron comprados a Sigma Aldrich; N®carbobenzoxi-L-glicina (Z-Gly-OH) vy
N®-carbobenzoxi-L-alanina (Z-Ala-OH) fueron de Bachem. 1,4-ditio-D,L-treitol (DTT) fue
adquirido a Invitrogen. Cloruro de tionilo de Baker. Las cromatografias en capa fina (TLC)
se realizaron en cromatofolios de silica gel 60 F254 (Merck). Silica gel grado 62
(60-200 mesh, Grace Davidson) fue empleada para cromatografia en columna.
Poliamida-6 (EP-700, tamafio de particula <800 um, didmetro promedio de poro
50-300 nm, area especifica calculada segin el método BET 8,4 m’ g™') fue una
contribucién de Akzo. El resto de los reactivos y solventes empleados en este trabajo fue

de calidad analitica o superior.

2.2. Preparacion de los biocatalizadores
2.2.1. Araujia sericifera
2.2.1.1. Morfoanatomia

Araujia sericifera Brot. (sinébnimo: Araujia hortorum E. Fourn.; Apocynaceae,

subfamilia Asclepiadaceae) (Figura 2.2.1), es una enredadera trepadora nativa de
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A

América del Sur, conocida vulgarmente como “tasi”, “taso” o “doca”. Sus hojas simples y
simétricas, de forma ovado triangular, pecioladas, obtusas en la base y discolores
(oscuras y glabras, carente de pilosidades, en el haz; albotomentosas, blanquecinas y
cubiertas de pilosidades cortas, en el envés), tienen una longitud que varia entre los 4 y
9 cm. Sus flores se caracterizan por ser perfumadas, en forma de corola y de color
blanco o rosado, con apéndice membranaceo en la parte superior y el tubo de la corona
soldado a la corola; tienen una longitud promedio de 15 mm, siendo la época de
floracién desde finales de primavera hasta inicios del otono. Los frutos, foliculos
ovoideos, lisos, glabros, con una longitud promedio de 14 cm, son de color verde
azulado, tornandose marrones y de textura amaderada a medida que maduran,
abriéndose finalmente para liberar las semillas. Estas ultimas son de color negro, miden
aproximadamente 4 mm de largo y poseen en uno de sus extremos pelos blancos de
textura sedosa y 2,5 cm de longitud, los cuales facilitan la dispersién de las mismas por

accion del viento (Obregdn 2008; Australian Weeds Committee 2017).

Figura 2.2.1. Morfoanatomia de A. sericifera: (a) hojas, flores y frutos; (b) frutos;
(c) fruto seco con semillas; (d) latex extraido de tallos; (e) fruto con semillas; (f) flores y

hojas.
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2.2.1.2. Proteasas presentes en el latex de A. sericifera

Se ha reportado el aislamiento y caracterizacion de tres peptidasas cisteinicas
“del tipo papaina” (araujiaina h |, araujiaina h Il y araujiaina h lll) presentes en la fraccidn
solubles del latex extraido de frutos de A. sericifera (Priolo et al. 2000; Obregén et al.
2001). Las masas moleculares registradas para dichas proteasas varian entre los
23y 24 kDa (24,031; 23,718 y 23,546 kDa para araujiaina h I, h Il y h lll respectivamente).
En todos los casos, el maximo de actividad proteolitica utilizando caseina como sustrato
fue observado en un rango de pH comprendido entre 8,0 y 9,0; estimandose los pl
(puntos isoeléctricos) en 9,3; 8,9 y 10,5 para araujiaina h I, h Il y h lll respectivamente. La
actividad proteolitica se vio favorecida por el aumento de la temperatura, informandose
temperaturas éptimas de 60°C en el caso de araujiaina h | y de 70°C para araujiaina h Iy

araujiaina h lll.

2.2.2. Obtencion del extracto enzimdtico con actividad proteolitica de A. sericifera

Se colecto el latex de frutos inmaduros de A. sericifera, cosechados en verano en
las cercanias de la localidad de La Plata (Buenos Aires, Argentina), en 200 ml agua
destilada conteniendo 5 mM de acido etilendiaminotetra-acético (EDTA) y 5 mM de
Na,SOs, sobre bafio de hielo. El agregado de EDTA tiene la finalidad de acomplejar
cationes divalentes, necesarios para la accion de ciertas oxidasas, mientras que el sulfito
de sodio mantiene un ambiente reductor, evitando la oxidacién de la cisteina presente
en el sitio activo de la enzima. La suspension resultante fue centrifugada durante media
h a 9600xg de manera de separar la fraccion soluble, conteniendo las peptidasas
(araujiaina), de las gomas insolubles. Las fracciones separadas fueron liofilizadas vy

almacenadas a -20°C para las determinaciones posteriores.
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2.2.3. Inmovilizacion de los extractos proteoliticos por adsorcion en poliamida

Tanto araujiaina como un extracto comercial de papaina fueron inmovilizadas
por adsorcidon en poliamida segun se describe en Morcelle et al. 2009. Para ello, los
extractos enzimaticos (100 mg) fueron disueltos en buffer bdérico-borato 0,1 M pH 8,5
con 1 mM de EDTA (1 ml) en presencia de DTT (150 mg) y mezclados con el soporte
sélido (1 g). Las mezclas fueron homogeneizadas por agitaciéon vigorosa en vortex,
liofilizadas y almacenadas a -20°C, denominandose ara/pol (araujiaina) y pap/pol

(papaina).

2.3. Caracterizacion de los biocatalizadores
2.3.1. Determinacion del contenido de proteinas

Se prepararon soluciones 0,1% (p/v) de cada extracto enzimatico en buffer
Tris-HCI 0,1 M pH 8,5, realizandose a continuaciéon la determinacién del contenido de
proteinas segln el macrométodo de Bradford (Bradford, 1976). Durante el ensayo, 50 ul
de la dilucién correspondiente de la muestra fueron incubados con 2,5 ml del reactivo
de Bradford. La mezcla se agitd enérgicamente en vértex durante unos segundos. Luego
de 10 minutos, se registrd la absorbancia de las muestras a 595 nm en un
espectrofotémetro Agilent 8453 E. El calculo de la concentraciéon de proteinas fue
realizado haciendo uso de una curva de calibracién, construida utilizando una solucién
de seroalbumina bovina (BSA) en el rango de sensibilidad del método

(100-1000 pg proteina/ml).

2.3.2. Determinacion de la actividad proteolitica

La actividad proteolitica del extracto crudo de A. sericifera (araujiaina) y de la
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papaina comercial fue determinada utilizando una solucién de caseina al 1% (p/v) en
buffer Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5 con 5 mM de cisteina. Para ello 0,1 ml de una solucién
1 mg/ml del extracto enzimatico en buffer Tris-HCl 0,1 M pH 8,5 fue incubada con
1,1 ml de la solucién de caseina en un bafio termostatizado a 37°C durante
10 minutos. La reaccidn fue detenida por el agregado de 1,8 ml de acido tricloroacético
(TCA) al 5% v/v. Las muestras fueron dejadas 20 min a 4°C para luego ser centrifugadas a
2500xg durante 20 minutos. Finalmente se midié la absorbancia a 280 nm del
sobrenadante de las muestras en un espectrofotometro Agilent 8453 E (Priolo et al.
1991). La actividad proteolitica fue expresada en unidades enzimaticas arbitrarias (Ucas).
Estas se definen como el incremento de la absorbancia a 280 nm producido por la
actividad enzimatica de 1 ml de solucién de enzima en un minuto sobre una solucidn de

caseina al 1% (p/v) a 37°C.

2.3.3. Determinacion de la actividad amidolitica

La determinacién de la actividad de las enzimas adsorbidas sobre poliamida fue
llevada a cabo utilizando el sustrato sintético N“-benzoil-D,L-arginina p-nitroanilida
clorhidrato (BAPNA). La hidrélisis del enlace amida de este compuesto por accién de una
proteasa provoca la liberacion de p-nitroanilina (Figura 2.2.2), reaccidn que puede
monitorearse por el aumento en la absorbancia a 410 nm (Ota et al. 1964).

Los biocatalizadores libres o inmovilizados (5 o 20 mg respectivamente) fueron
suspendidos en 1,62 ml de buffer fosfatos 0,1 M, pH 7,4, conteniendo EDTA 1 mM.
Luego del agregado de 180 ul de una solucién 40 mM de BAPNA en dimetil sulféxido
(DMSO0), las mezclas fueron incubadas durante 5 min en agitador orbital (150 rpm) a

37°C. Las reacciones se detuvieron por el agregado de 0,5 ml de acido acético (AcH) 30%,
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los biocatalizadores fueron separados por centrifugaciéon (9000xg durante 10 minutos) y
la absorbancia a 410 nm de los sobrenadantes fue medida en un espectrofotometro
Agilent 8453 E. Para el calculo de las unidades enzimaticas se elaboré una curva de
calibraciéon para la cual se midid absorbancia a 410 nm vs. concentracién de p-
nitroanilina. Las unidades enzimaticas (Ul) fueron definidas como los pmoles de
p-nitroanilina liberados por actividad enzimatica por minuto, a 37°C, pH 7,4 y una

concentracion inicial de BAPNA igual a 3,13 mM.

NH OH
HN HN NO;
@ Proteasa @
(e} + HO0 2 0 +

HN HN HoN
J—NH; J—NH;
HN HN
Ne-benzoil-L-arginina Ne-benzoil-L-arginina p-nitroanilina
p-nitroanilida {amarillo)
(BAPNA) Abs. 410 nm

Figura 2.2.2. Esquema de la reaccion de hidrdlisis del sustrato sintético BAPNA por
accion de una proteasa. La liberacion de p-nitroanilina (amarillo) por hidrélisis del enlace

amida puede monitorearse por al aumento de la absorbancia a 410 nm.

2.4. Sintesis en microescala de alquilamidas y alquilésteres derivados de aminodcidos
N-protegidos

2.4.1. Optimizacion de la extraccion del producto de sintesis

Con la finalidad de optimizar la recuperacion del producto de condensacién
enzimdtica se probaron dos mezclas de extraccion para la sintesis de
N®-benzoil-L-arginina-dodecilamida (Bz-Arg-NHCy,) utilizando papaina adsorbida sobre

poliamida como biocatalizador. La mezcla de reactivos se prepard disolviendo
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0,02 mmol de N%benzoil-arginina etil éster (Bz-Arg-OEt o BAEE) y 0,03 mmol de
dodecilamina en 1 ml de acetonitrilo anhidro (ACN, previamente almacenado con
tamices moleculares) conteniendo 0,25% (v/v) de agua. Se llevaron a cabo tres
experimentos independientes, en viales plasticos de 4 ml cerrados herméticamente,
bajo atmdsfera de N, y agitacion orbital (150 rpm) a 37°C por 72 h. Las reacciones fueron
iniciadas por el agregado de 1 ml de la mezcla de reactivos a 100 mg del biocatalizador.
Luego del tiempo de incubacién, las reacciones fueron detenidas y el producto de
sintesis extraido por el lavado del biocatalizador con mezclas metanol:agua (MeOH/H,0)

o metanol:acido acético (MeOH/AcH) 4:1 (3x1 ml) (Clapés et al. 1999).

2.4.1.1. Seguimiento de las reacciones mediante andlisis por HPLC

Todos los extractos fueron filtrados utilizando un filtro de nylon de 0,22 um
(Osmonics) y las cantidades relativas de los productos de condensacion, sustratos y
producto de hidrélisis fueron determinadas mediante analisis por HPLC (Agilent 1100 LC)
utilizando una columna Lichrosorb 100 propilciano (tamafio de particula: 5 um,
longitud x didmetro del lecho: 250x4 mm, Hibar). Las condiciones para las corridas
cromatograficas fueron: solvente A, H,0 0,1% (v/v) TFA; solvente B: ACN:H,0O 80:20
0,1% (v/v) TFA; velocidad de flujo 1 ml/min; gradiente de elucidon 25-95% de B en
25 min; longitudes de onda de deteccion: 215 y 254 nm. La cuantificacion de los
productos fue llevada a cabo a través de la determinacién de las areas de los picos
respectivos, segun el método del estandar externo, utilizando patrones de BAEE y
Bz-Arg-OH. Los tiempos de retencidén para cada producto fueron: Bz-Arg-OH, 4,7 min;

BAEE, 5,3 min; Bz-Arg-NHC3,, 15,6 min.
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El estandar de Bz-Arg-OH fue obtenido por hidrélisis de BAEE (30 mM en buffer
fosfatos 0,1 M pH 7,0 conteniendo 5 mM de EDTA y 5 mM de cisteina) con papaina
(5 mg) luego de 30 min de incubacion a 37°C. La reaccidn fue detenida por precipitacion
de la enzima con MeOH, la cual fue removida por centrifugacién de la mezcla durante
10 min a 9000xg. El sobrenadante conteniendo Bz-Arg-OH fue evaporado y el sélido

remanente fue redisuelto en MeOH.

2.4.2. Sintesis por control termodindmico de Z-AA-NHC,,

Se prepararon soluciones stock de los sustratos con 20 mM de cada dador de
acilo (Z-Ala-OH o Z-Gly-OH) y 30 mM de cada nucledfilo (decil- o dodecilamina) en ACN
anhidro conteniendo 0,25% (v/v) de agua. Las reacciones de sintesis se llevaron a cabo
por triplicado en forma independiente en viales plasticos de 4 ml cerrados
herméticamente conteniendo 1 ml de la solucion stock de reactivos y 100 mg de
biocatalizador (ara/pol o pap/pol), bajo atmdsfera de N,, en un agitador orbital (150
rom) a 37°C para cada tiempo de reaccion (1, 3, 6, 24, 48 y 72 h). Pasado el tiempo de
incubacion, las reacciones se detuvieron por el agregado de 1 ml de MeOH/AcH 4:1,
lavandose a continuacion el soporte con la misma mezcla de solventes (2x1 ml) para

extraer el producto adsorbido en su superficie.

2.4.3. Sintesis por control cinético de Bz-Arg-NHC,, Z-AA-NHC, y Bz-Arg-0OC,
2.4.3.1. Activacion de los sustratos por esterificacion

Los ésteres metilicos de N®-carbobenzoxi-L-glicina (Z-Gly-OMe) y de
N%-carbobenzoxi-L-leucina (Z-Leu-OMe) fueron obtenidos por esterificacion de los

sustratos comerciales, Z-AA-OH (AA = Gly o Leu), segun el método del cloruro de tionilo
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(SOCl,) (Brenner & Huber 1953). Para las sintesis, 10 g de cada Z-AA-OH fueron
colocados en balones independientes y disueltos en 200 ml MeOH con agitaciéon
magnética. A continuacidn, el balén fue colocado en un recipiente Dewar, previamente
cargado con EtOH y hielo seco hasta superar el nivel de la mezcla de reaccion.
Finalmente, se afiadid lentamente el SOCI, (en una relacidn molar de 1:5: Z-AA-
OH:SOCl,), haciendo uso de un embudo de adicidon. La reaccion fue llevada a cabo

overnight a temperatura ambiente en presencia de CaCl,.

La extraccién del producto fue llevada a cabo por adicidon de AcOEt, seguido por
lavados sucesivos con 5% (p/v) NaHCOs, agua, 5% (p/v) acido citrico y solucidn saturada
de NaCl. La reaccion fue monitoreada mediante TLC utilizando como fase mévil una
mezcla hexano/AcOEt 1:9 y 5,7% (p/v) de acido fosfomolibdico en EtOH 96° como

revelador.

2.4.3.2. Sintesis por control cinético de alquilamidas derivadas de aminodcidos
N-protegidos: Bz-Arg-NHC,, y Z-AA-NHC,,

Se prepararon soluciones stock de los sustratos con 20 mM de cada dador de
acilo (BAEE, Z-Gly-OMe o Z-Leu-OMe) y 30 mM de cada nucledfilo (decil- o
dodecilamina) en ACN anhidro con 0,25% (v/v) de agua. Las reacciones de sintesis
fueron llevadas a cabo segun lo descripto en la Seccién 2.4.1 del presente Capitulo (pag.

87).

2.4.3.3. Sintesis por control cinético de alquilésteres derivados de aminodcidos
N-protegidos: Bz-Arg-0OC,

Se estudiaron las cinéticas de sintesis de los ésteres Bz-Arg-OCyo y Bz-Arg-OC;,
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utilizando papaina adsorbida sobre poliamida como biocatalizador. En este caso, el
dador de acilo (BAEE, 40 mM) fue disuelto en decanol o dodecanol, homogeneizando la
mezcla por calentamiento a 50°C con agitacion constante hasta la completa
solubilizacién del derivado aminoacidico. Las reacciones fueron iniciadas por el agregado
del biocatalizador (100 mg) a 1 ml de la mezcla de reactivos, llevandose luego a cabo en
agitacion constante (150 rpm) bajo atmodsfera de N, a 50°C para 24, 48 y 72 h de
incubacién. Los productos obtenidos fueron extraidos seglin la metodologia descripta

previamente.

2.4.4. Analisis del rendimiento de las reacciones mediante HPLC

En todos los casos, las muestras fueron filtradas utilizando una membrana de
nylon de 0,22 um (Osmonics) y las cantidades relativas de los productos de
condensacion, sustratos y productos de hidrdlisis (en el caso de las sintesis por control
cinético) fueron determinadas mediante analisis por HPLC (Agilent 1100 LC) segun las
condiciones descriptas en la Seccién 2.4.1.1 del presente Capitulo (pag. 88). En cada
caso, la cuantificacion de las cantidades relativas de los productos de sintesis, hidrélisis
(en el caso de las sintesis por control cinético) y el reactivo remanente fue realizada a
partir de las areas de los picos correspondientes mediante el método del estandar
externo. Los tiempos de retencidn para cada producto fueron: BAEE, 5,3 min;
Bz-Arg-OH, 4,7 min; Bz-Arg-NHCy, 13,6 min; Bz-Arg-NHCy5, 15,6 min; Z-Ala-OH, 6,1 min;
Z-Ala-NHCyq, 16,3 min; Z-Ala-NHC;,, 17,1 min; Z-Gly-OH, 5,1 min; Z-Gly-OMe, 6,5 min;
Z-Gly-NHCyp, 15,9 min; Z-Gly-NHC;,, 16,8 min; Z-Leu-OH, 9,3 min; Z-Leu-OMe, 11,5 min;
Z-Leu-NHCyy, 17,9 min; Z-Leu-NHCy;, 18,9 min; Bz-Arg-OCy, 15,1 min;

Bz-Arg-OCy;, 16,5 min.
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2.5. Sintesis a escala semipreparativa de las alquilamidas derivadas de aminodcidos
N-protegidos. Purificacion de los productos obtenidos

Con la finalidad de obtener los productos derivados de arginina (Arg), alanina
(Ala) y glicina (Gly) en cantidades semipreparativas, las reacciones se llevaron a cabo
individualmente a escala semipreparativa en erlenmeyers cerrados herméticamente con
tapa esmerilada, bajo atmdsfera de N,, con agitacién orbital (150 rpm) a 37°C durante
72 h. En cada caso, la reaccidn fue iniciada por el agregado de 1 g de biocatalizador
(pap/pol) a 10 ml de la solucién stock de sustratos correspondiente (20 mM del dador de
acilo: BAEE, Z-Gly-OMe o Z-Ala-OH, y 30 mM de cada nucledfilo: decil- o dodecilamina)
preparada en ACN anhidro conteniendo 0,25% (v/v) de agua). Para los derivados de Arg,
las reacciones se detuvieron por filtracién del biocatalizador y lavado del mismo con
ACN (3x10 ml) y éter sulfarico (3x10 ml), a fin de eliminar la alquilamina en exceso, y
luego con una mezcla MeOH/H,0 4:1 (3x10 ml) de manera de extraer el producto de
sintesis de la superficie del biocatalizador. Para los derivados de Gly y Ala, la extraccién
de los productos fue llevada a cabo por lavado del biocatalizador con MeOH (3x10 ml).
Los extractos obtenidos fueron concentrados por evaporacién del solvente y filtrados
utilizando membranas de nylon de 0,22 um (Osmonics) para su posterior purificacion

por cromatografia.

2.5.1. Purificacion de Bz-Arg-NHC, por cromatografia de intercambio cationico

La purificacion de los productos derivados de Arg (Bz-Arg-NHCyo y Bz-Arg-NHC;5)
fue llevada a cabo por cromatografia de intercambio catiénico en un equipo Akta

Purifier 10 (GE Healthcare). Para ello, alicuotas (1 ml) de las mezclas de extraccion
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conteniendo los productos fueron cargadas en una columna SP Sepharose Fast Flow
(12 ml volumen de lecho, GE Healthcare), previamente equilibrada con buffer borico-
borato 0,01 M pH 8,5 con 50% (v/v) de etanol (solvente A). El material no retenido fue
eluido mediante el lavado con dos voliumenes de columna (VC) del mismo buffer. La
elucién de cada producto de condensacién fue lograda aumentando la concentracién del
solvente B (buffer bérico-borato 0,01 M pH 8,5 con 50% (v/v) de etanol y NaCl 1 M) al
31%. Finalmente la columna fue lavada con 2 VC del solvente B (100%), y reequilibrada a
las condiciones iniciales. El flujo fue mantenido a 1 ml/min a lo largo de todo el proceso
y la deteccidn de los picos cromatograficos fue realizada espectrofotométricamente a
215y 254 nm. Las fracciones purificadas recolectadas de cada producto fueron reunidas
y concentradas mediante evaporacion del solvente en rotavapor (Heidolph). El desalado
de las mismas fue llevado a cabo por precipitaciones sucesivas con etanol absoluto,

centrifugacién (10000xg, 15 minutos) y evaporacion del solvente.

2.5.2. Purificacion de Z-AA-NHC,, por cromatografia en silica

La purificaciéon de los productos derivados de Ala y Gly (Z-Ala-NHCyy,
Z-Ala-NHCy;, Z-Gly-NHCyo y Z-Gly-NHCy,) se llevé a cabo por cromatografia en silica
utilizando como fase mévil una mezcla CH,Cl,/MeOH 9:1. La separacion fue monitoreada
mediante TLC utilizando 2% (p/v) de ninhidrina en EtOH con 10% (v/v) de AcH como
revelador. Este compuesto reacciona con aminodcidos y aminas en medio acido

(pH 3-4), produciendo por calentamiento un complejo de color purpura.

2.6. Identificacion de los productos obtenidos

En todos los casos, los productos fueron caracterizados por espectrometria de
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masas por electrospray (ESI-MS) y su identidad fue confirmada por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN) 'H-RMN y C-RMN, utilizando técnicas
bidimensionales HSQC (heteronuclear single quantum coherence) y COSY (correlation

spectroscopy).

2.7. Caracterizacion fisicoquimica de los productos obtenidos
2.7.1. Determinacion de la concentracion micelar critica (CMC)

2.7.1.1. Determinacion de los pardmetros de superficie y de la CMC por medidas de
tension superficial

Se realizaron medidas de tension superficial (y) de soluciones acuosas de
distintas concentraciones de los productos sintetizados utilizando un tensiémetro Kriss
K-12 con una placa de Wilhelmy. Todas las soluciones fueron preparadas con agua
desionizada y se dejaron equilibrar por 2 h a 25°C en las celdas correspondientes. La
efectividad de adsorcion (pCy, el logaritmo negativo de la concentracion molar del
surfactante necesaria para reducir la tensién superficial del agua en 20 mN.m), Ia
concentracion micelar critica (CMC), la tension superficial a la CMC (yeme), la mdxima
concentracion del surfactante adsorbida en la interfase aire/liquido (/' max) Yy €l area por
molécula (Amin) fueron calculadas a partir de las curvas y vs. log C en el equilibrio,

utilizando la ecuacion de adsorcion de Gibbs (1):

__ (oy/ologC)
I'max = 2.303 nRT (1)

donde 0Oy/dlog C es la pendiente de la porcidn recta de la curva y vs. log C, n es el
numero de especies en la solucién (para surfactantes idnicos, n=2), T es la temperatura
absoluta en grados kelvin (K) y R es la constante de los gases ideales

(R=8.314 J.mol™*.K). El drea minima ocupada por molécula de surfactante adsorbida en
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la interfase aire/liquido (Amin), expresada en A?, fue calculada segin la Ecuacion (2):

1016
Amin = ———— (2)

Na X Fnax

donde 10 es el factor de conversion de cm? a A%, N, es el nimero de Avogadro y I'may

1. . s 22
la maxima adsorcién del surfactante, expresada en mol.cm™.

2.7.1.2. Determinacién de la CMC por medidas de conductividad

Se determind la concentracion micelar critica (CMC) de los surfactantes
conductimétricamente. En cada caso, se prepararon soluciones concentradas de los
surfactantes en agua nanopura MilliQ®, las cuales fueron diluidas progresivamente. Para
cada medida, las soluciones se equilibraron a 25°C durante 10 minutos, registrandose
a continuacion su conductividad utilizando un conductimetro WTW Modelo LF 530
(celda WTW LTA K = 0,104). Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado.
Los valores de CMC para cada compuesto se obtuvieron a partir de las graficas de

conductividad en funcion de la concentracion del surfactante.

2.7.2. Caracterizacion de los agregados de los surfactantes por microscopia de fuerza
atomica (AFM)

Los agregados de Bz-Arg-NHC, fueron caracterizados en aire y en celda fluida
por AFM en modo de contacto intermitente (tapping mode) a 25°C. La concentracion del
surfactante empleada en cada ensayo fue 5 veces la CMC correspondiente. En todos los
casos, 20 ul de la solucion correspondiente fueron colocados sobre mica muscovita
recientemente descamada. Las muestras para los ensayos en aire fueron secadas bajo

corriente de nitrégeno y analizadas con sondas de nitruro de silicio, SisN4 (RTESP, Veeco,
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radios de punta 8-12 nm, 271-311 kHz, constante de fuerza 40 N/m). En el caso de las
muestras analizadas en celda fluida (agua), se utilizaron sonda NPS10 (radios de punta
8-12 nm, 2-10 kHz, constante de fuerza 0,06 N/m). Las imagenes fueron obtenidas
utilizando un microscopio MultiMode Scanning Probe Microscope Veeco equipado con

un controlador Nanoscope V Veeco con una velocidad de escaneo tipica (1 Hz).
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3. Resultados y discusion

3.1. Caracterizacion de los biocatalizadores

La etapa preliminar de los ensayos de sintesis consistio en la seleccion del
biocatalizador mds adecuado para la condensacién enzimdtica de los derivados de
aminodcidos con diversos nucledfilos. Para ello se caracterizaron en primer lugar los
extractos enzimdticos libres de araujiaina (obtenido a partir del latex frutos de la
enredadera autdctona A. sericifera) y papaina (extracto comercial obtenido a partir del
latex de frutos de C. papaya), determindndose su contenido total de proteinas por el
método de Bradford y su actividad proteolitica, utilizando caseina bovina como sustrato
(Tabla 2.3.1). Si bien el extracto crudo de A. sericifera mostré un mayor contenido de
proteinas totales frente a la preparacién comercial de papaina, los resultados obtenidos

evidenciaron actividades proteoliticas similares para ambos extractos enzimaticos.

La inmovilizacién enzimatica es una estrategia muy util empleada en reacciones
biocataliticas llevadas a cabo en medios organicos, ya que optimiza la dispersidn
enzimatica, evitando la agregacién de las proteinas hidrofilicas, y mejora la accesibilidad
a los sustratos (Hanefeld et al. 2009). Por otro lado, la inmovilizaciéon permite una facil
separacion del biocatalizador de la mezcla de reaccion, facilitando la recuperacion del
producto deseado (Tischer & Wedekind 1999). Debido a la facilidad de preparacion y
bajo costo, la adsorcidn fisica es considerada como la estrategia mas apropiada para el
uso de enzimas en medios orgdanicos (Mileti¢ et al. 2012). Entre los soportes mas
empleados, la poliamida EP-700 (un polimero organico sintético de baja hidrofobicidad)
constituye uno de los preferidos para la sintesis de péptidos y derivados peptidicos

(Clapés et al. 1999; Morcelle et al. 2006; Morcelle et al. 2009). Este tipo de soporte tiene
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la capacidad de adsorber agua en una proporcién que asegura una buena flexibilidad
enzimatica en medios con alta proporcion de solventes organicos, minimizando a su vez
la hidrélisis no deseada de los reactivos (Adlercreutz 1991). Teniendo en cuenta estas
ventajas, se decidié inmovilizar los extractos enzimaticos de araujiaina y papaina por
adsorcién en poliamida. Los inmovilizados obtenidos fueron caracterizados mediante la
determinacion de su actividad amidolitica, utilizando el sustrato sintético BAPNA (Tabla
2.3.1). La eleccién de este sustrato se basd en el hecho de que el grupo benzoil-arginina
(Bz-Arg) es el mismo que se encuentra en el reactivo que posteriormente fue utilizado
para la sintesis enzimética de derivados de arginina: N%benzoil-arginina etil éster
(Bz-Arg-OEt o BAEE). Este hecho resulta de suma importancia, ya que la actividad
enzimatica debe expresarse de acuerdo a una reaccion particular catalizada por dicha
enzima, y el uso de un sustrato de estructura similar al reactivo de sintesis nos da una

idea de la afinidad de la enzima por este sustrato.

Papaina adsorbida en poliamida (pap/pol) mostré una actividad amidolitica por
mg de preparacién inmovilizada 3 veces mayor que la registrada en el caso de araujiaina
en las mismas condiciones (ara/pol). En el caso de la actividad amidolitica especifica,
expresada en Ul/mg de proteina inmovilizada, el rendimiento de pap/pol fue 46 veces
mayor que el de ara/pol. Esta diferencia podria atribuirse a la pérdida de actividad en el

caso de araujiaina debido al proceso de inmovilizacidn en si mismo.

Por otro lado, los resultados de actividad amidolitica para las enzimas libres e
inmovilizadas mostraron una reduccién del 72 y 75% de la actividad para papaina y
araujiaina respectivamente luego del proceso de inmovilizacion. De acuerdo a Lartigue

(1975), las explicaciones posibles para este comportamiento incluyen Ila
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desnaturalizacion de la enzima debido al paso de liofilizacion incluido en el proceso de
inmovilizacion, oclusidn del sitio activo de la enzima y/o adsorcidn de la enzima a través
de residuos requeridos para su actividad catalitica (Lartigue 1975). En este proceso en
particular, la principal ventaja de la inmovilizacidn enzimatica es la facil detencién de la
reaccion enzimdtica por remocién del biocatalizador del medio, asi como |Ia

simplificacion del proceso de purificacion (Messing 1975).

Tabla 2.3.1. Caracterizacion de los biocatalizadores libres (extractos enzimdticos de

A. sericifera y C. papaya) e inmovilizados por adsorcion sobre poliamida.

A. sericifera C. papaya

Contenido de proteinas

; 455,81 254,00
(ug de proteinas/mg de extracto seco)
Actividad proteolitica espec,lflca 3,39 3,40
Extracto (Ucas/mg de proteinas)
enzimatico libre Actividad amidolitica
0,002 0,045
(IlU/mg de extracto seco)
Actividad amidolitica espec:j/‘lca 0,0045 0,176
(lU/mg de proteina)
Actividad amidolitica
Inmovilizado por (Ul/mg de inmovilizado) 0,0046 DE
adsorcion en
poliamida Actividad amidolitica especifica 0,0011 0,051

(Ul/mg de proteina inmovilizada)

3.2. Estudio de la cinética de sintesis en microescala de alquilamidas y alquilésteres
derivados de aminodcidos N-protegidos

Se llevdo a cabo el estudio de las cinéticas de sintesis de alquilamidas y
alquilésteres derivados de aminodcidos N-protegidos empleando los extractos

proteoliticos vegetales como biocatalizadores. En primera instancia, se ensayd la sintesis
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bajo control termodindmico de alquilamidas derivadas de Ala, Gly y Leu, utilizando tanto
araujiaina como papaina adsorbidas en poliamida como biocatalizadores (Figura 2.3.1b

con X=-H, Y=-NH,, m=9;11, n=10;12, y Z=-NH-).

Araujiaina \F‘é\IHQ
2 NH;
Bz-Arg-OEt Bz-Arg-ZC,

a)
O~ " EoH N
HN E il HN
8] - ] O
HNINHQ Papaina HN
®
H

H

b) QIOX MY oH OIN\H/m
HN" R HN" R
O,go ;A_ olo

Papaina
Araujiaina

Z-AA-OX Z-AA-NHC,

Figura 2.3.1. Reacciones de condensacion enzimdtica bajo control cinético y
termodindmico para la sintesis de alquilamidas y alquilésteres derivados de aminodcidos
N-protegidos a) catidnicos y b) neutros; con AA=Gly, Ala o Leu; X=-H (Control
termodindmico) 6 -CH; (Control cinético); m=9 y n=10 6 m=11 y n=12; Y=-NH, (amina

primaria) y Z=-NH- (amida); Y=-OH (alcohol primario) y Z=-O- (éster).

Mediante esta estrategia, se obtuvieron conversiones de hasta el 80% para las
sintesis de Z-Gly-NHC, utilizando ara/pol como biocatalizador (Figura 2.3.2a), y mayores
al 60% para los derivados Z-Ala-NHC, sintetizados con ambos biocatalizadores (Figura
2.3.2b). En las mezclas de reactivos para las sintesis de Z-Gly-NHC, y Z-Leu-NHC, se
observd la formacion de un aducto insoluble entre el dador de acilo y la amina,
disminuyendo el rendimiento en el primer caso e impidiendo la obtencién del producto

en el ultimo.

100



8) o Z.GN-NHC 10, paplpol -a- Z-GY-NHC 15, paplpol P} = Z-AlB-NHC 10, pap/pol - Z-Ala-NHC 1, papipol

= Z-Gly-NHC 1p, ara/pol - Z-Gly-NHC 45, ara/pol = Z-Ala-NHC 1, ara/pol -+ Z-Ala-NHC 15, ara/pol
100+ 100
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Figura 2.3.2. Cinéticas de sintesis de a) Z-Gly-NHC, y b) Z-Ala-NHC,, (n=10;12) bajo
control termodindmico catalizadas por pap/pol y ara/pol, a 37°C, bajo atmdsfera de N,

con agitacion orbital constante (150 rpm).

A fin de mejorar la conversion para las sintesis de Z-Gly-NHC,, y lograr llevar a
cabo las reacciones de condensacion entre el derivado de Leu y las aminas alifaticas, se
planted realizar estas sintesis bajo control cinético, para lo que fue necesario esterificar
la funcion carboxilo de los correspondientes dadores de acilo (Z-Gly-OH y Z-Leu-OH).
Esto no fue necesario para las reacciones de obtencién de los derivados Bz-Arg-NHC,,
dada la disponibilidad comercial del dador de acilo BAEE, un sustrato clasico para la
determinaciéon de actividad enzimatica de diversas proteasas, como papaina y tripsina
(Walsh & Wilcox 1970). Las Figuras 2.3.3 y 2.3.4 muestran los rendimientos alcanzados
en funcion del tiempo de reaccion para las sintesis bajo control cinético de los derivados

de Gly y Leu, asi como los porcentajes de formacién de los productos secundarios de

hidrdlisis en cada caso.
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a) Z-Gly-NHC 10, pap/pol -+ Z-Gly-NHC 1o, ara/pol b) - Z-Gly-NHC 45, pap/pol = Z-Gly-NHC 45, ara/pol

= EOECHbeiml == ZOFOH Aol -+ ZGly-OH, paplpol -+ Z-Gly-OH, ara/pol
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C) = ZLeuNHC 4o, pap/pol — Z-LeuwNHC 4, ara/pol d) = ZLeuNHC s, pap/pol — Z-Leu-NHC 45, ara/pol
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Figura 2.3.3. Cinéticas de sintesis de a) Z-Gly-NHC;o, b) Z-Gly-NHCy5, ¢) Z-Leu-NHCyo y
d) Z-Leu-NHC;, bajo control cinético catalizadas por pap/pol y ara/pol, a 37°C, bajo

atmdsfera de N, con agitacion orbital constante (150 rpm).

Finalmente, en el caso de la sintesis de los ésteres derivados de arginina
(Bz-Arg-OC,, Figura 2.3.1a con Y=-OH, m=9;11, n=10;12, y Z=-0O-) utilizando papaina
adsorbida en poliamida como biocatalizador se observaron maximos de conversion del

21,0% (24 h) y del 8,0% (72 h) para Bz-Arg-OCyo y Bz-Arg-OC;, respectivamente

(Figura 2.3.5).
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a) o Bz-Arg-NHC 4, pap/pol -+ Bz-Arg-NHC 4, ara/pol b) « Bz-Arg-NHC 45, pap/pol -« Bz-Arg-NHC 45, ara/pol

-=- Bz-Arg-OH, pap/pol -*- Bz-Arg-OH, ara/pol -=- Bz-Arg-OH, pap/pol -+- Bz-Arg-OH, ara/pol
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Figura 2.3.4. Cinéticas de sintesis de a) Bz-Arg-NHCio y b) Bz-Arg-NHC;, bajo control

cinético catalizadas por pap/pol y ara/pol, a 37°C, bajo atmdsfera de N, con agitacion

orbital constante (150 rpm).

-+ Bz-Arg-OC4; -+ Bz-Arg-OCq
-+ Bz-Arg-OH -+ Bz-Arg-OH

Rendimiento (%)
@

54
v/ = - B ____
0 masgITooom oo e oSty
0 20 40 60 80
Tiempo (h)

Figura 2.3.5. Cinéticas de sintesis de Bz-Arg-OC;p y Bz-Arg-OC;, bajo control cinético

catalizadas por pap/pol, a 50°C, bajo atmdsfera de N, con agitacién orbital constante

(150 rpm).

En la Tabla 2.3.2 se resumen los mejores rendimientos para los distintos

productos de condensacidn, junto con el correspondiente tiempo de reaccién, para cada

biocatalizador ensayado.
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Tabla 2.3.2. Conversiones mdximas alcanzadas (%) y tiempo de reaccion (h) necesario
para cada derivado aminoacidico utilizando araujiaina y papaina inmovilizadas por

adsorcion en poliamida (ara/pol y pap/pol respectivamente) como biocatalizadores.

. Amidas Esteres

3

S

g S' :" o ~N (=} ~N S N o ~N

5 g 2 S S & S S $) S S

5 = = I T T T I I S S

S & o | 3 Z = Z T < S >

) = = S S

Y 3o & 5 & 3 = 3
Q Q N Ny N N N N Q @

g. 87,3% 73,0% 93,6% 94,7% 99,1% 86,0% | 86,1% 90,8% 21,0% 8,0%

S (72h) (72h) (48h) (24h) (72h) (72h) (72h) (72h) | (24h) (72h)

g. 74,9% 62,0% 75,2% 76,7% @ 66,8% 67,9% @ 22,3% 30,6% ND ND

S: (72h) (72h) ' (72h) (48h) (72h) (72h) (72h) (72h)

ND: No determinado.

3.3. Sintesis semipreparativa y purificacion de de alquilamidas derivadas de
aminodcidos N-protegidos

3.3.1. Optimizacion de la extraccion del producto en microescala para la sintesis de
Bz-Arg-NHC,

La sintesis de las N*-benzoil-L-arginina-alquilamidas (Bz-Arg-NHC,) fue llevada a
cabo en microescala utilizando papaina adsorbida sobre poliamida como biocatalizador
segun lo descripto en la Seccion 2.4.3.2 del presenta Capitulo (pag. 90) (Figura 2.3.1a). Al
final de la reaccion, el uso de la mezcla de solventes MeOH/AcH 4:1 tiene dos objetivos
principales: la detencién de la reaccion de sintesis y la extraccion de los productos de
reaccién (Clapés et al. 1999). En este contexto, y teniendo en cuenta que la purificacion
de los productos de condensacién se llevaria a cabo por cromatografia de intercambio

catidnico, el pH 4cido de la mezcla resultante que deberia cargarse en la columna
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cromatografica podria afectar negativamente el proceso de separacion de los analitos.
Por este motivo, se ensayo el uso de una mezcla de extraccién alternativa (MeOH/H,0
4:1) en escala micropreparativa para la sintesis de Bz-Arg-NHC;; a 72 h de reaccion. La
composicién de las mezclas finales de la reaccidon en todos los casos fue analizada por

HPLC, comparandose los rendimientos obtenidos en ambos casos.

80— I Bz-Arg-NHC,, [ Bz-Arg-OEt

/3 Bz-Arg-OH

& 60

8

[ =

2 404

£ —

o ==

5

x 20

0- T T
MeOH:AcH MeOH:H ,O

Figura 2.3.6. Optimizacion de la extraccion del producto de condensacion para la sintesis
de Bz-Arg-NHCi, catalizada por papaina adsorbida sobre poliamida a 37°C, bajo
atmdsfera de N, y agitacion constante (150 pm) para 72 h de reaccion. Se muestran los
rendimientos para los productos de condensacion e hidrdlisis, asi como el reactivo
remanente sin reaccionar, para las dos mezclas de extraccion utilizadas (MeOH/AcOH

4:1y MeOH/H,0 4:1).

Como puede verse en la Figura 2.3.6, no se observaron diferencias significativas
en el contenido de Bz-Arg-NHCi,, ni en el de los demdas analitos, utilizando ambas
mezclas de extraccion. En base a estos resultados, se decidié emplear la mezcla
MeOH/H,0 4:1 para extraer las alquilamidas derivadas de arginina de la superficie del

biocatalizador para su posterior purificacion por cromatografia de intercambio catidnico.
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3.3.2. Sintesis semipreparativa de Bz-Arg-NHC, y purificacion por cromatografia de
intercambio catiénico

La sintesis a escala semipreparativa de los derivados de arginina fue llevada a
cabo segln la metodologia descripta en la Seccion 2.5 del presente Capitulo (pag. 92),
utilizando la mezcla de extraccion MeOH/H,O 4:1, seleccionada de acuerdo a los
resultados expuestos anteriormente. En este caso, los rendimientos en producto de
condensacion para las 72 h de reaccion fueron del 86,17+8,14% para Bz-Arg-NHC;,,
aproximadamente un 25% mayor que el observado en el proceso a microescala
(69,6243,48%), y 98,04+4,90% para Bz-Arg-NHCyo (Figura 2.3.7). El aumento en el
rendimiento observado en el caso Bz-Arg-NHC;, puede ser atribuido al cambio en la

geometria del recipiente empleado.

[ Bz-Arg-NHC,, [ Bz-Arg-OEt
1 Bz-Arg-OH

1004
804
60
404
204

Bz-Arg-NHC,, Bz-Arg-NHC,,

Rendimiento (%)

Figura 2.3.7. Rendimientos para las sintesis semipreparativas de Bz-Arg-NHCip y
Bz-Arg-NHCy, para 72 h de reaccion utilizando papaina adsorbida sobre poliamida como
biocatalizador. Se muestran también los rendimientos para el producto de hidrélisis

(Bz-Arg-OH) y el reactivo remanente sin reaccionar (Bz-Arg-OEt).

La purificacién de los compuestos sintetizados fue llevada a cabo por
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cromatografia de intercambio catidnico, utilizando como fase estacionaria una matriz de
agarosa funcionalizada con grupos sulfopropilo (SP Sepharose Fast Flow). Basados en
investigaciones previas (Torres et al. 2001), la fase moévil empleada fue buffer
bérico-borato 0,01 M pH 8,5/etanol 1:1. Al pH seleccionado, el producto de hidrdlisis
(Bz-Arg-OH) se encuentra en su estado zwitteriénico, permitiendo su separacién por
elucién con el material no retenido, mientras que el producto de sintesis permanece
cargado y unido a los grupos anidnicos del relleno de la columna. La elucién de cada
producto de condensacion (Bz-Arg-NHC,) fue llevada a cabo por lavado de la columna
con 31% del solvente B (buffer bdrico-borato 0,01 M pH 8,5/etanol 1:1 con NaCl 1M). El
uso de etanol como cosolvente para la purificacion del producto obtenido tiene dos
objetivo principales: mantener los solutos en solucién, dada la baja solubilidad acuosa
de los productos de sintesis, y evitar las interacciones hidrofébicas con la fase
estacionaria. Por otro lado, este solvente posee baja toxicidad y bajo costo, lo cual lo

convierte en uno de los co-solventes mas amigables con el medio ambiente.

3.3.3. Sintesis semipreparativa de Z-AA-NHC,. Purificacion por cromatografia en silica

Las sintesis a escala semipreparativa de los derivados amida de Ala y Gly fue
llevada a cabo segun lo descripto en la Seccién 2.5 del presente Capitulo (pag. 92),
utilizando MeOH para la extraccion de los productos. En todos los casos, los
rendimientos en producto de condensacién, reactivo remanente y, en el caso que
corresponda, en producto de hidrodlisis fueron calculados para 72 h de reaccion
mediante el andlisis de las mezclas de extraccidon por HPLC (Figura 2.3.8). En todos los
caso, los rendimientos en producto de condensacion fueron mayores al 90%,

similarmente a los resultados obtenidos para las sintesis en microescala. Finalmente, la
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purificacién de los productos de condensacion fue llevada a cabo por cromatografia en
silica, utilizando como fase moévil una mezcla CH,Cl,/MeOH 9:1 y monitoreando la

separacion por TLC utilizando 2% (p/v) de ninhidrina en EtOH con 10% (v/v) de AcH

como revelador.

a) b)
B Z-Ala-NHC, = Z-Ala-OH Bl Z-Gly-NHC, [ Z-Gly-OMe
1 Z-Gly-OH
100 100+
< 80 g 80
Y S
E 60 £ 60
8 g
E E
T 40 2 404
Q Q
o o
204 T 20
L JM . M=
Z-Ala-NHC,,  Z-Ala-NHC,, Z-Gly-NHC Z-Gly-NHC;,

Figura 2.3.8. Rendimientos para las sintesis semipreparativas (a) por control
termodindmico de Z-Ala-NHC, y (b) control cinético de Z-Gly-NHC,, (n = 10, 12) para 72 h
de reaccion utilizando papaina adsorbida sobre poliamida como biocatalizador. Se
muestran también los rendimientos para el producto de hidrdlisis (Z-Gly-OH) para la
reaccion por control cinético y los reactivos remanentes sin reaccionar en ambos casos

(Z-Ala-OH o Z-Gly-OMe).

3.4. Identificacion de los productos obtenidos

La pureza de todos los productos obtenidos fue analizada mediante HPLC en las
condiciones descriptas en la Seccién 2.4.1.1 de materiales y métodos del presente
Capitulo (pag. 88). La identidad de los mismos fue confirmada por espectroscopia de
resonancia magnética *H-RMN y *C-RMM, utilizando las técnicas bidimensionales HSQC
y COSY, asi como también por espectrometria de masas ESI-MS. Las masas tedricas de

los compuestos purificados fueron calculadas utilizando la herramienta informatica
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ChemCalc online service (Patiny & Borel 2013), y comparadas con las obtenidas

experimentalmente. Los resultados se resumen a continuacion:

Bz-Arg-NHC1o: 'H NMR (400 MHz, CDsOH) : & 7.80 — 7.76 (m, 2H, Ph, H-2’, H-6"),
7.48 — 7.43 (m, 1H, Ph, H-4’), 7.40 — 7.34 (m, 2H, Ph, H-3’, H-5°), 4.74 (s, 6H, NH,
COCHNH), 4.46 (dd, J= 8.9, 55 Hz, 1H, (NH),CHNH), 3.18 - 3.12 (m, 2H,
CH3(CH2)sCHNHCO), 3.10 (t, J = 7.0 Hz, 2 H), 2.84 — 2.74 (m, 1H), 1.91 — 1.80 (m, 1H),
1.79 - 1.69 (m, 1H), 1.68 — 1.48 (m, 2H), 1.48 — 1.34 (m, 2 H), 1.33 — 1.11 (m, 18 H), 1.10
- 1.03 (m, 1H), 0.79 (m, 4H, CHs NH). *C NMR (101 MHz, CD;0D) & 172.45
(NHCHCONH), 168.79 (PhCO), 157.17 (Ph, C-1), 133.63 (NHC(NH)(NH>), 131.55 (Ph, C-4),
128.14 (Ph, C-3, C-5), 127.11 (Ph, C-2, C-6), 53.47, 40.56, 39.06, 31.60, 29.26, 29.24,
29.01, 28.98, 28.93, 28.89, 26.52, 25.13, 22.28, 12.98. ES| (+)-TOF-MS [M+1] calculada

para Cy3HsoN50,: 418.31820; hallada: 418.31889.

Bz-Arg-NHC,: *H NMR (400 MHz, CH;0D) & 7.88 — 7.85 (m, 2 H, Ph, H-2’, H-6'),
7.58 —7.50 (m, 1 H, Ph, H-4’), 7.46 (ddt, J = 8.2, 6.7, 1.3 Hz, 2 H, Ph, H-3’, H-5"), 4.83 (s, 6
H, NH, COCHNH), 4.54 (dd, J = 8.9, 5.7 Hz, 1 H, (NH),CHNH), 3.28 — 3.10 (m, 2 H), 2.89 (t,
J=7.0 Hz, 1H), 2.02 — 1.56 (m, 6 H), 1.49 (dd, J = 13.8, 6.9 Hz, 2 H), 1.40 — 1.22 (m, 20 H),
1.16 (t,J = 7.1 Hz, 1 H), 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3 H, CHs). *C NMR (101 MHz, CH;0D) & 172.47
(NHCHCONH), 168.79 (PhCO), 157.17 (Ph, C-1), 133.62 (Ph, C-4), 128.13 (Ph, C-3, C-5),
127.12 (Ph, C-2, C-6), 53.50, 40.56, 39.36, 39.06, 31.62, 29.34, 29.29, 29.27, 29.26, 29.03,
28.92, 27.20, 26.52, 26.02, 25.14, 22.28, 12.99. ESI (+)-TOF-MS [M+1] calculada para

Cy5H4aN50,: 446.34950; hallada: 446.34924.

Z-Gly-NHCz,: *H RMN (500 MHz, CDCl3) & 7.49 — 7.24 (m, SH, Ph), 6.03 (brs, 1H,

O(CO)NHCH,), 5.47 (brs, 1H, CH,NH(C0)0), 5.13 (s, 2H, PhCH,), 3.84 (d, J = 5.7 Hz, 2H,
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NHCH,CO), 3.24 (q, J = 6.8 Hz, 2H, CONHCH,CH,), 1.47 (m, 2H, NHCH,CH,), 1.20-1,34(m,
16 H), 0.88 (t, J = 6.4 Hz, 3H, CH,CHs). *C RMN (126 MHz,DCls) § 168.69(CHCONHCH,),
156.63 (CH,OCONH), 136.09 (Ph, C-1), 128.58 (Ph, C-3, C-5), 128.30 (Ph, C-4), 128.11 (Ph,
C-2, C-6), 67.24 (PhCH,), 44.70 (NHCH,CO), 39.63 (NHCH,), 31.89, 29.55, 29.54, 29.49,
29.31, 29.27, 26.86, 22.69, 14.12 (CH,CH;). ESI (+)-TOF-MS [M+1] calculada para

C20H33N,03: 349,2481; hallada: 349,2489.

Z-Gly-NHC3,: *H RMN (500 MHz, CDCl5) § 7.46 — 7.29 (m, 5H, Ph), 6.32 (brs, 1H,
O(CO)NHCH,), 5.77 (brs, 1H, CH,NH(CO)0), 5.08 (s, 2H, PhCH,), 3.67 (d, J = 5.7 Hz, 2H,
NHCH,CO), 3.24 (g, J = 6.8 Hz, 2H, CONHCH,CH,), 1.43 (m, 2H, NHCH,CH), 1.21-1,34 (m,
18 H), 0.88 (m, 3H, CH,CHs). **C RMN (126 MHz,DCl;) 6 168.69 (CHCONHCH,), 156.63
(CH,OCONH), 141.08 (Ph, C-1), 129.51 (Ph, C-3, C-5), 128.75 (Ph, C-4), 128.47 (Ph, C-2, C-
6), 67.24 (PhCH,), 43.94 (NHCH,CO), 39.63 (NHCH,), 31.69, 29.55, 29.54, 29.49, 29.31,
29.25, 26.86, 22.69, 14.12 (CH,CHs). ESI (+)-TOF-MS [M+1] calculada para C,,H37N,03:

377,2804; hallada: 377,2786.

Z-Ala-NHCio: *H RMN (500 MHz, CDCl3) § 7.41 — 7.28 (m, 5H, Ph), 6.09 (brs, 1H,
O(CO)NHCH), 5.38 (brs, 1H, CH,NH(CO)O), 5.10 (s, 2 H, PhCH,), 4.35 — 4.10 (m, 1H,
NHCHCH3), 3.39 — 3.13 (m, 2H, CONHCH,CH,), 1.47 (d, J = 10.5 Hz, 2H, NHCH,CH,), 1.37
(d, J = 7.0 Hz, 3H, CH5NH), 1.33 — 1.20 (m, 14 H, 7 CH,), 0.89 (t, J = 6.1, 3H, CH,CHs). 3C
RMN (126 MHz, CDCl;) & 172.00 (CHCONHCH,), 155.98 (CH,OCONH), 136.16 (Ph, C-1),
128.56 (Ph, C-3, C-5), 128.24 (Ph, C-4), 128.05 (Ph, C-2, C-6), 67.03 (PhCH,), 50.59
(CHCHs), 39.61 (NHCH>), 31.89, 30.09, 29.54, 29.47, 29.31, 29.27, 26.84, 25.48, 22.68,
18.66 (CHsCH), 14.12 (CH,CHs). ESI (+)-TOF-MS [M+1] calculada para C;;H3sN,Os:

363,2648; hallada: 363,2639.
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Z-Ala-NHCz2: *H RMN (500 MHz, CDCl3) & 7.48 — 7.18 (m, 5H, Ph), 6.04 (brs, 1H,
O(CO)NHCH), 5.35 (brs, 1H, CH,NH(CO)O), 5.11 (s, 2 H, PhCH,), 4.24 — 4.13 (m, 1H,
NHCHCH3), 3.39 — 3.13 (g, 2H, J = 6.7 Hz, 2H, CONHCH,CH,), 1.46 (m, 2H, NHCH,CH,),
1.37 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CHsNH), 1.37 (d, J = 7.1 Hz, 3H), 1.26 (m, 18H), 0.89 (t, J = 6.1, 3H,
CH,CHs). *C RMN (126 MHz,DCl3) & 171.98 (CHCONHCH,), 156.02 (CH,OCONH), 136.16
(Ph, C-1), 128.56 (Ph, C-3, C-5), 128.25 (Ph, C-4), 128.06 (Ph, C-2, C-6), 67.04 (PhCH,),
50.60 (CHCHs), 39.62 (NHCH,),30.10, 29.66, 29.64, 29.60, 29.54, 29.48, 29.36, 29.27,
26.84, 25.48,18.65 (CHsCH), 14.13 (CH,CHs). ESI (+)-TOF-MS [M+1] calculada para

C23H39N2031 391,2961, hallada: 391,2960

3.5. Caracterizacion fisicoquimica de los productos obtenidos

3.5.1. Determinacion de la concentracion micelar critica (CMC) por medidas de
conductividad y tension superficial

Debido a su estructura anfipatica, una de las principales caracteristicas de los
surfactantes es su tendencia a ubicarse en las interfases en una forma orientada. Esta
orientacién ayuda a reducir la repulsién entre los grupos hidrofébicos de las moléculas
de surfactante y el solvente (por ejemplo, agua), produciendo como resultado una
disminucion en la tensién superficial del medio. Un mecanismo alternativo para reducir
estas fuerzas de repulsion es la agregacion de las moléculas de surfactante en
estructuras macromoleculares organizadas, en un proceso llamado micelizacion. Ambos
fendbmenos en medio acuoso estan estrechamente relacionados con el balance
hidrofébico-hidrofilico de la molécula, siendo favorecidos por el aumento del caracter
hidrofébico y estando estrechamente relacionados con un aumento en la energia libre

del agua generado al perturbar su estructura.
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Luego de su adicidn a una solucidon acuosa, la estructura anfifilica de las
moléculas de surfactante (mondmeros) permite que las mismas se ubiquen en la
interfase aire-agua, disminuyendo significativamente la tensidn superficial del sistema.
Este valor de tension superficial disminuye a medida que la concentracién del
surfactante aumenta, alcanzando un minimo cuando la concentraciéon del tensioactivo
llega a un valor critico. A partir de este punto, si la concentracion del surfactante
continla aumentando, la tensidn superficial se mantendra constante y las moléculas del
surfactante comenzardn a agruparse en micelas (Figura 2.3.9). Las micelas son
agregados de tipo coloidal en la que las porciones hidrofébicas de las moléculas
constituyen el ndcleo de los mismos, mientras que las cabezas polares se ubican en la
interfase micela-agua. La concentracién del surfactante a la que los mondmeros
comienzan a formar estos agregados, llamada concentracion micelar critica (CMC), es

una propiedad importante y caracteristica para cada surfactante.

Si bien las medidas de tensién superficial constituyen la principal metodologia
para la determinacion de la concentracién micelar critica, la misma puede ser calculada
por otras técnicas, como cambios en el espectro UV-visible de la benzoil-acetona (BzA),
espectroscopia de fluorescencia utilizando pireno como sonda, y medidas de

conductividad, entre otras (Dominguez et al. 1997).

Teniendo en cuenta la estructura de los productos obtenidos, formada por una
cabeza polar unida a una cola hidrocarbonada, se estudiaron las propiedades
tensioactivas de los mismos. En este sentido, se determind la capacidad de los productos
sintetizados para reducir la tensién superficial del agua. Las alquilamidas derivadas de

Ala y Gly no mostraron propiedades tensioactivas, probablemente debido a su baja
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solubilidad acuosa, probada por HPLC segin el método del estandar externo.
Considerando este resultado, se decidid no sintetizar a mayor escala los derivados de

Leu, debido a su mayor caracter hidrofébico.

Y (mN/m)

()

"
Jeme 4-=-=-=-=-=-=-=--

Figura 2.3.9. Representacion esquemdtica de la curva semilogaritmica tipica de tension
superficial (y) vs concentracion de surfactante (C;): (I) por debajo de la concentracion
micelar critica (CMC) las moléculas de tensioactivo permanecen como mondmeros en
solucion y y disminuye a medida que Cs aumenta; (Il) la CMC corresponde a la mdxima
concentracion de mondmeros libres, registrandose un minimo de tension superficial; (111
un aumento en Cs no provoca cambios significativos en la tension superficial y las
moléculas de surfactante se agrupan formando agregados denominados micelas, la

concentracion de mondmeros en solucion permanece constante.

Por otro lado, los compuestos derivados de arginina fueron capaces de reducir
la tension superficial del agua a un valor constante. Teniendo esto en cuenta, se llevé a
cabo la determinacién de la concentracidn micelar critica (CMC) por medidas
conductimétricas y tensiométricas. En cada caso, se construyeron los graficos de

conductividad o tensién superficial (y) en funcién de la concentracién del surfactante
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(Bz-Arg-NHC,) en solucién acuosa a 25°C (Figuras 2.3.10 y 2.3.11). Los valores de CMC
fueron considerados como la concentracion de cada surfactante en el punto de
interseccion de las dos porciones lineales de estos graficos. Los resultados se resumen
en la Tabla 2.3.3. Como se puede observar, por las distintas metodologias se obtuvieron
valores diferentes de CMC. En ambos casos Bz-Arg-NHC;, mostré una CMC menor que la
de Bz-Arg-NHC,q, 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

sera su CMC.
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Figura 2.3.10. Conductividad (uS/cm) en funcién de la concentracion (mM) de

a) Bz-Arg-NHC,, y b) Bz-Arg-NHC ..

Tabla 2.3.3. CMC de los surfactantes derivados de arginina obtenida por medidas de

conductividad y tension superficial.

cMmC
Compuesto
Conductimetria (mM) Tension superficial (mM)
Bz-Arg-NHC,, 0,4+0,3 0,23+ 0,04
Bz-Arg-NHC,, 0,13 +0,10 0,085 + 0,01
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Figura 2.3.11. Curvas semilogaritmicas de tension superficial (mN/m) en funcién de la

concentracion (mM) de a) Bz-Arg-NHCyp y b) Bz-Arg-NHC;,.

Se ha reportado la sintesis de surfactantes derivados de arginina con estructura
similar a la de Bz-Arg-NHC, (Moran et al. 2001a; Moran et al. 2004; Infante et al. 2004;
Pinazo et al. 2016). Los mismos pueden agruparse en dos series de compuestos:
N%-acil-L-arginina-metil ésteres (Figura 2.3.12, Serie 1) y arginina-N-alquilamidas
(Figura 2.3.12, serie lll). Dentro de estas familias de compuestos, aquellos con una
longitud de cadena hidrocarbonada de 12 carbonos, arginina-N-lauril amida (Arg-NHCy;,
ALA) y N%lauril-L-arginina-metil éster (LAM), presentan un alto grado de analogia con
Bz-Arg-NHCy,. Aplicando el mismo criterio a los derivados de 10 carbonos,
arginina-N-caproil amida (Arg-NHCyo, ACA) y N%-caproil-L-arginina-metil éster (CAM)

serian los analogos a Bz-Arg-NHCy,.

Puede observarse una gran similitud estructural entre los compuestos de la serie
Il y Bz-Arg-NHC,, siendo la principal diferencia la desproteccion del grupo amino del
carbono a 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 un grupo benzoilo, altamente hidrofébico. Con respecto a
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la serie Il, la diferencia estructural con Bz-Arg-NHC, es mas notoria, ya que es el grupo
a-amino de la arginina el que participa en el enlace amida que une el nucleo 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. En este caso, 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.

N O o N

AL Y AL
NH2 NH NH2

Serie | Serie ll Serie lll

Figura 2.3.12. Comparacion de las estructuras de las series de surfactantes derivados de
arginina. Serie I: N°-benzoil-L-arginina-alquilamidas; Serie II: N%-acil-L-arginina-metil

ésteres; Serie Ill: arginina-N-alquilamidas.

Numerosos estudios se han llevado a cabo acerca de las propiedades
fisicoquimicas de estos compuestos (Piera et al. 1998; Mordn et al. 2001a; Infante et al.
2004; Pinazo et al. 2011; Pinazo et al. 2016). La Tabla 2.3.4 resume algunas de ellas. En
el caso de la CMC, dentro de cada serie de compuestos pudo observarse el mismo
comportamiento: los derivados con colas hidrofébicas de 12 carbonos de largo
presentaron valores de CMC menores que sus contrapartes de 10 carbonos. Asimismo
pudo establecerse el siguiente orden de CMC entre las tres series de compuestos:

serie | < serie Il < serie Ill.
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La causa probable de los mayores valores de CMC registrados para ALA y ACA
probablemente sea la presencia de dos cargas positivas por molécula (Figura 2.3.12 serie
), lo cual incrementa su hidrofilicidad y, en consecuencia, su solubilidad acuosa,
permitiendo la presencia de una mayor cantidad de mondmeros de surfactante en el
medio acuoso antes de |la formacion de micelas. Por otro lado, los menores valores de
CMC obtenidos para Bz-Arg-NHC, respecto de los reportados para CAM y LAM pueden
ser atribuidos a la presencia del grupo hidrofébico benzoilo en la serie |, lo cual
disminuye su solubilidad acuosa (estimada por HPLC segun el método del estandar
externo en 0,8 mg/ml —1,91 mM- para Bz-Arg-NHCyo y 0,2 mg/ml —0,45 mM- para
Bz-Arg-NHCy,) y aumenta su tendencia a autoagregarse en medio acuoso (Vives et al.

1999).

Tabla 2.3.4. Propiedades fisicoquimicas de distintos surfactantes derivados de arginina

(Pinazo et al. 2011).

Serie Il Serie Il
Surfactante C3(LA),
LAM CAM ALA ACA
N° de carbonos™™ 12 10 12 10 12
Cargas positivas 1 1 2 2 2
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 16,0 1,8 26,0 0,(;)(;(5@

@) Numero de carbonos de la cadena hidrofdébica unida a la arginina. ®) cmcy,
determinada por medidas de tension superficial. © cmc,, determinada por medidas de

conductividad.
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Pérez et al. (1996) ha informado la sintesis de surfactantes géminis derivados de
arginina con estructura similar a LAM, N% N"“-bis(N®lauroil-arginina)-o,w-dialquilamidas
6 C,(LA), (Figura 2.3.13), asi como el estudio mediante diferentes metodologias de la
CMC de esta familia de compuestos. A partir de los resultados se infirid la existencia de
dos valores de CMC, lo que sugiere la formacién de diferentes tipos de agregados
(Pinazo et al. 2011). La CMC mads baja (CMC,), con valores comprendidos entre 0,002 y
0,005 mM, fue detectada por medidas de tensiéon superficial. Por su parte, las
determinaciones conductimétricas evidenciaron un segundo valor de CMC (CMGC,)
aproximadamente 2 6rdenes de magnitud mayor que la CMC;, con valores entre 0,3 y
0,6 mM. El menor valor de CMC estaria relacionado con la formacién de agregados no
globulares de bajo nimero de agregacién (moléculas por agregado), mientras que a
concentraciones iguales o mayores que la CMC, existe una fuerte evidencia de la
formacidon de estructuras globulares tipo micela (Pinazo et al. 2011). A modo de
ejemplo, en la Tabla 2.3.4 se incluyen algunas de las propiedades fisicoquimicas

reportadas para N° N“-bis(N*-lauroil-arginina)-a,w-dipropilamida 6 Cs(LA),.

"5 (C3
ij O 49 o

HN H/\(\%\H NH

HI\%J\JH2 HQNTJ\j "
H2N cr Cl

ONH,
Figura 2.3.13. Estructura quimica del surfactante tipo géminis N° N“-bis(N*-lauroil-

arginina) a,w-dialquilamida 6 C,(LA),, donde n es el numero de dtomos de carbono de la

cadena espaciadora (n=s + 2).
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A pesar de las diferencias estructurales, los valores de CMC registrados para los
surfactantes géminis C,(LA), fueron del orden de los observados para Bz-Arg-NHC,, y
ambos a su vez menores que los registrados para LAM. En este contexto, las diferencias
encontradas en los valores de CMC de Bz-Arg-NHC,, determinados por las distintas

metodologias podrian atribuirse a la formacion de diversos tipos de agregados.

3.5.2. Determinacion de los parametros de superficie de Bz-Arg-NHC,

Las medidas de tensién superficial permitieron la investigacion de otros
pardametros importantes relacionados con las propiedades de superficie de los
surfactantes Bz-Arg-NHC,. La mdxima concentracién superficial de exceso o adsorcion de
saturacidon (I'max) Y el area minima por molécula (Amin) en la interfase aire/agua se
calcularon como se describe en la Seccién 2.7.1.1 del presente Capitulo (pag. 94). La
Tabla 2.3.5 resume estos parametros junto con Ycmc Y pCao, los cuales se utilizan
normalmente como indicadores de la eficacia y la eficiencia de adsorcion de los
surfactantes respectivamente. Menores valores de ycuvc se relacionan con una mayor
efectividad del tensioactivo en la reduccién de la tensidon superficial. En el mismo
sentido, cuanto mayor sea el valor de pCy, mas eficiente es el surfactante, es decir, una
menor concentraciéon del mismo es necesaria para disminuir la tension superficial del
agua pura en 20 unidades. Los valores de ycuc calculados para Bz-Arg-NHC, se
encontraron en el rango de los 30-37 mN/m, considerado tipico para los tensioactivos
cuaternarios, incluyendo los derivados de arginina (Infante et al. 2009). Segun los
pardmetros calculados para ambos compuestos, Bz-Arg-NHC;, posee mejores
propiedades de superficie que su contraparte de 10 carbonos, hecho que puede

atribuirse a la presencia de dos grupos metileno adicionales en su cola hidrofébica. Este

119



comportamiento puede explicarse segun la regla de Traube, |la cual establece que en una
serie homodloga de tensioactivos, la concentracién molar requerida para producir una
disminucion equivalente de la tensién superficial disminuye tres veces por la adicidn de

un grupo metileno en la cola hidrocarbonada de la molécula (Florence & Atwood, 2006).

Tabla 2.3.5. Pardmetros de superficie de Bz-Arg-NHC, (surfactantes derivados de

arginina de simple cadena) a 25°C.

Yemce rmax Amin
(mN.m™) PCo  Op/dlogC (x 10 mol.em?®)  (A?)

10 34,0 3,17 -34,547 3,03 54,8
12 36,8 4,47 -40,306 3,53 47,0

La cantidad de surfactante adsorbido por unidad de area en la interfase
saturada (/ max) depende no sdlo de la estructura quimica de la molécula del surfactante
y los grupos funcionales presentes, sino también de su orientacién en la interfase. Por
otra parte, la eficacia de la adsorcién esta relacionada con el drea interfacial ocupada
por molécula del surfactante (Amin), s decir, cuanto menor sea la superficie transversal
del surfactante en la interfase, mayor serd su eficacia de adsorcién. Los valores de Anmin
encontrados para Bz-Arg-NHC, (alrededor 50 A?) fueron menores que los reportados
para los derivados de las series Il (62-67 A% y Il (62-90 A?) (Infante et al. 2004).
Nuevamente, si bien todos los compuestos mencionados se encuentran cargados
positivamente, los menores valores de A, obtenidos en el caso de Bz-Arg-NHC, podrian
atribuirse a la presencia del grupo benzoilo unido al grupo a-amino de la arginina.

Teniendo en cuenta este hecho, podria concluirse que el Ay, para los tensioactivos
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derivados de arginina estaria mas afectada por la estructura quimica de la porcién
hidrofilica de la molécula que por la hidrofdbica. Para probar esta hipdtesis se
compararon las Anin calculadas para Bz-Arg-NHCy, y el reportado para ALA, que fueron
47 y 90 A? respectivamente. En el caso del segundo compuesto, la presencia de dos
grupos catidonicos por molécula aumenta las fuerzas de repulsién electrostaticas inter- e
intramoleculares, lo cual tiende a separar los mondmeros en la interfase, aumentando

por lo tanto su Apn.

Dentro de la serie Bz-Arg-NHC,, el A, calculado para el derivado de 12
carbonos fue ligeramente menor que el parametro correspondiente para Bz-Arg-NHCyq
(Tabla 2.3.5). Esto podria atribuirse a la mayor hidrofobicidad de Bz-Arg-NHC1,, lo que
favoreceria que las moléculas interactien mas estrechamente entre si que en el caso de

Bz-Arg-NHC, formando un arreglo mas compacto en la interfase.

3.5.3. Cdlculo del parametro de empaquetamiento (SPP)

Las moléculas de los surfactantes en solucion pueden formar agregados de
tamafios y formas variables (esferas, elipsoides, cilindros, etc.), dependiendo de las
caracteristicas fisicoquimicas de los mondmeros. En el caso de los tensioactivos
derivados de aminoacidos, Pinazo et al. (2011) sugirié que los homdlogos con cadenas
hidrocarbonadas mas cortas tienden a formar micelas esféricas, mientras que aquellos
con cadenas de 14-16 atomos de carbono tienden a formar agregados cilindricos. La
forma en la que las moléculas de surfactante se agrupan puede ser predicha por el
pardmetro de empaquetamiento (SPP, del inglés surfactant packing parameter),

definido por la Ecuacion (3):
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SPP=v/IA, (3)

donde v es el volumen de la cola hidrofébica, / es la longitud de la cadena
hidrocarbonada en conformacién all-trans y A, es el drea ocupada por la cabeza polar, la
cual puede aproximarse con el valor de Ap,;, calculado a partir de las medidas de tensién
superficial. Los valores | y v a su vez pueden ser estimados de acuerdo a Tandford (1980)

segun las siguientes ecuaciones:
| =(0,154 + 0,1265 n) nm (4)
v=(27,4+26,9 n)x10°> nm? (5)

donde n es el numero de carbonos de la cadena hidrofébica. En general, cuanto mayor
sea el valor de SPP, menor sera la curvatura de los agregados: valores de SPP entre 0,33
y 0,50 denotan una conformacion cilindrica, mientras que para SPP < 0,33 las micelas
tienden a adoptar formas esféricas. Los valores de SPP calculados para
Bz-Arg-NHCyo y Bz-Arg-NHC,, fueron 0,38 y 0,45 respectivamente, prediciendo la
formacidon de micelas cilindricas en ambos casos. Pinazo et al. (2011) reporté la
agregacion del surfactante LAM en micelas esféricas, confirmando la prediccion basada
en el cdlculo del SPP (0,31) por espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN),
medidas de dispersién de luz (light scattering) y dispersién de rayos-X en dangulo
pequefio (SAXS). Estos resultados establecieron motivos razonables para suponer que

las predicciones basadas en el pardmetro SPP serian precisas.
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3.5.4. Andlisis de la morfologia de los agregados de Bz-Arg-NHC, por microscopia de
fuerza atomica (AFM)

Una de las principales aplicaciones de la microscopia de fuerza atémica (AFM) es
el estudio de la topografia a nano- y microescala, permitiendo la visualizacién de
procesos como la cristalizacion/fusién, difusidn, adsorcion, asociaciones moleculares e
incluso reacciones quimicas. En este caso, se estudié el comportamiento de agregacién
de Bz-Arg-NHC, en aire y celda fluida, obteniéndose los perfiles de altura en cada caso
(Figura 2.3.13). El modo de contacto intermitente (tapping mode) empleado en los
analisis permite el contacto de la punta con la muestra sdlo por periodos cortos de

tiempo, minimizando el dafio ocasionado a la misma.

La adsorcién de las moléculas de surfactante en la mica es producida
principalmente por interacciones electrostaticas entre la cabeza polar cargada
positivamente del surfactante y la superficie de la mica, dotada con carga negativa. Una
vez neutralizada la carga de la mica, la adsorcion procede a través de interacciones
hidrofébicas entre las colas hidrocarbonadas de las moléculas de surfactante ya
adsorbidas y las de los mondmeros en solucidn. En todos los casos, los perfiles obtenidos
evidenciaron la presencia de mono- y bicapas, con un promedio de alturas de entre
3 v 5 nm respectivamente. Las imagenes obtenidas en el caso de los ensayos en aire
(Figuras 2.3.14ay 2.3.14c) evidenciaron la presencia de regiones alternadas de mica libre
y bicapas de surfactante. Tanto en aire como en celda fluida se observé la adsorcién de
agregados de los surfactantes por encima de las bicapas, con tamafios entre 5y 90 nm
para Bz-Arg-NHC,g, y entre 12 y 40 nm para Bz-Arg-NHCy,. La observacién de agregados

con forma cilindrica en el caso de las imagenes adquiridas en celda fluida para
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Bz-Arg-NHC, (Figuras 2.3.14b y 2.3.14d), apoya las predicciones basadas en el parametro

SPP descriptas anteriormente.
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Figura 2.3.14. Imdgenes de AFM obtenidas en modo de contacto intermitente para
(a, b) Bz-Arg-NHCyo y (c, d) Bz-Arg-NHCy,, en aire (a, c) y en celda fluida (b, d). Las
imdgenes se encuentran representadas en un eje z de 30 nm, representado por la
intensidad del color. Las figuras al pie de cada imagen representan el perfil de altura de

la seccidn sefialada con una linea blanca.
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4. Conclusiones

Se llevaron a cabo eficientemente reacciones de sintesis de alquilamidas y
alquilésteres derivados de aminoacidos N-protegidos utilizando peptidasas de origen

vegetal (papaina y araujiaina) adsorbidas sobre poliamida como biocatalizadores.

Papaina adsorbida sobre poliamida demostro ser el biocatalizador mas eficiente
en las condiciones ensayadas, en tanto que araujiaina produjo rendimientos levemente

mas bajos.

Para la sintesis de las alquilamidas derivadas de Gly y Leu, debido a la formacion
de un aducto insoluble en la mezcla de reactivos, fue necesario cambiar la estrategia de
sintesis de un control termodindamico a uno cinético, para lo cual el dador de acilo fue

activado mediante la esterificaciéon de su funcién carboxilo con un grupo metilo.

La sintesis de los ésteres derivados de arginina mostré bajos rendimientos en las

condiciones ensayadas.

La purificacion de Bz-Arg-NHC, por extraccién del medio de reacciéon con la
mezcla MeOH:H,0, seguida de una cromatografia de intercambio catiénico empleando
como fase movil solventes de baja toxicidad y bajo costo, permitié obtener los

productos puros en cantidades del orden de los miligramos.

La purificacion de Z-AA-NHC,, (AA = Ala, Gly) por extraccidén, seguida de una
cromatografia en silica, permitié obtener estos productos puros en cantidades del orden

de los miligramos para su caracterizacion.

La obtencién de los productos en cantidades semipreparativas permitio la

identificacion y confirmacion de su estructura por espectrometria de masas (ESI-MS) y
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distintas técnicas de espectroscopia de resonancia magnética nuclear (*H-RMN, *C-RMN

y 2D HSQC RMN).

Las alquilamidas derivadas de Ala y Gly no mostraron propiedades tensioactivas,
probablemente debido a su baja solubilidad acuosa. Esto llevd a que no se llevara a cabo
la sintesis de los derivados de Leu a mayores escalas ni se realizaran otro tipo de

determinaciones para estos compuestos.

Los derivados de arginina (Bz-Arg-NHC,,) mostraron propiedades tensioactivas,
siendo capaces de reducir la tensién superficial del agua a un valor constante y

mostrando valores de CMC definidos.

Las CMC de los compuestos derivados de arginina fueron determinadas tanto
por medidas de tensidn superficial como por conductimetria. Los valores mas bajos de
CMC obtenidos en el segundo caso sugieren la formacién de diferentes tipos de

agregados.

La baja solubilidad acuosa, asi como los bajos valores de CMC hallados para
Bz-Arg-NHC, se deben a las fuertes interacciones hidrofdébicas favorecidas por la
presencia del grupo benzoilo unido a la cabeza polar de las moléculas de los

surfactantes.

Analisis por microscopia de fuerza atdmica revelaron la formacién de agregados
cilindricos para los surfactantes derivados de arginina, apoyando las predicciones

basadas en el pardmetro SPP.
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CAPIiTULO 3

CARACTERIZACION BIOLOGICA DE TENSIOACTIVOS DERIVADOS DE ARGININA:
DETERMINACION DE SU ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA
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1. Introduccion

La resistencia a las drogas terapéuticas representa una amenaza creciente a la
salud publica mundial que involucra gran parte de los principales patégenos microbianos
(Russell 2003; Levy & Marshall 2004). En Estados Unidos y el Reino Unido entre el 40 y el
60% de las cepas hospitalarias de Staphylococcus aureus son resistentes a la meticilina
(un antibidtico betalactamico del grupo de las penicilinas), encontrandose las mismas
asociadas a un mayor niumero de muertes respecto de aquellas cepas sensibles a este
antibidtico. En la actualidad, el nUmero de organismos resistentes, asi como las regiones
geograficas afectadas y la amplitud de esta resistencia en organismos individuales, son
hechos sin precedentes y de creciente importancia. Es asi que hoy en dia las bacterias
clinicamente relevantes se caracterizan no sélo por la resistencia a drogas individuales
sino también por la resistencia a multiples antibiéticos — un legado de décadas de uso y
abuso de los antimicrobianos. De esta forma ha surgido la necesidad urgente de disefiar
nuevos compuestos antimicrobianos que impidan el desarrollo de resistencia adquirida.
Una estrategia posible es la preparacién de compuestos con nuevos modos de accién y

blancos diferentes a los de los antibidticos hasta ahora existentes (Pinazo et al. 2016).

Idealmente, el control del crecimiento de microorganismos en tejidos vivos
requiere de agentes terapéuticos que reduzcan o prevengan el crecimiento de bacterias
y/o hongos, sin causar dafio a las células huésped. En este sentido, el conocimiento de la
biologia celular de los microorganismos contribuye al disefio racional de nuevos agentes

guimioterapéuticos con mejoradas capacidades biocidas (Castillo Expdsito 2006).
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1.1. Bacterias

Las bacterias son células procariotas, carentes de envoltura nuclear, con formas
alargadas (bacilos), esféricas (cocos) o de espiral que, dependiendo la especie, pueden
agruparse o no en diferentes arreglos: unidades individuales (cocos), pares (Neisseria
gonorrhoeae), cadenas (Streptococcus spp.) o racimos (Staphylococcus spp.). En los casos
en los que no existe una forma celular caracteristica asociada a una bacteria, la misma
puede ser descripta como pleomdrfica (micoplasmas o Bacillus anthracis). Tienen
tamanios variables, con didmetros comprendidos entre 0,1 y 50 um, siendo el diametro
promedio alrededor de 1 um (Castillo Expodsito 2006). Las bacterias han sido
consideradas tradicionalmente como organismos individuales que crecen en poblaciones
plancténicas homogéneas. Sin embargo, en ambientes naturales, generalmente forman
comunidades de microorganismos capaces de adherirse a diversas superficies,
embebidos en una matriz extracelular (formada principalmente por polisacaridos)
llamadas biofilms (Fux et al. 2003). La esporulacion o formaciéon de esporas, es otra
caracteristica de las bacterias, principalmente en el caso de bacterias Gram positivas. Las
esporas bacterianas constituyen entidades complejas, inactivas metabdlicamente vy
resistentes a la inactivacion por muchos agentes fisicos y quimicos, representando un
problema grave en la conservacion de alimentos y la microbiologia médica. Un ejemplo
tipico de infecciones producidas por esporas bacterianas es el botulismo, una

intoxicacion alimentaria causada por las toxinas de Clostridium botulinum (Russell 1998).

En cuanto a la anatomia celular, la envoltura procariota puede definirse como
un conjunto de membranas y macromoléculas asociadas que constituye el limite entre el
interior y el exterior de la célula. Basicamente esta conformada por la membrana

citoplasmatica y la pared celular, y cumple con diversas funciones esenciales: da rigidez

138



y forma a la célula, protege contra la lisis osmodtica, actla como barrera de
permeabilidad selectiva y participa en la division celular, entre otras (Poxton 1993).
Teniendo en cuenta la estructura de la envoltura celular, las bacterias pueden dividirse
en dos grandes grupos: Gram positivos (Figura 3.1.1) y Gram negativos (Figura 3.1.2), en
funcién de una captacion diferencial de los colorantes en la tincion de Gram. Esta
diferencia de permeabilidad se debe basicamente a las diferencias estructurales y de
composicion de las envolturas de ambos tipos de bacterias, los cuales se describen a

continuacion.

1.1.1. La envoltura celular de las bacterias Gram positivas

El principal componente de la pared celular de las bacterias Gram positivas, cuya
estructura se detalla en la Figura 3.1.1, es el peptidoglicano, un polimero formado por
una secuencia alternante de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico (unidos
mediante enlaces B-1,4) con un tetrapéptido (formado por L- y D- aminodcidos
alternados) unido a través del extremo amino terminal al carboxilo de este ultimo. Los
filamentos de peptidoglicano se encuentran interconectados por enlaces cruzados
directos entre las cadenas de aminodcidos o a través de puentes peptidicos, formando
de 20 a 40 capas. La sintesis de peptidoglicano es el blanco de accion de antibidticos

comunmente empleados, tales como la penicilina, la cefalosporina y derivados.

Por otro lado, los principales componentes externos de la pared celular son los
acidos teicoico y lipoteicoico (anclado a la membrana a través del esqueleto de
diacilglicerol de los fosfolipidos), dos polimeros anidénicos que contribuyen a la carga
negativa neta de la superficie celular. La funcidn de estos componentes es la

participacién en el proceso de adhesidon y el mantenimiento de la estructura de la pared
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celular (Castillo Expdsito 2006).

Peptidoglicano

Membrana'
plasmatlca' i

Figura 3.1.1. Esquema de la estructura de la envoltura celular de las bacterias Gram
positivas: la membrana plasmdtica (una bicapa lipidica) se encuentra rodeada por una
pared celular compuesta por una gruesa capa de peptidoglicano y dcido lipoteicoico, el
cual se encuentra anclado a la membrana a través del esqueleto de diacilglicerol de los

fosfolipidos (Brown et al. 2015).

1.1.2. La envoltura celular de las bacterias Gram negativas

La pared celular de bacterias Gram negativas tiene una estructura mucho mas
compleja que la de las Gram positivas (Figura 3.1.2). En este caso, la envoltura celular se
encuentra formada por multiples capas: la capa de peptidoglicano es mucho mads
delgada (s6lo una o dos capas) y se ubica entre la membrana citoplasmdtica y una
segunda membrana, denominada membrana externa. Esta membrana esta formada por
una bicapa glicolipidica, donde la monocapa interna se encuentra constituida por

fosfolipidos, mientras que la externa contiene lipopolisacdridos (LPS), haciendo que la
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superficie celular sea altamente hidrofilica y otorgandole también una carga neta
negativa. Los LPS se encuentran formados por tres regiones: el polisacdrido O
(antigeno), un polisacarido central y el lipido A (endotoxina), embebido en la bicapa
lipidica. Algunas bacterias pueden cambiar rdpidamente la naturaleza de los LPS para

evitar las defensas inmunitarias del huésped. Cumple funciones mecanicas y fisiolégicas.

Lipopolisacérido,
|

Porina
" See 1 1 00 & 3
Membranal BHRDNN RN AR RERRARDRINNN
externa| £08 48488040 (L4484 R L Rt (R AT TR RN
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Figura 3.1.2. Esquema de la estructura de la envoltura celular de las bacterias Gram
negativas: en el espacio peripldsmico entre las membranas (bicapas lipidicas)
citoplasmdtica y externa se encuentra una fina capa de peptidoglicano; la membrana
externa ademds contiene lipopolisacdridos (LPS) en su cara exterior y facilita el
transporte no vesicular a través de canales como porinas y transportadores

especializados (Brown et al. 2015).

La membrana externa contiene también una gran cantidad de proteinas,
incluyendo porinas que crean pequefios canales de alrededor de 1 nm de didmetro y
permiten el transporte de moléculas hidrofilicas de bajo peso molecular, con tamafos

de hasta 700 Da aproximadamente. Finalmente, la membrana externa se encuentra
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unida al peptidoglicano a través de una lipoproteina cuya region lipidica se encuentra
inserta en la membrana, mientras que su porcion peptidica se une covalentemente al

peptidoglicano.

1.1.3. La membrana citoplasmadtica bacteriana

La capa mas interna de la envoltura celular de las bacterias, ya sean Gram
positivas o Gram negativas, estd constituida por la membrana citoplasmdtica. Esta
barrera semipermeable consiste en una bicapa de fosfolipidos en la que se insertan
diversas proteinas. Se diferencia de la membrana citoplasmatica de las células
eucariotas en la mayor relacién proteina:lipido (80:20), asi como en la ausencia de
colesterol. Esta estructura es de suma importancia para la célula debido a sus
fundamentales papeles metabdlico y estructural, ya que no sdlo sirve como barrera
osmotica y selectiva, sino que participa en la generacién de energia a través de la
respiracion celular y la sintesis de componentes de la pared celular, asi como también en
el anclaje del material genético y la sefalizacién (Castillo Expdsito 2006). Por todo esto,
muchos biocidas tienen como objetivo la membrana citoplasmatica, para lo cual,
ademas, deben ser capaces de atravesar el resto de la envoltura celular (Denyer 1995;

Denyer & Stewart 1998).

Si bien pueden ocurrir cambios en la composicién lipidica dependiendo de las
condiciones del medio de crecimiento, el concepto de una composicién tipica de lipidos
de las membranas celulares se encuentra aceptado. Asimismo, la composicién de
fosfolipidos y glicolipidos de un grupo a otro dentro de las bacterias Gram positivas varia
en mayor medida que entre grupos Gram-negativas. En cualquier caso, una

caracteristica comun es la presencia de grandes cantidades de fosfolipidos cargados
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negativamente (como el fosfatidilglicerol, PG) 'y zwitteridnicos (como la
fosfatidiletanolamina, PE). En general, mayores cantidades de PE se encuentran en la
membrana interna de bacterias Gram-negativas en comparacidon con la membrana
citoplasmatica de las bacterias Gram-positivas. Por ejemplo, PG y sus derivados son los
unicos fosfolipidos de la membrana de Staphylococcus aureus, mientras que el PE es el
componente dominante (82%) de la membrana interna (citoplasmatica) de Escherichia

coli (Lohner & Prenner 1999).

1.2. Hongos

A diferencia de las bacterias, los hongos son organismos eucariotas. Como
organismos no fotosintéticos, obtienen sus nutrientes de la degradacion de materia
organica a través de la liberacion de enzimas hidroliticas. Son ubicuos y sus actividades
estan involucradas en muchos aspectos de nuestra vida cotidiana, ya sea como fuente
de productos farmacéuticos y alimenticios, o como organismos descomponedores y
causantes de enfermedades en plantas y animales, incluyendo al hombre (Hanson

2008).

Los hongos pueden aparecer como organismos unicelulares (levaduras), con
diametros que varian entre los 3 y 15 um, o como organismos filamentosos
multicelulares (hongos filamentosos). Estos ultimos se encuentran formados por tubulos
cilindricos y ramificados denominados hifas, que permiten la ramificacidon y extension
del organismo en su entorno. Estas hifas miden generalmente entre 2 y 10 um de
didmetro y crecen por extensién en longitud desde uno de sus extremos, formando una
masa de hifas entrelazadas denominada micelio. En algunos casos, las células

individuales que componen cada hifa pueden encontrarse separadas por septos que
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permiten el intercambio de material entre ellas a través de poros (Brock 2006; Hanson

2008).

Si bien la forma usual de reproduccion de muchas especies de hongos es
sexualmente a través de esporas, muchos pueden desarrollarse vegetativamente a partir
de fragmentos del micelio. En las levaduras, la reproducciéon puede llevarse a cabo de
dos maneras: regularmente por mitosis (la célula duplica su material genético y se divide
en dos células idénticas) o a través de un proceso denominado gemacion (budding, en
inglés), durante el cual la célula sufre una mitosis asimétrica, dividiéndose en dos células
hijas de diferente tamafo. La mas pequefa, denominada yema o brote (bud, en inglés),
protruye de la superficie de la célula madre y, a diferencia de la divisién mitdtica,

continua siendo parte de ésta (Brock 2006).

En el caso de los hongos filamentos, el micelio puede dividirse en una parte
vegetativa, destinada a dar sostén, proteccidon y nutricidén, y una parte reproductiva,
formada por el conjunto de hifas fértiles que nacen del micelio vegetativo, pero que se
diferencian biolégica y morfolégicamente para las funciones de reproduccion. El micelio
reproductivo es el encargado de la generacion y liberaciéon de las esporas, pudiendo
generarse las mismas en forma sexual o asexual. En el Ultimo caso, las esporas tienen
origen en estructuras especializadas denominadas células conididgenas o conididforos,
cuando las esporas — llamadas conidios — son generadas externamente (como en el caso
de Aspergillus niger y los hongos pertenecientes al género Penicillium), o
esporangioforos, cuando las mismas — esporangiosporas — son generadas internamente
y contenidas en un saco o esporangio (como en el caso de Rhizopus nigricans). Los

conidios y las esporangiosporas se forman por segmentacién en un proceso similar a la
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gemacién. Por otro lado, en la reproduccion sexual, las esporas se forman por unién de
dos nucleos y divisidn meidtica, denominandose en este caso esporas sexuales o
meiosporas (Brock 2006). En ambos casos, las estructuras reproductivas pueden ser
pigmentadas y estar recubiertas por una capa de polisacarido gelatinoso, la cual facilita
su diseminacién y adhesién al huésped (Hanson 2008). La morfologia de las esporas y
conidios es variable y caracteristica de cada especie de hongo, pueden ser ovales,
elipticos, estrellados, fusiformes, helicoidales y piriformes, entre otros, y presentar o no

tabiques, tanto longitudinales como transversales.

1.2.1. La envoltura celular de los hongos

La pared celular fungica (Figura 3.1.3) contiene marcadores taxondmicos utiles,
siendo también uno de los principales objetivos para los agentes antifungicos. Estd
constituida por un complejo de quitina (un polimero de N-acetilglucosamina) con
distintas manoproteinas y a- y B-1,3-D-glucanos, dispuestos en capas y unidos a la cara
externa de la membrana plasmatica [bicapa lipidica compuesta principalmente por
lipidos zwitteridnicos, fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), esfingolipidos,
lipidos anidnicos y ergosterol (ERG)] a través de lipoproteinas (Makovitzki et al. 2006). A
diferencia de las células de mamiferos, las cuales contienen colesterol, el principal
esterol presente en la membrana citoplasmatica de los hongos es el ergosterol (Hanson

2008).

La membrana plasmatica fungica se encuentra organizada en subdominios
especializados que varian en tamano, estabilidad y composiciéon (Douglas & Konopka
2014). Es el caso de los dominios ricos en esteroles (SRD, del inglés sterol rich domains),

que pueden observarse facilmente en células tefiidas con filipin, un colorante
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fluorescente que se une especificamente a esteroles. Los SRD se encuentran ubicados en
sitios de morfogénesis activa, como en las hifas de Candida albicans y en las
proyecciones reproductivas de Saccharomyces cerevisiae, y su presencia esta regulada

segun el ciclo celular (Alvarez et al. 2007).

Manoproteinas

[3-glucano

Quitina[_ {IHIH

Membrana
plasmatica

Figura 3.1.3. Esquema de la estructura de la envoltura celular de los hongos: la
membrana plasmdtica se encuentra rodeada por una pared celular conformada por
multiples capas de quitina, B-glucano y manano (en forma de manoproteinas)

(Brown et al. 2015).

1.3. Control del crecimiento microbiano

Los microorganismos pueden eliminarse normalmente de objetos inanimados y
superficies mediante métodos fisicos (calor, radiacion o filtracién) o a través del uso de
agentes quimicos especiales con actividad biocida, denominados desinfectantes. Sin

embrago, debido a la elevada toxicidad de estos compuestos, su aplicacidn se restringe a

146



productos de limpieza doméstica e industrial. Asimismo, la utilizacion de muchos de
ellos provoca la liberacion al medio ambiente de residuos peligrosos, como metales
pesados y fenoles, poniendo en riesgo no sélo la salud de las personas sino la integridad
de los ecosistemas naturales.

Por otro lado, el control del crecimiento microbiano en los seres vivos requiere
de compuestos con mayor selectividad y menor toxicidad que los desinfectantes. En este
caso, los antibidticos (utilizados para el tratamiento de infecciones en humanos vy
animales) y antisépticos (empleados para desinfectar superficies duras y tejidos externos
a través de aplicaciones tdpicas) son los productos de eleccion. En general, los
desinfectantes y antisépticos (agrupados como biocidas) tienen un espectro de actividad
mas amplio que los antibidticos y, si bien estos ultimos tienden a tener objetivos
intracelulares especificos, los biocidas en general pueden tener multiples blancos
(Castillo Expdsito 2006).

La mayoria de los antibidticos con actual aplicacidn clinica han sido descubiertos
entre las décadas de 1940 y 1980, y su desarrollo ha sido basado en la capacidad de
inhibir o destruir a las bacterias en crecimiento exponencial (Hurdle et al. 2011). Por lo
tanto, la mayoria de los mismos tienen como blanco la interrupcién de algin proceso
esencial para el crecimiento bacteriano, como por ejemplo, la sintesis de los
componentes de la pared bacteriana. La toxicidad selectiva de estos compuestos se
debe a que el proceso en si estda ausente (como en el caso de la sintesis del
peptidoglicano), o difiere significativamente del mismo proceso en las células del
huésped (como las sintesis de proteinas, ADN o ARN). Por el contrario, los biocidas
tienen multiples objetivos, y los efectos nocivos observados son proporcionales a la

concentracion del principio activo. En algunos casos resulta interesante el hecho de que,
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a bajas concentraciones, los biocidas pueden ser mucho mas selectivos en su accion que
cuando son utilizados en mayor proporcién, lo cual pone de manifiesto la necesidad de
estudiar el efecto de esta clase de quimicos incluso a las concentraciones residuales que
pudieran quedar luego de su aplicacién, por ejemplo, en determinadas superficies. A
pesar de las multiples diferencias entre ellos, se han descripto algunas semejanzas en el
modo de accién de ambos tipos de compuestos, incluyendo la penetracidn de agentes
catidnicos en bacterias Gram negativas, la entrada pasiva en bacterias Gram positivas no
esporuladas y alguna micobacterias, algunos efectos en la membrana plasmatica y

cambios morfoldgicos en las células (Russell 2003).

La resistencia microbiana a los biocidas y antibidticos, en particular la de las
bacterias y hongos, dificulta seriamente el control del crecimiento microbiano. En el
caso de la resistencia adquirida, la misma resulta de cambios genéticos en una simple
célula y surge por la aparicion de mutaciones en la misma célula o por adquisiciéon de
material genético de otra, como en el caso de la transferencia de plasmidos por
conjugacién bacteriana. La forma en que puede darse tiene multiples enfoques: cambios
en la permeabilidad de la envoltura celular, modificaciones quimicas o degradacion del
agente antimicrobiano y/o la presencia de sistemas de transporte en la membrana que
bombean los agentes antimicrobianos fuera del citoplasma de la célula (Castillo Expdsito
2006). Sin embargo, existen multiples razones para el fracaso de la terapia con
antibidticos que exceden la evolucidn de los microorganismos, como el uso excesivo de
antibidticos incorrectos o la prescripcion inadecuada, el incumplimiento de los tiempos
de terapia prescriptos y la incorporacién de antibidticos similares a los utilizados en
terapia en la alimentacidon animal (Gorbach 2001). También se sostiene que el uso

generalizado de biocidas en hospitales, domicilios particulares e industrias entre otros
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ha contribuido al aumento de la tasa de resistencia a los medicamentos.

En este contexto, y en linea con lo que resolvido la FDA (Food and Drug
Administration, agencia del gobierno estadounidense) pocos meses antes, hacia finales
del afio 2016 la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica (ANMAT) de la Republica Argentina emitié una resoluciéon en la que se prohibe la
comercializacién de productos antisépticos de venta libre para el lavado de manos y
cuerpo que se enjuagan con agua y que contengan como sustancias activas una serie de
biocidas. Entre ellos se incluye al triclosdn, utilizado normalmente en cremas dentifricas,
enjuagues bucales, desodorantes, polvos faciales, cremas correctoras y productos para
la limpieza de ufias. La reciente medida se encuentra basada en investigaciones que
sefialan que la exposicion regular y a largo plazo ante ciertos ingredientes activos usados
en los productos antibacteriales podria presentar riesgos para la salud, como la
generacion de resistencia a antimicrobianos y efectos hormonales. Ademas, estos
productos se encuentran dirigidos a individuos generalmente sanos, en los cuales tanto
el riesgo de infeccion como el alcance de su propagacidn son relativamente bajos en
comparacion con los observados en el ambito de la atencion de la salud, donde los
pacientes son generalmente mds susceptibles a las infecciones y el potencial de
propagacion de estas es mayor. La FDA también remarca también que no existen
estudios clinicos que avalen una eficacia superior para la prevencion de enfermedades o
en la reduccion del riesgo de infecciones por parte de estos productos frente a aquellos
gue carezcan de agentes antibacteriales en su formulacién cuando son utilizados en el

ambito del hogar y en lugares publicos (FDA 2016; ANMAT 2016).

El problema de la resistencia bacteriana a los biocidas normalmente se
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soluciona aplicando altas concentraciones del agente antimicrobiano o un cambio en el
tratamiento por una combinacién de diversos agentes sin relacion que, conjuntamente,
se combinen para controlar el crecimiento microbiano (Russell 2003). Otra alternativa es
la introduccién de modificaciones quimicas sobre los farmacos existentes de manera de
obtener analogos con actividad mejorada. Como sus precursores, estos analogos son
eficaces contra las bacterias metabdélicamente activas. Sin embargo, en varios tipos de
infecciones, las bacterias encuentran condiciones desfavorables que provocan que las
células entren en un estado quiescente de crecimiento lento o incluso nulo. Estos
organismos metabdlicamente inactivos (como, por ejemplo, las esporas) pueden
sobrevivir a altas concentraciones de antibidticos y tratamientos extendidos son
necesarios para mantener la eficacia de la droga. Sin embargo, cuando la concentracion
de la droga cae por debajo de los niveles que matan o inhiben a las células en
crecimiento, las bacterias latentes puede reactivar su metabolismo, y el huésped volverd

a mostrar sintomas de la enfermedad nuevamente (Hurdle et al. 2011).

Las practicas de control y prevencidn de infecciones, asi como la eliminacion de
potenciales contaminaciones microbianas en alimentos y otros productos de consumo,
han aumentado el uso de diferentes biocidas, los cuales también han sido incorporados
como conservantes en numerosas formulaciones farmacéuticas (Carmona-Ribeiro & de
Melo Carrasco 2013). En este contexto, los compuestos de amonio cuaternario, como
los bromuros de cetil- y hexadecil-trimetilamonio (CTAB y HTAB, respectivamente) o el
Cetrimide (una mezcla compuesta principalmente por bromuro de tetradecil-
trimetilamonio y, en menor cantidad, bromuro de dodecil- y hexadecil-trimetilamonio)
son los antisépticos y desinfectantes mds utilizados. Por ejemplo, soluciones de

Cetrimide al 0,1-1% (p/v) se utilizan para la limpieza de la piel, heridas y quemaduras, asi
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como de catéteres contaminados y para el almacenamiento de material quirdrgico
estéril (Florence & Attwood 2006). Debido a su considerable toxicidad y cuestionada
biodegradabilidad, se ha propuesto reemplazar a los haluros de amonio cuaternario por
tensioactivos con actividad biocida menos toxicos, como los surfactantes catidnicos
derivados de aminoacidos (Castillo et al. 2004). Entre ellos, los derivados de arginina
presentan actividad antimicrobiana de amplio espectro, buena biodegradabilidad y baja
toxicidad, propiedades que los convierten en interesantes aditivos alimentarios y
formulaciones farmacéuticas, asi como en valiosos ingredientes activos en productos

dermatoldgicos y de cuidado personal (Pérez et al. 2002; Pinazo et al. 2016).

1.3.1. Surfactantes cationicos como antimicrobianos: modo de accion

La membrana plasmatica es fundamental independientemente del estado
metabdlico de la célula, ya que proporciona permeabilidad selectiva para mantener la
homeostasis celular y, en algunos casos como en las bacterias, la transduccién de
energia metabdlica. Ademas, la membrana contiene un tercio de la proteinas de una
célula y es el sitio para procesos esenciales, como el transporte activo de nutrientes y
desechos, la respiracion bacteriana, el establecimiento de la fuerza motriz de protones
en asociaciéon con las enzimas respiratorias, la generacién de ATP y la comunicacién
célula-célula (Hurdle et al. 2011).

En el caso de las bacterias, la superficie exterior de las células lleva una carga
negativa neta, estabilizada a menudo por la presencia de cationes divalentes como el
Mg y Ca*™. Esta carga se encuentra asociada a la presencia de los 4cidos teicoicos vy
polisacdridos en las bacterias Gram positivas, el lipopolisacarido (LPS) en las bacterias

Gram negativas y al predominio de fosfolipidos zwitteridnicos (fosfatidiletanolamina) y
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lipidos cargados negativamente (fosfatidilglicerol y cardiolipina) en la membrana
citoplasmatica de ambos tipos de bacterias. Teniendo esto en cuenta no resulta
sorprendente que muchos agentes con actividad antimicrobiana sean catidnicos y
tengan una alta afinidad de unién a la membrana plasmatica de las células bacterianas
(Gilbert & Moore 2005). En muchos casos, un factor comin en la estructura de
numerosos agentes antimicrobianos es la presencia de una fuerte carga positiva junto
con una region hidrofébica, como en el caso de los tensioactivos catidnicos, entre los
qgue los compuestos de amonio cuaternario (QACs) representan los biocidas mas
utilizados (Vieira & Carmona-Ribeiro 2006).

El modo de accion de los biocidas catidnicos involucra la integracién de las
moléculas de surfactante en la membrana citoplasmatica de las células bacterianas:
luego de interaccionar electrostaticamente, los monédmeros de surfactante penetran en
la membrana plasmatica, ubicandose la region hidrofébica de los mismos en el interior
de la bicapa lipidica y quedando la cabeza polar alineada con la region hidrofilica de los
fosfolipidos. Esta integracion en las membranas es suficiente para afectar el crecimiento
y desarrollo normal del microorganismo (efecto bacteriostdtico) o, en algunos casos,
provocar la muerte de la célula (efecto bactericida), ya que conlleva a la fuga de material
citoplasmatico, alterando los procesos fisioldgicos esenciales que ocurren a nivel de la
membrana, tales como respiracidén, transporte de solutos y biosintesis de la pared

celular.
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2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

Se emplearon dimetil sulféoxido (DMSO), ioduro de propidio (IP) y 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) y el ergosterol (ERG) de Sigma Aldrich. La dioleoil-
fosfatidilcolina (DOPC) y la fosfatidiletanolamina (PE) fueron de Avanti Polar Lipids. El
resto de los reactivos y solventes empleados en este trabajo fue de calidad analitica o

superior.

2.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo agar papa dextrosa (PDA), agar sabouraud dextrosa
(SDA), caldo sabouraud dextrosa (SDB) e yeast peptone dextrose (YPD) fueron de Hi
Media Laboratories (Mumbai, India), mientras que el agar y el caldo nutritivo (AN y CN,
respectivamente) fueron de Biokar Diagnostics (Beauvais, France). Todos los medios de
cultivo fueron preparados segun las indicaciones de cada fabricante y esterilizados a

121°C durante 15 min y una atmdsfera de sobrepresion.

2.3. Microorganismos
2.3.1. Bacterias

La actividad antibacteriana de los productos sintetizados con actividad
tensioactiva fue estudiada frente a cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas
(Escherichia coli ATCC 11229, Bacillus cereus ATCC 10876, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Kocuria rhizophila ATCC 9341,

Enterococcus faecalis ATCC 51299, Serratia marcescens ATCC 14756, Bacillus subtilis
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subsp. spizizenii ATCC 6633, Shigella flexneri ATCC 9199, Enterococcus faecium
ATCC 6569), obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA).

Todos los microorganismos fueron mantenidos en CN a 37°C.

2.3.2. Hongos

La actividad antifungica de los compuestos obtenidos fue estudiada frente a
aislados de hongos de diversas especies, tanto fitopatégenos como patdgenos humanos.
Los aislados de hongos fitopatégenos (Fusarium oxysporium, Fusarium solani,
Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum lindemuthianum) fueron provistos por
el Laboratodrio de Proteinas Vegetais de Defesa (LPVD), perteneciente al Departamento
de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad Federal de Ceard (UFCe, Fortaleza,
Brasil), mientras que los aislados de hongos dermatofitos (Trichophyton rubrum vy
Trichophyton mentagrophytes) asi como un aislado clinico de la levadura Candida
albicans fueron provistos por el Laboratdrio de Toxinas Vegetais, también perteneciente
al mismo departamento de la UFCe. La levadura Candida albicans ATCC 64548, obtenida
de la American Type Culture Collection también fue empleada como microorganismo
indicador. Todos los aislados de hongos fueron mantenidos en SDA en oscuridad, a 27°C

y 70% de humedad relativa.

2.4. Actividad antibacteriana

2.4.1. Determinacion de la concentracion inhibitoria y bactericida minima (CIM y
CBM)

La actividad antibacteriana de los surfactantes N*-benzoil-arginina decilamida

(Bz-Arg-NHCy0) y N®-benzoil-arginina dodecilamida (Bz-Arg-NHC;,) fue evaluada frente a
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bacterias Gram positivas y Gram negativas segun el ensayo de microdilucion, utilizando
microplacas estériles de 96 pocillos con fondo plano (TCP-96T-SI, Axygen). Durante los
ensayos, 125 ul de CN estéril fueron afiadidos a los pocillos de las columnas 2 a 10 de la
microplaca. A continuacién, 125 pl de la solucién correspondiente del surfactante
preparada en CN (800 pg/ml para Bz-Arg-NHCoy 200 pg/ml para Bz-Arg-NHC;,) fueron
anadidos a los pocillos de las columnas 1y 2. A partir del segundo pocillo de cada fila, se
transfirieron en forma seriada 125 ul al pocillo siguiente, descartando 125 ul de la
mezcla en la decima columna, de manera que el volumen final en cada pocillo fuese de
125 pl. Este procedimiento resultd en diluciones seriadas a la mitad (1/2) de las
soluciones de los surfactantes en las primeras 10 columnas de la microplaca. Las
columnas 11 y 12 no contenian surfactante alguno y sirvieron como controles positivo y
negativo del crecimiento, respectivamente. Todos los pocillos, (exceptuando los de la
columna numero 12) fueron inoculados con 2,5 pl de la suspensién bacteriana de interés
ajustada al 0,5 de la escala de McFarland (1,5x10% UFC/ml) en solucién fisiolégica (SF)
estéril (8,5 g/l NaCl). Las microplacas fueron incubadas a 37°C por 24 h. A tiempo 0y 24
h se determiné la densidad dptica de los pocillos a 600 nm (DOgg) utilizando un lector
de placas (ELISA Plate Reader SLT Lab instruments Rainbow Reader). La actividad
antimicrobiana fue expresada como porcentaje de inhibiciéon del crecimiento (% Inh)
comparado con los pocillos control (la DO media de las células crecidas en CN y ausencia
de los surfactantes fue considerada como 100% de viabilidad). Todas las
determinaciones se realizaron al menos por triplicado. Los resultados fueron
contrastados utilizando el andlisis de varianza (ANOVA, one-way analysis of variance) y
el test de Tukey utilizando el software GraphPad Prism®. P-values < 0,05 fueron

considerados como significativos.
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Para cada cepa se definié la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) como la
minima concentracion del surfactante que inhibe completamente el crecimiento visible
(DOgoo =0y % Inh > 95%). De aquellos pocillos que no presentaron crecimiento visible se
tomaron muestras y realizaron estrias en placas conteniendo AN libre de los
surfactantes. Se analizo la presencia de colonias luego de 24 h de incubacién a 37°C. La
Concentracion Bactericida Minima (CBM) se definid como la minima concentracion del

surfactante que inhibe completamente el crecimiento bacteriano (ausencia de colonias).

2.4.2. Efecto de los surfactantes en la supervivencia de patégenos

Se estudidé la supervivencia de patégenos en CN adicionado con Bz-Arg-NHCyp 0
Bz-Arg-NHCy, a diferentes concentraciones. Para ambos compuestos, se utilizaron E. coli
y S. aureus como microorganismos indicadores y concentraciones iguales a la CIM y la
mitad de la CIM (1/2 CIM) correspondiente en cada caso. Durante los ensayos, se
diluyeron cultivos overnight de las bacterias patégenas en CN de manera de alcanzar
una concentracion final de aproximadamente 1x10° UFC/ml. Se prepararon soluciones
estériles de los surfactantes en CN (4,5 ml), las cuales fueron inoculados con 500 ul de
las suspensiones bacterianas. A intervalos de tiempo preestablecidos (0 min, 30 min, 60
min, 3 h y 6 h) se tomaron alicuotas de los cultivos, se diluyeron en forma seriada en
triptona 0,1% v/v y se sembraron en placas conteniendo AN libre de los surfactantes.
Finalmente, las placas fueron incubadas a 37°C por 24 h, realizdndose seguidamente el

recuento de colonias.
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2.5. Actividad antifingica
2.5.1. Preparacion de soluciones stock de los surfactantes

Se prepararon soluciones stock 50 mM de los surfactantes en DMSO, las cuales
fueron almacenadas a -20°C. Se prepararon diluciones de estas soluciones utilizando el
medio mas conveniente (agua milliQ® o medio de cultivo, ambos estériles) en el rango

de concentraciones indicado para cada ensayo.

2.5.2. Preparacion de las suspensiones de esporas/microconidios

Las suspensiones de esporas/microconidios de las distintas especies de hongos
fueron obtenidas a partir cultivos de 15 dias de edad creciendo PDA, de manera de
favorecer la esporulacion. Para los hongos fitopatdgenos, las suspensiones de esporas
fueron preparadas en agua destilada estéril y su concentracion fue calculada por
recuento de los mismos utilizando una cdmara de Neubauer y un microscopio éptico
(Olimpus System Microscope BX 60). A partir de estas suspensiones, se prepararon
diluciones a la concentracion indicada para cada ensayo en agua destilada estéril. En el
caso de los hongos dermatofitos, las suspensiones de microconidios se prepararon en SF
estéril, ajustandose su concentracion por medidas de densidad 6ptica a 530 nm (DOs3g)
con un espectrofotémetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific). Finalmente, se

prepararon diluciones a la concentracion indicada para cada ensayo en SF estéril.

2.5.3. Preparacion de la suspension de Candida albicans

Las levaduras fueron crecidas en SDA a 27°C durante 48 h. Para estandarizar la
suspension de C. albicans, las colonias fueron resuspendidas en SF estéril, ajustando su

turbidez al 0,5 de la escala de McFarland (DOs30=0,12-0,15, equivalente a
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1-5x10° CFU/mI). Finalmente se realizé una dilucién 1:10 (1-5x10° CFU/ml) de la
suspension preparada anteriormente, previamente homogeneizada por agitacidon

vigorosa en vortex.

2.5.4. Ensayos de inhibicion del crecimiento micelial de hongos fitopatogenos

Se estudié el efecto inhibitorio de los surfactantes sobre el crecimiento
vegetativo de hongos fitopatdgenos (Fusarium oxysporium, Fusarium solani,
Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum lindemuthianum) segun la metodologia
descripta por Broekaert et al. (1990) con algunas adaptaciones. Se prepararon diluciones
seriadas de las soluciones stock de los surfactantes en un rango de concentraciones de
800 a 6 uM utilizando agua milliQ® estéril como solvente. Los ensayos fueron llevados a
cabo en placas de microtitulacion estériles de 96 pocillos con fondo plano (Kartell). En
cada ensayo, los pocillos fueron adicionados con 10 ul de una suspensidon de esporas en
agua (2x10° esporas/ml) y 90 pl de medio YPD 2X. Con la finalidad de permitir la
germinacién del las esporas, las placas fueron incubadas durante 16 h en oscuridad a
27°C. Pasado este tiempo, 100 ul de las soluciones de los surfactantes preparadas
anteriormente fueron adicionados en los pocillos. Se incluyeron cultivos en presencia de
medio YPD y H,0, (100 mM) como controles negativo y positivo para la inhibicién del
crecimiento respectivamente, asi como también controles negativos de todas las
soluciones empleadas. Finalmente las placas fueron incubadas en oscuridad a 27°C
durante 72 h. El crecimiento vegetativo para cada concentracion de surfactante fue
monitoreado periédicamente a través de lecturas de densidad éptica a 630 nm (DOg30),
en intervalos de 6 o0 12 horas, haciendo uso de un lector de microplacas de ELISA (BioTek

ELx800, BioTek Instruments). Con estos datos se construyeron las curvas de crecimiento
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(DOg30 vs. tiempo) para cada cepa fitopatdogena. Asimismo, con los datos de densidad
Optica para 72 h de cultivo se construyeron las graficas dosis-respuesta, calculandose
para cada concentracidn del surfactante el porcentajes de inhibicidn del crecimiento
respecto del control (la densidad dptica de las esporas creciendo en medio YPD y
ausencia de los surfactantes fue establecida como el 100% de crecimiento). Haciendo
uso del software OriginPr08®, las curvas fueron ajustadas a la funcion de Boltzmann
(sigmoidea) determinandose finalmente las ICso para cada compuesto, definidas como la
concentracion de surfactante capaz de reducir en un 50% el crecimiento de las hifas

respecto del control (YPD).

2.5.5. Ensayos de inhibicion de la germinacidn de esporas de hongos fitopatégenos

El efecto inhibitorio de los surfactantes sobre la germinacién de esporas de
hongos fitopatdogenos (Fusarium oxysporium, Fusarium solani, Colletotrichum
gloeosporioides y Colletotrichum lindemuthianum) fue evaluado segun la metodologia
descripta por Ji & Kué (1996), adaptada para el uso de placas de polietileno reticuladas
(J. Prolab). Durante el ensayo, 10 pl de la suspensién de esporas en agua
(2x10° esporas/ml) fueron incubados con 10 pl de las soluciones de los surfactantes
(800 uM) preparadas segun se indicé en la Seccién 2.5.1 del presente Capitulo
(pdg. 157), de manera que la concentracion testeada de los compuestos fue igual a
400 pM. El mismo procedimiento se llevé a cabo utilizando H,0O milliQ® estéril y H,0,
(100 mM), constituyendo los controles negativo y positivo para la inhibicion de la
germinacién respectivamente. Las placas fueron incubadas en atmédsfera humidificada y
oscuridad a 27°C durante 24 h. Pasado este tiempo, el material fue observado bajo

microscopio 6ptico (Olimpus System Microscope BX 60), considerdandose como
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germinadas aquellas esporas que presentaran tubo germinativo con longitud de, por lo

menos, dos veces su largo.

2.5.6. Estudio del mecanismo de actividad antifungica de Bz-Arg-NHC, contra esporas
de hongos fitopatogenos

2.5.6.1. Evaluacion de la integridad de la membrana por microscopia de fluorescencia

Se estudid el dafio producido en la membrana de esporas de C. lindemuthianum
luego de su exposicion a los surfactantes segin la metodologia descripta por
de Freitas et al. (2011). La viabilidad celular se evalué por exclusidon del colorante
fluorescente ioduro de propidio (IP). Este colorante es incapaz de atravesar la
membrana de células intactas; sin embargo, cuando la integridad de la envoltura celular
ha sido comprometida, el colorante puede ingresar a la célula y formar un complejo
fluorescente por unidn al ADN (Aex 540 nm; Ay 608 nm) (Mesquita et al. 2013). Durante
el ensayo, 25 pl de las suspensiones de esporas en agua (10’ esporas/ml) fueron
incubados con 25 pl de las soluciones de los surfactantes (800 uM), preparadas segun la
Seccidn 2.5.1 del presente Capitulo (pag. 157), durante 30 min a 25°C. A continuacion, se
adicionaron 5 pl de una solucién de ioduro de propidio 0,1 mM. Luego de 15 min de
incubacién, la incorporacién del colorante a las esporas no viables fue monitoreada
utilizando un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 80i), con A¢x 540 nm, A, 608

nmy un aumento de 400X.

2.5.6.2. Estudio de la insercion de los surfactantes en monocapas lipidicas

Se realizaron medidas de presion superficial (I1) utilizando un tensiometro de

Langmuir modelo 102A (NIMA Technology, Coventry) a temperatura ambiente (20+1°C)
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con una placa Wilhelmy de platino como sensor. En los ensayos de insercion, la mezcla
ternaria de lipidos DOPC/PE/ERG (preparada en cloroformo en una relacién molar 2:1:1)
fue sembrada en la superficie de la subfase (350 ul de PBS) de manera de alcanzar la
presion inicial (I1,) deseada. Luego de la evaporacion del solvente y la estabilizacion de
la presién superficial (5 min), haciendo uso de una microjeringa Hamilton se inyectd la
solucion del surfactante (Bz-Arg-NHCyo o Bz-Arg-NHCj;) en la subfase de manera de
alcanzar una concentracion final de 30 uM. El incremento en la presidn superficial fue
monitoreado en funcion del tiempo hasta alcanzar una sefial estable. Los ensayos de
adsorcion para cada surfactante fueron llevados a cabo de manera similar pero en

ausencia de lipidos.

2.5.6.3. Deteccion in situ de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Se estudio la produccion in situ de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés
reactive oxygen species), tales como el H,0,, por esporas de F. oxysporium vy
C. gloeosporioides expuestos a los surfactantes segun la metodologia descripta por
Thordal-Christensen et al. (1997). Las ROS son conocidas principalmente como
intermediarios de cascadas de sefializacion intracelular; sin embargo, la produccién
excesiva de las mismas puede causar estrés oxidativo y pérdida de la funcionalidad
celular, lo que en Uultima instancia producirda la muerte celular por apoptosis
(Nordberg & Arnér 2001). El método se basa en el uso de 3,3’-diaminobenzidina (DAB),
la cual polimeriza formando un precipitado estable color pardo, visible por observacién
al microscopio dptico, en presencia de H,0, y otras ROS producidas por las enzimas con
actividad peroxidasa intracelulares, permitiendo asi la deteccidn in situ de este tipo de

compuestos. Durante el ensayo, 25 ul de las suspensiones de esporas en agua
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(10’ esporas/ml) fueron incubados con 25 pl de las soluciones de los surfactantes
(800 uM), preparadas segun se explicd en la Seccidon 2.5.1 del presente Capitulo
(pdg. 157), durante 30 min a 25°C. A continuacioén, se adicionaron 10 pl de una solucién
de DAB 1 mg/ml. Luego de 2 h de incubacién en oscuridad y a 25°C, se evalud la
aparicién del precipitado color pardo dentro de las esporas utilizando un microscopio

Optico (Olimpus System Microscope BX 60), bajo un aumento de 400X.

2.5.7. Ensayos de inhibicion de Ila germinacion de microconidios de hongos
dermatofitos

Se estudidé el efecto inhibitorio de los surfactantes sobre la germinacion de
microconidios de hongos dermatofitos segun la metodologia descripta por
Pereira et al. (2011) con algunas adaptaciones. Se prepararon diluciones de las
soluciones stock de los surfactantes en DMSO (preparadas segun la Secciéon 2.5.1 del
presente Capitulo, pag. 157) en un rango de concentraciones de 1000 a 6 UM en SDB 2X.
Los ensayos fueron llevados a cabo en microplacas estériles de 96 pocillos con fondo
plano (Global Plast, Global Trade Techonolgy). En cada ensayo, los pocillos fueron
adicionados con 100 pl de una suspensién de microconidios en solucién salina (ajustada
a una densidad o6ptica de 0,08-0,1 a 530 nm) y 100 ul de las soluciones de los
surfactantes preparadas segln se detallé anteriormente. Se incluyeron cultivos en
presencia de SDB y H,0, (50 mM) como controles negativo y positivo para la inhibicién
de la germinacién respectivamente, asi como también controles negativos de todas las
soluciones empleadas. Finalmente las placas fueron incubadas en oscuridad a 27°C
durante 21 dias. Para cada concentracion del surfactante, la germinacién de los

microconidios fue monitoreada periédicamente a partir del séptimo dia de incubacién.
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Para ello se realizaron lecturas de densidad 6ptica a 630 nm, en intervalos de 6 0 12 h,
haciendo uso de un lector de microplacas de ELISA (BioTek ELx800, BioTek Instruments,
USA). Con los datos de densidad dptica se construyeron las curvas de crecimiento (DOg3o
vs. tiempo) para cada cepa patégena. Asimismo, con los datos de densidad dptica para
21 dias de cultivo se construyeron graficas dosis-respuesta, calculandose para cada
concentracion del surfactante los porcentajes de inhibicién del crecimiento respecto del
control (la densidad Optica de las esporas creciendo en SDB y ausencia de los
surfactantes fue establecida como el 100% de crecimiento). A partir del ajuste de estas
curvas a la funcion de Boltzmann (sigmoidea) haciendo uso del software OriginPr08®, se
determinaron las ICso para cada compuesto, definidas como la concentracion de
surfactante capaz de reducir en un 50% el desarrollo de los microconidios respecto del

control (SDB).

2.5.8. Ensayos de inhibicion del crecimiento de Candida albicans

Se estudio el efecto inhibitorio de los surfactantes sobre el crecimiento de dos
cepas de Candida albicans segin el método de dilucion en caldo descripto por el
Subcomité para la determinacion de la susceptibilidad antifungica (Subcommittee on
Antifungal Susceptibility Testing, AFST) del Comité Europeo para la determinacion de
susceptibilidad antifungica (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing,
EUCAST), perteneciente a la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades
Infecciosas (ESCMID) (Cuenca-Estrella et al. 2003; Arendrup et al. 2012). Se prepararon
diluciones de las soluciones stock de los surfactantes en un rango de concentraciones de
1000 a 6 uM en SDB 2X. Los ensayos fueron llevados a cabo en microplacas estériles de

96 pocillos con fondo plano (Global Plast, Global Trade Techonology). En cada ensayo,
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los pocillos fueron adicionados con 100 pl de una suspension de las levaduras
(preparada segun la Seccion 2.5.3 del presente Capitulo, pag. 157) y 100 pl de las
soluciones de los surfactantes. Se incluyeron cultivos en presencia de SDB y H,0,
(50 mM) como controles negativo y positivo para la inhibicién del crecimiento
respectivamente, asi como también controles negativos de todas las soluciones
empleadas. Finalmente las placas fueron incubadas en oscuridad a 27°C durante 48 h. El
desarrollo de las levaduras en presencia de cada concentracién de los surfactantes fue
monitoreado periédicamente a través de lecturas de densidad dptica a 630 nm, en
intervalos de 6 6 12 h, haciendo uso de un lector de microplacas de ELISA (BioTek
ELx800, BioTek Instruments). Con estos datos se construyeron las curvas de crecimiento

(DQOg3g vs. tiempo) para cada surfactante.
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3. Resultados y discusion

3.1. Actividad antibacteriana
3.1.1. Efecto inhibitorio de Bz-Arg-NHC,

Se realizaron pruebas de susceptibilidad a los tensioactivos derivados de
arginina mediante la determinacion de los porcentajes de inhibicion del crecimiento de
diferentes cepas bacterianas patdégenas de humanos. A través de estos ensayos, se
establecieron las concentraciones inhibitorias y bactericidas minimas (CIM y CBM
respectivamente) para cada cepa y cada surfactante, resumidos en la Tabla 3.3.1. Los
resultados fueron contrastados con los obtenidos para Cetrimide, un desinfectante
catidnico comercial, constituido por una mezcla de sales de amonio cuaternario
[C14H29(CH3)3NBr; Ci16H33(CH3)3NBr]. Considerando la diferencia de peso molecular entre
los surfactantes, los valores de CIM y CBM fueron expresados en uM, a fin de poder
realizar una comparacién mds precisa del poder antimicrobiano de cada compuesto.
Ambos tensioactivos derivados de arginina (Bz-Arg-NHC,) fueron capaces de inhibir el
crecimiento de todos los microorganismos ensayados, aunque en diferentes grados. En
general, los valores mas bajos de CIM (relacionados con una actividad antibacteriana
mas potente) fueron registrados para Bz-Arg-NHC;,, independientemente del tipo de
bacteria (Gram positiva 0 Gram negativa) ensayada. En este sentido, dentro de una serie
homdloga de este tipo de compuestos, se ha observado que aquellos con cadenas de
acilo mas cortas muestran una menor actividad antimicrobiana. La longitud de la cadena
hidrocarbonada de la molécula de surfactante determina multiples parametros
fisicoquimicos, como la hidrofobicidad, adsorcidn, solubilidad acuosa y el transporte en

el medio, los cuales juegan un rol fundamental en la eficacia antimicrobiana (Cornellas
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et al. 2011). En el caso de Bz-Arg-NHC;,, como para otros surfactantes homédlogos de 12
atomos de carbono (Moran et al. 2001a), la interaccidon cooperativa de estos parametros
aumenta la tendencia del surfactante de ser adsorbido en la superficie bacteriana asi
como su capacidad de incorporarse en la membrana, permitiendo asi que el compuesto
exhiba accién antibacteriana a menores concentraciones. Notablemente, Bz-Arg-NHC,
mostré un mayor efecto tanto inhibitorio como bactericida sobre P. aeruginosa que
Cetrimide, un antimicrobiano ampliamente utilizado como desinfectante en los

hospitales.

Se ha reportado el estudio de la actividad antimicrobiana de surfactantes
derivados de arginina estructuralmente similares a Bz-Arg-NHC,, como ACA
(Arg-N-decilamida), CAM (N°-decil-Arg-metil éster), ALA (Arg-N-dodecilamida) y LAM
(N*-dodecil-Arg-metil éster), cuya estructura se describe detalladamente en la Seccidn
3.5.1 del Capitulo 2 (pdg. 115) (Moran et al. 2001a; Pérez et al. 2002). A diferencia de los
observado para Bz-Arg-NHC,, los cuales mostraron un efecto antibacteriano tanto contra
cepas Gram positivas como Gram negativas, la actividad de estos otros surfactantes
derivados de arginina fue mayor contra bacterias Gram positivas (Moran et al. 2001b;
Pérez et al. 2014). Comparando los resultados obtenidos para los analogos de 10
carbonos contra E. coli, una cepa Gram negativa, Bz-Arg-NHC;o registré una CIM de
200 pg/ml, mientras que ACA y CAM no afectaron el desarrollo de esta cepa. Frente a
esta misma cepa, Bz-Arg-NHC;, reveld un valor CIM de 100 pg/ml, que se corresponde
con la mitad de la CIM hallada para LAM (253 pug/ml), en tanto que ALA no fue capaz de
inhibir el crecimiento de esta bacteria. Por otro lado, los valores de CIM obtenidos para
Bz-Arg-NHC,, contra P. aeruginosa, otra bacteria Gram negativa, (Tabla 3.3.1) fueron

mayores que los registrados para LAM y ALA (32 y 128 ug/ml, respectivamente)
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Tabla 3.3.1. Concentraciones inhibitorias y bactericidas minimas (CIM y CBM) para Bz-Arg-NHC;o, Bz-Arg-NHC;, y Cetrimide.

CIM ug/ml (uM) CBM pg/ml (uM)
Microorganismo
Bz-Arg-NHCyo Bz-Arg-NHC;; Cetrimide Bz-Arg-NHCqg Bz-Arg-NHC;; Cetrimide
B. cereus 50,0 (119,5) 50,0 (112,0) 1,95 (5,8) >800,0 (1912,4) >200,0 (448,1) 3,1(11,6)
B. subtilis 50,0 (119,5) 50,0 (112,0) ND >800,0 (1912,4) 100,0(224,0) ND
G E. faecalis 100,0 (239,1) 25,0 (56,0) ND 400,0 (956,2) 200,0 (448,1) ND
ram
positivos )
E. faecium 50,0 (119,5) 25,0 (56,0) ND 100,0(239,1) 200,0 (448,1) ND
K. rhizophila 100,0 (239,1) 25,0 (56,0) ND 100,0 (239,1) >200,0 (448,1) ND
S. aureus 62,5 (149,4) 100,0 (224,0) 1,95 (5,8) >800,0 (1912,4) 50,0(112,0) 3,9 (11,6)
E. coli 200,0 (478,1) 100,0 (224,0) 31,2 (92,9) 200,0 (478,1) 100,0 (224,0) 31,25 (92,9)
Gram P. aeruginosa 100,0 (239,1) 50,0 (112,0) 125,0 (371,5) 200,0 (478,1) >200,0(448,1) 250,0(743,1)
negativos ;
S. flexneri 100,0 (239,1) 50,0 (112,0) ND 200,0 (478,1) 200,0 (448,1) ND
S. marcescens 50,0 (119,5) 50,0 (112,0) ND 200,0 (478,1) 100,0 (224,0) ND

ND = no determinado.



(Moran et al. 2001b). Las diferencias observadas en los valores de CIM y CMB para los
distintos surfactantes derivados de arginina pueden atribuirse a las diferencias
estructurales entre los mismos: mientras que ACA y ALA presentan dos cargas positivas
(ya que, si bien su estructura se asemeja mas a la de Bz-Arg-NHC,, poseen el grupo
a-amino desprotegido), CAM y LAM tienen una sola, con la cola hidrofébica unida al
grupo a-amino de la arginina y el grupo carboxilo involucrado en un enlace éster con un
metilo. Finalmente, la interaccion diferencial (adsorcidn e insercion) de los surfactantes
con las membranas y paredes celulares bacterianas, depende no sélo de la estructura
quimica y el balance hidrofébico/hidrofilico de las moléculas de surfactante, sino

también de la composicidn particular de estas envolturas.

3.1.2. Efecto de los surfactantes sobre la supervivencia de patégenos

E. coli y S. aureus son microorganismos utilizados generalmente en pruebas
antimicrobianas para el disefio de formulaciones aplicadas al lavado de manos,
desinfectantes, sanitizantes, productos farmacéuticos y formulaciones de cuidado
personal. Teniendo esto en cuenta, y considerando que los compuestos sintetizados
podrian ser potencialmente empleados como biocidas, se estudié la cinética de
supervivencia de estos patégenos en CN adicionado con Bz-Arg-NHC,. Para ello, se
analizaron las cinéticas de muerte para cada surfactante a dos concentraciones de los
mismos, las cuales fueron seleccionadas en base a las CIM correspondientes: en primer
lugar se ensayd la supervivencia de los microorganismos a concentraciones iguales a las
respectivas CIM, mientras que la segunda concentracién fue establecida en un valor

igual al 50% de la anterior (% CIM). Las curvas obtenidas se muestran en la Figura 3.3.1.
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Figura 3.3.1. Curvas de supervivencia de (a, b) Escherichia coli y (c, d) Staphylococcus
aureus en CN adicionado con (a, c) Bz-Arg-NHCy, o (b, d) Bz-Arg-NHC;,. El recuento de
microorganismos viables en cada caso se grafica como la media *+ SD de tres medidas

independientes.

Bz-Arg-NHC;, y Bz-Arg-NHC,o demostraron efecto bactericida para ambos
microorganismos ensayados, incluso en concentraciones iguales a la mitad de la CIM. En
la mayoria de los casos se observd una notable disminucién en el numero de
microorganismos viables luego de 6 h de incubacion en presencia de los tensioactivos.
En el caso de E. coli tratada con Bz-Arg-NHCy, se observd un efecto bacteriostatico para
una concentracion de % CIM hasta 3 h de incubacidn, registrdndose luego un aumento

en el nimero de microorganismos viables (Figura 3.3.1.a).
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Las cinéticas de muerte de E. coli tratada con Bz-Arg-NHC, fueron comparadas
con las reportadas en literatura para diferentes sales de amonio cuaternario
(Vieira et al. 2008). Mientras que Bz-Arg-NHCy;o a una concentracion igual a 0,45 mM
(CIM) causdé una reduccion de 2 log (es decir, una disminucién del 99,0% de la carga
microbiana) en la poblacién bacteriana luego de 60 min de tratamiento, para el mismo
tiempo de incubaciéon el bromuro de decil-trimetilamonio (C10TAB) produjo sélo una
disminucion del 70% del indculo inicial, siendo la concentracidon ensayada en este caso
igual a 0,6 mM. En el caso de Bz-Arg-NHC;, a una concentracion correspondiente a
% CIM (0,1 mM), se observé una reduccidn de 4 log en el nimero inicial de bacterias
(equivalente a una reduccidon del 99,99% de la carga bacteriana) en 60 min de
interaccion, siendo que en condiciones similares para el bromuro de dodecil-
trimetilamonio (C1,TAB) se registrd una supervivencia del patégeno del 11% a una
concentracion de 0,45 mM. Para S. aureus incubado en presencia de Bz-Arg-NHC, se
observd una disminucién continua en la poblacién bacteriana, registrandose
disminuciones de 2 y 4 log respecto del inéculo inicial luego de 6 h de incubacion con

Bz-Arg-NHCyo y Bz-Arg-NHCy; respectivamente (Figuras 3.3.1cy 3.3.1d).

3.2. Actividad antifingica

3.2.1. Estudio de la actividad antifungica de Bz-Arg-NHC, contra hongos
fitopatogenos

Se estudid la actividad antifungica de los surfactantes derivados de arginina
sobre especies fitopatdgenas, analizando el efecto tanto sobre la forma proliferativa
vegetativa (hifas) como sobre las esporas de reproduccidon asexual. Las especies

fitopatdgenas utilizadas como indicadoras fueron hongos hemibiotréficos (mantienen a

170



las células vivas durante las etapas iniciales de infeccion, pero provocan luego su
muerte) responsables de diversas enfermedades en cultivos de interés econdmico:
Fusarium oxysporium y Fusarium solani son patégenos que producen marchitamiento y
putrefaccion cortical (Lim et al. 1991; Kistler et al. 1998), mientras que Colletotrichum
gloeosporioides y Colletotrichum lindemuthianum son los agentes causales de la
enfermedad de antracnosis en frutas y otros cultivos (Podila et al. 1993; Balardin et al.
1997). Asimismo se profundizd en el mecanismo de la actividad antifungica de
Bz-Arg-NHC, a través del andlisis de su interaccién con sistemas modelo de membrana
utilizando composiciones lipidicas similares a la encontrada en membrana de los hongos.
Por otro lado, y con el mismo objetivo, se llevd a cabo el estudio del efecto de los
compuestos sobre la integridad de la membrana de las esporas, asi como también la
produccidon cualitativa de especies reactivas de oxigeno (ROS) como parte de la
respuesta a la exposicion de las mismas a los tensioactivos. Los resultados en este caso
también fueron comparados con aquellos obtenidos para Cetrimide, utilizado como

control durante el estudio de la actividad de los surfactantes frente a bacterias.

3.2.1.1. Inhibicion del crecimiento vegetativo de hongos fitopatogenos

Se realizaron pruebas de inhibicion del crecimiento micelial de hongos
fitopatogenos por tratamiento con los tensioactivos derivados de arginina
determindndose los porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial para distintas
concentraciones de los surfactantes segln la metodologia descripta en la Seccién 2.5.4
del presente Capitulo (pag. 158). En base a estos resultados, se establecieron las ICs
para cada cepa y cada surfactante, resumidos en la Tabla 3.3.2. Los tres compuestos

estudiados mostraron actividad antifingica contra los cuatro aislados de hongos
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fitopatdgenos analizados. Incluso en el caso de F. oxysporium tratado con Bz-Arg-NHCy;,
para el que la determinacién de la ICso no fue posible (los datos obtenidos no pudieron
ser ajustados a la tipica curva sigmoidea), se observd una importante inhibicion del

crecimiento vegetativo (Figura 3.3.2).

Tabla 3.3.2. Efecto inhibitorio de Bz-Arg-NHC, en el crecimiento vegetativo de hongos

fitopatdgenos, expresados en términos de su ICsy (UM).

ICs0” (UM)
Microorganismo
Bz-Arg-NHCyo Bz-Arg-NHC;; Cetrimide
C. gloeosporioides 61,3 +15,9 168,2 + 10,6 73,2 +2,9
C. lindemuthianum 44,8 +2,0 80,3%+3,5 79,1+5,7
F. oxysporium 70,7+5,9 ND 80,8+ 7,4
F. solani 61,6 +3,6 21,6 £ 3,2 67,9+17,4

°ICsp + SD; concentraciones responsables de la muerte del 50% de la poblacidn inicial de

hifas luego de 72 h de incubacion a los surfactantes. ND = no determinado.
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Figura 3.3.2. Cinéticas de crecimiento para Fusarium oxysporium en YPD adicionado con
(a) Bz-Arg-NHC;o o (b) Bz-Arg-NHC;, a diferentes concentraciones. Los valores se

grafican como la media + SD de tres medidas independientes.
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En general, Bz-Arg-NHC,o demostrd ser mas eficaz frente a las cepas ensayadas
gue su contraparte de 12 carbonos en la cola hidrofdébica, exhibiendo 1Csg equivalentes o
incluso inferiores que las obtenidas para Cetrimide. Contrariamente a este tendencia, el
crecimiento de F. solani fue afectado en mayor medida por tratamiento con

Bz—Arg—N HC12.

3.2.1.2. Inhibicion de la germinacion de esporas de hongos fitopatégenos

Las esporas son estructuras de supervivencia producidas por algunos
organismos (como bacterias, hongos y protozoos) en condiciones adversas y que le
permiten a los mismos sobrevivir y/o poder esparcirse en nuevos entornos. Entre ellas,
algunas pertenecientes a distintas especies de hongos constituyen las esporas
eucariotas ambientalmente mas resistentes. Las esporas maduras son metabdlicamente
guiescentes, lo cual les permite permanecer latentes durante largos periodos de tiempo
bajo condiciones de crecimiento desfavorables (por ejemplo, en ausencia de nutrientes).
Asimismo, estas estructuras son resistentes al estrés ambiental, provocado por factores
como altas temperaturas, desecacién y radiacion UV, lo que facilita la supervivencia a
largo plazo o dispersidn a través de grandes distancias alrededor del mundo. Finalmente,
cuando las condiciones externas son adecuadas, las esporas pueden volver rapidamente
de la dormancia y germinar para reanudar el crecimiento vegetativo (Huang et al. 2015).
Debido a la importancia de la germinacién de las esporas en el proceso de colonizacion
del huésped, se investigd el efecto de los tensioactivos derivados de arginina en la
germinacién de las esporas de hongos fitopatdogenos. Como puede verse en la

Figura 3.3.3, todos los tensioactivos fueron capaces de inhibir la germinacién de las
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esporas de los aislados estudiados, ya que no se observd la generacion de hifas en

ninguno de los casos para las condiciones ensayadas.

H,O (Control ) H.0; Cetrimide Bz-Arg-NHC,, Bz-Arg-NHC,;

C. gloeosporioides F. solani

C. lindemuthianum

F. oxysporum

Figura 3.3.3. Inhibicion de la germinacion de esporas de hongos fitopatdgenos producida
por exposicion a Bz-Arg-NHCo, Bz-Arg-NHC;, o Cetrimide (400 uM) comparado con los
controles (se utilizaron agua y H,0, como controles negativo y positivo de la inhibicion,

respectivamente). Barra: 50 um.

Junto con los resultados anteriores, los ensayos revelaron la capacidad de los
tensioactivos derivados de arginina de inhibir no sélo el crecimiento vegetativo de los
hongos fitopatdgenos, sino también el desarrollo de las esporas. Este hallazgo resulta de

particular importancia ya que uno de los enfoques mas efectivos para la interferencia
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del proceso infeccioso consiste en la interrupcién de la germinacién de las esporas, un

paso clave en la patogénesis fungica.

3.2.1.3. Estudio del mecanismo de accion antifingica de los Bz-Arg-NHC, contra
esporas de hongos fitopatogenos

La busqueda de nuevos compuestos antifungicos nace de la necesidad de
superar el continuo surgimiento de cepas resistentes a los farmacos
fungicidas/fungistaticos ya existentes, por lo que constituye un tépico de fundamental
interés para la investigacidon actual. Diversos mecanismos intervienen en la actividad
antifungica de los antibidticos y antisépticos comunmente empleados para el
tratamiento de infecciones micédticas, tales como la inhibicion de la sintesis del
ergosterol o de la sintesis de la pared celular, la formacién de poros por unién a los
lipidos de membrana o la inhibicion de la division celular por andlogos de nucledsidos

gue bloguean la sintesis de los microtubulos (Odds et al. 2003).

Cualquiera fuese el mecanismo, la interaccidon primaria de los compuestos
fungicidas con las células se produce a través de la envoltura celular, una estructura de
multiples capas compuesta principalmente por polisacaridos y proteinas (descripta en la
Seccién 1.2.1 del presente capitulo, pag. 145). La capa mas externa de esta envoltura
actla como una barrera impermeable a macromoléculas, mientras que la capa interna
es permeable y da resistencia mecdnica. Por dentro de la pared celular se encuentra la
membrana citoplasmatica, compuesta principalmente por lipidos zwitteridnicos,
anidnicos y ergosterol (Makovitzki et al. 2006). En el caso de las esporas de hongos, la
pared celular se encuentra formada principalmente por polisacéridos (Wang et al. 2013).

Debido a la carga negativa de la superficie celular de los hongos, presente tanto en la
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forma vegetativa como en las esporas, se espera que los tensioactivos catidnicos
interactien facilmente con ella. Sin embargo, para ejercer su efecto fungicida, los
mismos deberan ser capaces de atravesar la pared celular, interactuar con la membrana

plasmatica y, dependiendo de su objetivo, eventualmente alcanzar el citoplasma.

En este contexto, el fendmeno responsable del efecto antifungico de los
tensioactivos catidnicos ha sido atribuido a la modificacién de la carga de la superficie
celular de negativa a positiva, como ha sido previamente demostrado por ensayos de
movilidad electroforética (Vieira & Carmona-Ribeiro 2006). Estudios con CTAB (uno de
los principales componentes del Cetrimide) han demostrado la capacidad de este
compuesto de inhibir el desarrollo de C. albicans, evidenciando que el mecanismo
antifungico en este caso no involucra la ruptura de la membrana plasmatica ni la lisis
celular, lo cual ha sido demostrado por ausencia de la fuga de moléculas que absorben al
UV (como 4cidos nucleicos y proteinas). El cambio de la carga superficial celular de
negativa a positiva favorece la penetracién del surfactante a través de la pared celular,
permitiéndole al mismo alcanzar la membrana citoplasmdtica. Por otro lado, el trabajo
publicado por Shirai et al. (2009) analiza cdmo los compuestos pertenecientes a otra
familia de tensioactivos catidénicos, los gemini-QAT, son capaces de producir cambios en
la permeabilidad de la pared y la membrana citoplasmatica de S. cerevisiae, penetrar a
través de estas envolturas y alcanzar el interior de la célula, donde ejercen su accion a

nivel de las enzimas mitocondriales y las membranas de distintas organelas.

Teniendo en cuenta que el efecto antifingico de Bz-Arg-NHC, podria involucrar
la desestabilizacion de la membrana plasmatica de las esporas, se evalué la integridad

de la misma mediante microscopia de fluorescencia y el empleo de una sonda
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impermeable fluorescente. Durante los ensayos se analizd la captaciéon de yoduro de
propidio (IP) por esporas de C. lindemuthianum tratadas con Bz-Arg-NHC,q, Bz-Arg-NHC;,
o Cetrimide. El IP es un colorante fluorescente que se une al ADN y funciona como una
sonda de viabilidad por exclusion: cuando la integridad de la membrana plasmatica se ve
afectada, el IP puede atravesarla y provocar la tincion fluorescente de la célula
(Wang et al. 2013). La incorporacién de IP en esporas tratadas con los tensioactivos fue
evidenciada por la observacion de fluorescencia roja intensa, mientras que no se detectd
fluorescencia alguna en las esporas incubadas en ausencia de los mismos (Figura 3.3.4).
Estos resultados sugieren que, gracias a su carga positiva, tanto Bz-Arg-NHC, como
Cetrimide son capaces de interactuar fuertemente con la membrana celular (cargada

negativamente), comprometiendo la integridad de la misma.
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Figura 3.3.4. Permeabilizacion de la membrana de esporas de Colletotrichum
lindemuthianum inducida por exposicion a (b) Bz-Arg-NHC;, 400 uM, (c) Bz-Arg-NHC;p
400 uM o (d) Cetrimide 400 uM, comparado al control en ausencia de los surfactantes

(a). Barra: 10 um.

De manera de indagar en el mecanismo antifungico de Bz-Arg-NHC,, se estudio

la interaccidon de los surfactantes con monocapas lipidicas como sistema modelo de
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membrana, haciendo uso de un tensidmetro de Langmuir como se detalla en la Seccién
2.5.6.2 del presente Capitulo (pag. 160). En primer lugar, se estudié la cinética de
adsorcién de las moléculas de surfactante en la interfase PBS-aire. Luego de la inyeccién
de cada tensioactivo en la subfase acuosa (PBS), la adsorcién de los compuestos en la
interfase produjo un incremento en la presidon superficial (II), cuya magnitud fue
proporcional a la concentracidon del surfactante (Figura 3.3.5). Para la concentracion
probada (30 um) se registré un retraso o fase lag en la cinética de adsorcién de
Bz-Arg-NHC,, seguido de un aumento de presién superficial ligeramente superior que el

observado para Bz-Arg-NHCy,.

12
10 -
E &
2
£ 6
=
< 4
— Bz-Arg-MHC
2. Bz-Arg-NHC5
o
I . .
0 200 400 600 800 1000
Tiempo (s)

Figura 3.3.5. Cinética de adsorcion de Bz-Arg-NHC, (30 uM) en la interfase aire-PBS

medida con un tensiometro de Langmuir a 20 C.

En segundo lugar, y haciendo uso de la misma metodologia, se investigd la
interaccion de ambos tensioactivos derivados de arginina con membranas compuestas
por DOPC/PE/ERG en relacién molar similar a la encontrada en las membranas de

hongos (2:1:1). Las curvas de presion superficial en funcién del tiempo obtenidas para
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cada tensioactivo, junto con las curvas de cambio en la presidn superficial para

monocapas con distinta presion inicial se muestran en la Figura 3.3.6.
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Figura 3.3.6. Cinéticas de insercion de (a) Bz-Arg-NHC;9 30 uM o (b) Bz-Arg-NHC;, 30 uM
en una monocapa lipidica compuesta por DOPC/PE/ERG en una relacion molar 2:1:1 para
una presion lateral inicial (I1y) de 10 o 25 mN/m a 20+1°C. (c) Cambios en la presion
superficial (AIl) vs. I1, luego de 10 min de interaccion de Bz-Arg-NHC,, con una monocapa
lipidica DOPC/PE/ERG (2:1:1). Los valores de All. fueron obtenidos por extrapolacion a
All=0.

En ambos casos se observd una rapida interaccion de los tensioactivos con las
monocapas lipidicas luego de su inyeccidén en la subfase, produciendo cambios de la
presion superficial maxima de 14 y 10 mN/m para Bz-Arg-NHCyo y Bz-Arg-NHCy,
respectivamente, ambos a una concentracion de 30 uM y una presion superficial inicial
de 25 mN/m (Figuras 3.3.6a y 3.3.6b). Con la finalidad de determinar el AIl critico (AIl),
es decir, la presién superficial maxima de insercién, se construyeron las gréaficas de AIl
en funcién de la presién superficial inicial (I1p) para cada tensioactivo, determinandose
el ATl por extrapolacion al eje de las abscisas (Figura 3.3.6c¢). Este parametro es util para
comparar la cantidad de un compuesto que se inserta en una monocapa de lipidos

(Calvez et al. 2009; Calvez et al. 2011). AIl, debe ser superior a 30 mN/m para que
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ocurra una interaccion eficaz entre el surfactante y la membrana, puesto que este valor
se considera equivalente a la presidn superficial critica de la monocapa externa de
membrana celular (Seelig 1987). En este caso, los calculos revelaron valores de All. para
una membrana de composicidn similar a la membrana fungica de 51 y 37 mN/m para
Bz-Arg-NHCyp y Bz-Arg-NHC;, respectivamente. Estos resultados indican que ambos
compuestos son capaces de interaccionar con los lipidos de las monocapas, siendo
mayor la interaccion en el caso de Bz-Arg-NHC,g, resultado que se correlaciona con el

mayor poder antifungico observado para este compuesto (Tabla 3.3.2).

Por otro lado, otro de los posibles efectos involucrados en el mecanismo de la
actividad antifungica es una accion directa de los tensioactivos en el citoplasma: algunas
moléculas de surfactante podrian atravesar la pared celular, traslocar a través de la
membrana, alcanzar el citoplasma e interactuar con sus componentes, interfiriendo en
el metabolismo celular normal (Heerklotz & Seelig 2000). Investigaciones previas han
establecido el rol de las especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como el H,0,, como
mediadores en diversas cascadas de sefializacidon intracelular. Sin embargo, la
produccién excesiva de ROS puede conducir a estrés oxidativo, dafo mitocondrial,
pérdida de la funcién y, en udltima instancia, la muerte celular (Mesquita et al. 2013).
Teniendo esto en cuenta, se investigd el estrés oxidativo relacionado con la actividad
antifungica de Bz-Arg-NHC,, estimando cualitativamente la produccién de ROS en
esporas de C. gloeosporioides y F. oxysporium tratadas con los tensioactivos. La
produccidon in situ de ROS fue evidenciada por la captacién del sustrato
3,3-diaminobenzidina (DAB). Este compuesto polimeriza local e instantdneamente al
entrar en contacto con ROS en presencia de actividad de peroxidasa, formando un

polimero de color marrén rojizo, detectable por observacidén al microscopio éptico
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(Nordberg & Arnér 2001). Como puede apreciarse en la Figura 3.3.7, la formacion del
polimero de color marrén oscuro no fue detectada en esporas tratadas con agua
(control), lo que indica bajos niveles de produccidon de ROS. Sin embargo, cuando las
esporas fueron incubadas previamente con los tensioactivos, mostraron una intensa
coloracidn rojiza, evidenciando que la induccidn de estrés oxidativo podria ser parte del

mecanismo antifungico de los tensioactivos.
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Figura 3.3.7. Deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en esporas de
(a-d) Colletotrichum gloeosporioides y (e-h) Fusarium oxysporium, inducida por la
exposicion a (b, f) Bz-Arg-NHC1o 400 uM, (c, g) Bz-Arg-NHC;, 400 uM o (d, h) Cetrimide

400 uM, comparadas con el control en ausencia de los surfactantes (a, e). Barras: 10 um.

Considerando los resultados de todos estos experimentos, la permeabilizacidon
de la membrana citoplasmatica podria estar implicada en el mecanismo antifungico de
los tensioactivos en las concentraciones probadas. Sin embargo, la muerte celular no
puede atribuirse a la lisis inducida por la desorganizacién de la envoltura celular, ya que
si bien el IP fue capaz de penetrar a través de la pared y la membrana de las esporas

sometidas al tratamiento con Bz-Arg-NHC,, indicando que las mismas no eran viables, las
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mismas conservaron su morfologia (Figura 3.3.4). Este hecho apoya la idea de que el
blanco de los tensioactivos serian componentes intracelulares, mas que una drastica
destruccion de la membrana celular, y que las alteraciones de la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica seria consecuencia de estos efectos intracelulares. Ademas, el
estrés oxidativo podria estar involucrado como parte del mecanismo de muerte celular
inducido por Bz-Arg-NHC,, ya que los surfactantes aumentarian la penetracién de
oxigeno en las células, lo que también podria provocar alteraciones en la permeabilidad
de la membrana citoplasmatica. Esta hipétesis se ve reforzada si tenemos en cuenta que
los efectos ocurren en una concentracion mucho mas baja que la correspondiente CMC

de los compuestos (Capitulo 2, Seccién 3.5.1, Tabla 2.3.3, pag. 114).

La idea que los tensioactivos podrian penetrar la pared celular y la membrana
plasmatica sin producir la lisis celular, interfiriendo con los procesos intracelulares
normales (incluyendo la respiracion celular), fue previamente sugerida por Yu et al.
(2015), quienes reportaron la despolarizacién de la membrana mitocondrial en Candida
albicans causada por CTAB. Si los fendmenos que llevan al ingreso de IP a la célula son
producto de la accion de las ROS o de los tensioactivos en si sigue siendo un tema de

debate.

La penetracidn de Bz-Arg-NHC, a través de las envolturas celulares de las células
de hongos podria ser similar al mecanismo de los péptidos de penetracion celular (CPP,
del inglés cell-penetrating peptides). Los CPP son péptidos cortos, cargados
positivamente, ricos en residuos de arginina, que tienen la capacidad de atravesar las
membranas celulares con mecanismos dependientes y/o independientes de energia, sin

involucrar el reconocimiento de receptores especificos (Bechara & Sagan 2013). Esta
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propiedad puede atribuirse basicamente a interacciones electrostaticas entre la pared
celular (cargada negativamente) y los CCP, a través de los multiples residuos de arginina
de estos ultimos. El grupo guanidinio de la cadena lateral de arginina tiene la capacidad
de formar puentes de hidrégeno bidentados con los grupos cargados negativamente
(fosfato, sulfato y carboxilato) de la superficie celular de una manera mas eficiente que
el grupo g-amino presente en la lisina (la cual sélo puede contribuir a la formacién de un
unico puente de hidrégeno). Esta observacion demuestra que no seria solamente la
carga positiva de la cadena lateral del aminoacido la responsable de esta fuerte
interaccion. Ademas, la carga positiva de la arginina se encuentra deslocalizada y la
formacion de un complejo idn apareado que puede difundir a través de la membrana
plasmatica provoca la atenuacion de su polaridad. La presencia de residuos hidrofébicos
en los CPP mejora notablemente la traslocacion de los mismos a través de la membrana
plasmatica, debido a una mayor interaccion entre el péptido y la bicapa lipidica (Bechara

& Sagan 2013).

Por otro lado, se ha propuesto que los péptidos antimicrobianos ricos en
arginina podrian ejercer su efecto por actividad interfacial y/o por particion en la region
interfacial de la bicapa, provocando rearreglos de lipidos y la segregacién entre grupos
polares y no polares (Rathinakumar & Wimley 2008; Rathinakumar et al. 2009). Hristova
& Wimley (2011) sugieren que la arginina es capaz de interactuar electrostaticamente y
a través de la formacién de multiples puentes de hidrégeno tanto con las cabezas
polares de los lipidos como con el agua, produciendo como respuesta deformaciones en
la estructura de la bicapa. Esto significa que los péptidos que contienen arginina podrian
penetrar profundamente en la membrana a través de interacciones hidrofdbicas,

arrastrando grupos polares de lipidos y moléculas de agua con ellos hacia el seno de la
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membrana, lo que produciria una interrupcién de la estructura de la bicapa y favoreceria
el movimiento de mas grupos polares de lipidos, moléculas de agua y péptidos (o

moléculas que contienen arginina) hacia el nucleo hidrofébico de la membrana.

En este sentido, se han publicado pocos estudios referentes a la interaccién de
la arginina con las membranas bioldgicas fuera del contexto de su papel en la interaccién
proteina-membrana. El rol del grupo guanidinio en la insercién de L-arginina en
interfaces de lipidos fue evaluado por Bouchet et al. (2010). Estos estudios fueron
llevados a cabo a través del analisis de los efectos de la inserciéon de la arginina en
monocapas lipidicas compuestas por fosfatidilcolina (PC) o fosfatidiletanolamina (PE),
examinando las variaciones en las propiedades de superficie de la membrana y su
potencial superficial. La mayor interaccion y efecto de la arginina en una monocapa de
PE, en comparacién con una de PC, podria atribuirse a la carga mas negativa de la
superficie de la primera respecto de la ultima. Los resultados experimentales han
indicado que la arginina es capaz de insertarse en las membranas de dimiristoil-
fosfatidiletanolamina (DMPE) tanto en estado fluido como en gel, lo cual podria deberse
a un proceso de fluidificacion desencadenado por interacciones del tipo puente de

hidrogeno especificas.

Por otro lado, Fonseca et al. (2010) publicaron un estudio similar realizado con
el derivado de la arginina: N*-benzoil-arginina etil éster (BAEE), en el que el grupo
a-amino esta protegido por una funcidn benzoilo y el grupo a-carboxilo participa en un
enlace éster con etanol. El BAEE es el sustrato empleado en la sintesis enzimatica de
Bz-Arg-NHC,, por lo que es estructuralmente parecido a estos compuestos: las

principales diferencias incluyen la cadena hidrocarbonada mas corta unida al grupo a-
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carboxilo a través de un enlace éster en lugar de una amida. En este trabajo los
investigadores demostraron que la estabilizacion de una molécula de arginina en una
bicapa lipidica implica la insercién del motivo guanidinio en este tipo de entorno: el
grupo guanidinio se orienta hacia los grupos fosfato de los lipidos de membrana,
formando puentes de hidrégeno con los mismos, mientras que el grupo carboxilato se
orienta hacia la fase acuosa. Por el contrario, en el caso del BAEE, el grupo guanidinio se
orienta hacia la fase acuosa, mientras que los grupos benzoilo y etilico se insertan en la
porcion hidrofdbica de la membrana. Teniendo estos resultados en cuenta, se sugirioé un
modelo de insercién de Bz-Arg-NHC, en las membranas lipidicas, en el cual tanto el
grupo benzoilo como la cadena hidrocarbonada de los surfactantes se insertan en el
seno de la membrana, mientras que el grupo guanidinio de la arginina se sitla en la

interfase, orientado hacia la fase acuosa (Figura 3.3.8).

Con el fin de estudiar la interaccién de la arginina con bicapas lipidicas de PC y
PE, se han descripto estudios de dindmica molecular mostrando una fuerte interaccion
entre el grupo guanidinio de la arginina y el oxigeno del grupo carbonilo de los lipidos
(Herrera et al. 2012). Mientras que para membranas de dimiristoil-fosfatidilcolina
(DMPC) se evidencio una fuerte interaccidn entre el grupo guanidinio de la arginina y los
fosfatos de los fosfolipidos, en las membranas de DMPE la arginina es estabilizada
mediante puentes de hidrégeno con agua y/o con los grupos polares de los lipidos. En
esta ultima clase de membranas, la insercién de las moléculas de arginina provoca una
ruptura en la red interna de puentes de hidrégeno entre los grupos polares de los
lipidos, aumentando el area ocupada por la molécula de lipido. Por el contrario, en las

bicapas de DMPC, la arginina se incorpora mediante la sustitucion de las moléculas de
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agua ya presentes en la estructura de la membrana, sin cambios significativos en el area

de cada lipido.
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Figura 3.3.8. Modelo propuesto para la insercion de Bz-Arg-NHC, en las bicapas lipidicas.
Las moléculas del surfactante interactuan con los fosfolipidos tanto a través de uniones
electrostdticas entre el grupo fosfato cargado negativamente y el motivo catidnico
guanidinio (orientado hacia la fase acuosa), como a través de interacciones hidrofdbicas

entre el grupo benzoilo y la cadena hidrocarbonada con las colas de los fosfolipidos.

Se han propuesto diferentes modelos para explicar la traslocacién de los
tensioactivos derivados de arginina a través de la membrana hacia el interior del
citoplasma. En primer lugar, la traslocacion directa, supone la desestabilizacion de la
membrana de forma independiente de energia y temperatura. Otros mecanismos
involucran la formaciéon de micelas invertidas y/o poros. Finalmente, la traslocacidn
puede darse a través de la permeabilizacion de la membrana tipo electroporacion.
Considerando la estructura molecular de Bz-Arg-NHC,, la forma de cono invertido de
estas moléculas apoyaria la hipétesis de que la formacion de poros transitorios seria el
principal mecanismo involucrado. En general, la formaciéon de poros por moléculas que

inducen una curvatura positiva en la bicapa (como los lisofosfolipidos) se explica por la
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disminucion de energia por unidad de longitud (tensidn de linea) requerida para formar
los bordes del poro, cuya curvatura global geométrica es positiva. Por el contrario, y en
base a la misma explicacidn, los lipidos no lamelares con curvatura intrinseca negativa
(tales como PE) aumentan la energia libre para la creacién de poros. En un poro de tipo
toroidal (Figura 3.3.9), la curvatura positiva se encuentra perpendicular al plano de la
membrana, mientras que la curvatura negativa estd presente en el plano de la

membrana en todo el poro.

Figura 3.3.9. Corte transversal de un poro de tipo toroidal (izquierda) y detalle de las

curvaturas presentes en el mismo (derecha).
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Figura 3.3.10. Modelo propuesto para el efecto de Bz-Arg-NHC, en las membranas de
hongos (formacion de poros transitorios). PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina;

S: Bz-Arg-NHC,.
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Teniendo en cuenta que PE, con forma de cono invertido, puede adoptar
diferentes estructuras en la membrana celular (lamelares o de micelas invertidas) y que
las membranas fungicas son ricas en PE (Makovitzki et al. 2006), la formacién de poros
transitorios a través de las cuales las moléculas del surfactante pueden difundir hacia el
citoplasma seria el modelo mas apropiado para explicar el mecanismo de antifiingico de

Bz-Arg-NHC, (Figura 3.3.10).

3.2.2. Efecto de los surfactantes derivados de arginina en hongos patdégenos de
humanos

Existen mas de 50000 especies de hongos, pero sélo 200 de ellas causan
enfermedades en los animales vertebrados, incluyendo los seres humanos (Castillo
Expdsito 2006). Los hongos dermatofitos son responsables de las enfermedades fungicas
mas comunes en los seres humanos, afectando cerca del 25% de la poblacion en todo el
mundo. Las candidiasis (infecciones producidas por especies del género Candida) son
también comunes y consisten principalmente en infecciones de las vias orales (como las
candidiasis bucal y esofagica) y genitales (especialmente la candidiasis vulvovaginal)

(Brown et al. 2012).

Los hongos patdégenos de humanos son principalmente exdgenos, aunque las
micosis mas frecuentes son las causadas por especies pertenecientes a la microbiota
normal del cuerpo (patdgenos oportunistas), especialmente en el caso de los pacientes
inmunocomprometidos. Si bien la mayoria de las personas en sus vidas se vera afectada
por infecciones fungicas superficiales, relativamente faciles de curar, un gran nimero de
personas en todo el mundo contraeran infecciones invasivas, de dificil diagndstico y

tratamiento, que amenazaran sus vidas. En este contexto, el surgimiento de la
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resistencia a multidrogas nuevamente se presenta como una problematica creciente y

primordial importancia (Brown et al. 2012).

Considerando la importancia de las infecciones fungicas en general, y las micosis
superficiales en particular, se probd el efecto de Bz-Arg-NHC,, y Cetrimide contra dos
especies del género Trichophyton (hongos filamentosos) y Candida albicans (levadura

unicelular capaz de desarrollar una forma filamentosa).

3.2.2.1. Inhibicion de la germinacion de microconidios de hongos dermatofitos

Debido a la importancia de la germinacién de los microconidios para la
patogénesis de los hongos dermatofitos, se estudid la interferencia en este proceso por
tratamiento con Bz-Arg-NHCyo y Bz-Arg-NHC;,, comparandola con el efecto observado
para Cetrimide. Para ellos se monitored espectrofotométricamente la germinacion de
microconidios de Trichophyton rubrum vy Trichophyton mentagrophytes en SDB
adicionado con distintas concentraciones de los tensioactivos, durante un periodo total
de incubacion de 21 dias, calculdandose los porcentajes de inhibicién del crecimiento en
cada caso. La Tabla 3.3.3 resume los valores CIM obtenidos para los dias 7 y 21 de
incubacién junto con las ICso determinadas para el periodo de incubacion maximo. Como
puede verse, los tres tensioactivos fueron capaces de inhibir ambas cepas, exhibiendo
valores de CIM similares. Como el tiempo de incubaciéon puede influir en la
determinacién de la actividad antifingica, se compararon las CIM registradas para los
dias 7 y 21 de incubacion. Resultd interesante el hecho de que el tiempo de incubacién
no influyé en las CIM obtenidas en la mayoria de los casos. Sin embargo, en los casos de
T. rubrum incubado en presencia de Bz-Arg-NHC;, y Cetrimide, un mayor tiempo de

incubacion produjo un aumento en la CIM de una dilucién.
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Tabla 3.3.3. Efecto inhibitorio de los surfactantes sobre la germinacion de microconidios de hongos dermatofitos expresada en términos de

la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la ICsg

BZ-AI'g-NHC_m

Bz-Arg-NHC12

Cetrimide
Microorganismo
cIM;® CIM,,° b cIM;® CIM,,° b cIM;® CIM,,° b
ICs5p (UM) ICs5o” (UM) ICs5o (UM)
(uM)  (uM) 20 (K (uM)  (uM) 20 (K (uM)  (uM) w0 (K
T. rubrum 125 125 52,06 £ 4,52 62,5 125 32,39+0,26 62,5 125 51,48 £ 1,59
T. mentagrophytes 125 125 58,15 £ 0,45 125 125 57,85 +£ 0,70 62,5 62,5 37,19+1,58

“Menor concentracion de los surfactantes necesaria para inhibir completamente el desarrollo de los microconidios (DOg30 = 0 €

Inh% = 100%) después de 7 (CIM;) o 21 (CIM,;) dias de exposicion a los surfactantes. ®Media + SD; concentraciones responsables de la

inhibicion del desarrollo del 50% respecto del control después de 21 dias de exposicion a los surfactantes (ICsg).

190



La actividad antifungica de surfactantes tipo géminis, como la Clorhexidina (un
desinfectante comercial) y otros pertenecientes a la familia de los derivados de
bis(fenilacetil)-arginina — C,(CA), — (donde n es el nimero de grupos metileno en el
espaciador), fue probada contra T. mentagrophytes (Castillo Expdsito 2006). Estos
compuestos mostraron valores CIM entre 14 uM (Clorhexidina) y 312 uM [Cyo(CA),]
luego de la exposicidn durante 48-72 h frente al agente antimicrobiano. En comparacién
con estos resultados, Bz-Arg-NHC,, y Cetrimide mostraron valores de CIM dentro de este
mismo rango (Tabla 3.3.3) luego de 21 dias de incubacién, siendo las CIM de
Bz-Arg-NHC, mds cercanas al valor obtenido para C;5(CA), (149 uM), mientras que las

obtenidas para Cetrimide fueron del orden de C3(CA),.

3.2.2.2. Susceptibilidad de Candida albicans

C. albicans es un patdégeno humano oportunista responsable de infecciones
conocidas como candidiasis. Debido a su importancia clinica es considerado un
organismo modelo para el estudio de hongos patdgenos y farmacos antimicdticos (Kabir
et al. 2012), por lo que numerosos estudios preliminares reportan la actividad
antifungica de tensioactivos catidnicos contra este patdgeno (Vieira & Carmona-Ribeiro
2006; Castillo et al. 2006; Badawi et al. 2007; Murguia et al. 2008; Kanjilal et al. 2009;
Ziani et al. 2011; Obtgk et al. 2013). Teniendo esto en cuenta, se realizaron pruebas de
susceptibilidad de C. albicans frente a Bz-Arg-NHC,, utilizando tanto una cepa de la
colecciéon ATCC como un aislado clinico de esta levadura para el calculo de la CIM y la
CFM (concentracion fungicida minima) (Tabla 3.3.4). Los resultados, como en el caso de
los demas microorganismos, fueron contrastados con los obtenidos para Cetrimide.

Como puede verse, los tres surfactantes fueron capaces de inhibir e incluso matar
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ambas cepas de levaduras, a excepcion de Bz-Arg-NHC;, que sélo demostrd capacidad

fungistatica frente al aislado clinico.

Numerosos estudios reportan un aumento en la resistencia a antibidticos de
aislados clinicos bacterianos obtenidos en hospitales respecto de aquellos aislados
obtenidos de pacientes ambulatorios (Hryniewicz et al. 2001; Arslan et al. 2005;
Muvunyi et al. 2011). Los valores de CIM y CFM fueron mayores para el aislado clinico
gue para la cepa de coleccion estudiada. Este hecho apoya la hipdtesis de que ni la
pared celular ni la membrana plasmatica serian los principales objetivos de la accidn
antifungica de los surfactantes, ya que la interaccién de los agentes tensioactivos con las

mismas seria altamente inespecifica.

Tabla 3.3.4. Efecto inhibitorio de los surfactantes sobre el crecimiento de C. albicans
expresados en funcion de las concentraciones inhibitorias y fungicidas minimas (CIM y

CFM).

ATCC 64548 Aislado clinico
Surfactante
CIM® (uM)  CFMP (uM) CIM® (uM)  CFM" (uM)
Bz-Arg-NHCyg 62,5 125,0 125,0 250,0
Bz-Arg-NHC;; 31,2 125,0 62,5 >500,0
Cetrimide 15,6 62,5 18,8 125,0

°%CIM: Menor concentracién del surfactante capaz de inhibir completamente el
crecimiento medible de la levadura (DOg39 = 0 e Inh% = 100%) luego de 24 h de
exposicion al mismo. ®CFM: Menor concentracién del surfactante capaz de inhibir
completamente el crecimiento la levadura (ausencia de colonias) luego de 24 h de

exposicion al mismo.
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La actividad antifungica de Bz-Arg-NHC, sobre C. albicans fue comparada con la
reportada en literatura para otros surfactantes derivados de arginina (Moran et al.
2001a). En relacion a los andlogos de 10 carbonos, los compuestos exhibieron valores de
CIM similares: mientras que Bz-Arg-NHC,q registré una CIM de 62,5 uM, las mismas para
ACA y CAM fueron de 20,1 y 42,0 uM, respectivamente. Asimismo, y a diferencia del
derivado de 12 carbonos, Bz-Arg-NHC;o demostrd ser capaz de inhibir completamente el
crecimiento de C. albicans (actividad fungicida), hecho que no fue reportado para el
resto de los tensioactivos. Por otro lado, si bien LAM reveld un valor de CIM similar al de
Bz-Arg-NHCy; (53,0 y 31,2 uM, respectivamente), ALA demostré una mayora actividad
fungistatica dentro de este grupo de tensioactivos, probablemente debido a su doble
carga positiva. Finalmente, se observd la misma tendencia en comparacién con otros
surfactantes/desinfectantes catidnicos comerciales, como el cloruro de benzalconio

(CIM 64 uM) (Murguia et al. 2008) y la Clorhexidina (CIM 55 uM) (Castillo et al. 2006).
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4. Conclusiones

Se llevd a cabo el estudio de la actividad antibacteriana de Bz-Arg-NHCyo y
Bz-Arg-NHCy, contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, mostrando valores de

CIM definidos y un efecto bactericida frente a la mayor parte de las cepas ensayadas.

Ambos surfactantes fueron capaces de reducir en un porcentaje mayor o igual al
99,0% la carga bacteriana inicial luego de tan sélo 1 h de incubacién con E. coli y

S. aureus.

La actividad antifungica de Bz-Arg-NHC, fue eficiente tanto frente a la forma
vegetativa (hifas) como a las esporas asexuales reproductivas de hongos fitopatdgenos,
asi como también frente a especies dermatofitas y a la levadura C. albicans, para la cual

reveld actividad fungicida.

Los ensayos de interaccién con monocapas evidenciaron una mayor interacciéon
de Bz-Arg-NHC;o con monocapas lipidicas de composicion similar a los hongos, resultado

que se correlaciona con el mayor poder antifingico observado para este compuesto.

Dado que los valores de CIM e ICsp para la actividad antifungica fueron menores
gue las CMC calculadas para los compuestos, los mondmeros serian los principales

responsables del efecto observado.

Segun la relacion estructura quimica/actividad de los surfactantes, a menor
longitud de la cadena hidrocarbonada, mayor actividad fungistatica contra las especies
fitopatdgenas y menor actividad bactericida/bacteriostatica y fungistatica contra las

especies de hongos dermatofitos.
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El mecanismo sugerido para la accion antifungica de Bz-Arg-NHC, involucraria la
formacion de poros transitorios en la membrana citoplasmatica, a través de los cuales
las moléculas del surfactante difundirian hacia el citoplasma, donde interactuarian con
componentes intracelulares, siendo la induccidén de estrés oxidativo una consecuencia

de esta interaccion.

El modelo propuesto para la insercién de Bz-Arg-NHC, en las bicapas lipidicas
sugiere la interaccion de las moléculas de surfactante con los fosfolipidos tanto a través
de uniones electrostaticas (entre el grupo fosfato cargado negativamente y el motivo
catidnico guanidinio, orientado hacia la fase acuosa) como a través de interacciones
hidrofébicas (entre el grupo benzoilo y la cadena hidrocarbonada del tensioactivo con
las colas de los fosfolipidos). La mayor longitud de la cadena hidrocarbonada en el caso
de Bz-Arg-NHC,, favoreceria las interacciones hidrofdbicas, quedando las moléculas
insertas en la bicapa lipidica, mientras que Bz-Arg-NHCy, tendria mayor tendencia a

traslocar através de la membrana y alcanzar los blancos intracelulares.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACION DE LA INTERACCION DE LOS SURFACTANTES DERIVADOS
DE ARGININA CON MEMBRANAS BIOLOGICAS. ESTUDIOS DE TOXICIDAD
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1. Introduccion

1.1. Interaccion membrana-surfactante

Las interacciones entre moléculas anfipaticas y las membranas biolégicas han
sido de gran interés tanto en la fisiologia como en la bioquimica. Muchos estudios han
reportado el empleo de surfactantes para aumentar la permeabilidad de la membrana
de las células intestinales a drogas terapéuticas (Xia & Onyuksel 2000) y en el

aislamiento y purificacidon de proteinas de membrana (le Maire et al. 2000).

La forma en que los surfactantes interactian con las membranas bioldgicas es
un proceso complejo que aln no se conoce con claridad, aunque se sabe que depende
estrechamente tanto de las propiedades de la membrana como de las del tensioactivo
en cuestion. Factores tales como el tipo de surfactante, su estructura y concentracion,
su afinidad por la membrana en particular, la composicién de la membrana en estudio y
la relacion lipido/surfactante, tienen fundamental importancia en la dindmica de esta
interaccidon (Maher & Singer 1984; Xia & Onyuksel 2000; Selim et al. 2009; Preté et al.
2011; Nogueira et al. 2012). Trabajos tedricos y experimentales han demostrado que la
interaccion surfactante-bicapa durante el proceso de solubilizacién ocurre en multiples
etapas. En este sentido, se han propuesto diferentes modelos que describen los eventos
gue ocurren durante este proceso (Preté et al. 2011). Segun el modelo descripto por
Lichtenberg et al. (2000), la solubilizacion puede dividirse en tres etapas principales: (i) a
bajas concentraciones del surfactante y baja relacion molar surfactante/lipido, las
moléculas del mismo se particionan entre el medio acuoso y la bicapa lipidica hasta que

se alcanza una concentracidn limite de saturacidn en esta tltima (C°™); (i) por encima de
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esta concentracion, los lipidos son extraidos de la membrana por micelas del surfactante
presentes en el medio acuoso previamente formadas, dando lugar a la coexistencia de
bicapas que contienen tensioactivo y micelas que contienen lipidos; (iii) finalmente, a
una concentracién de surfactante especifica (C‘”’), ocurre la solubilizacién total de Ia
membrana. Un aumento en la concentracion del surfactante a partir de este punto

llevara a la formaciéon de micelas con una relacién molar surfactante/lipido mayor.

Como fue descripto en el Capitulo 3, la actividad antimicrobiana de los
surfactantes derivados de arginina se encuentra directamente asociada a la presencia de
grupos cargados positivamente, los cuales facilitan su interaccidn con las membranas
microbianas. En este sentido, la accion antimicrobiana de los surfactantes se basa en su
capacidad de alterar la integridad de la membrana celular de los microorganismos a
través de un fendmeno de adsorcidn electrostatica en la interfase agua/membrana,
seguido de la desorganizacion de la membrana por interacciones hidrofébicas (Castillo et
al. 2004). Dado que la perturbacion de la membrana celular por estos compuestos es
dirigida principalmente a través de procesos fisicoquimicos, los sistemas modelo de
membrana pueden aportar informacién valiosa para comprender su mecanismo de

accion.

1.2. La membrana bioldgica: composicion y organizacion

Las membranas bioldgicas forman los limites entre el interior de las células
(citoplasma) y el exterior de las mismas, siendo capaces a su vez de definir
compartimentos intracelulares, en los cuales constituyen los limites entre estas
organelas y el citoplasma (Peetla et al. 2009). Mas alld de su rol estructural, las

membranas cumplen un papel fundamental en la vida celular: regulan el transporte de
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entrada y salida de iones y metabolitos, gobiernan las comunicaciones intercelulares y
cumplen un rol central en la mayoria de los procesos celulares, ya que gran parte de los
procesos bioquimicos esenciales para la célula ocurren en las mismas (Brannigan et al.

2006; Selim et al. 2009; Goii 2014).

Las membranas celulares se encuentran constituidas principalmente por lipidos
anfipaticos: fosfolipidos, glicolipidos y esteroles. Debido a su naturaleza anfifilica, estas
moléculas en medio acuoso tienden a organizarse en ambos lados de un plano
imaginario, con las porciones hidrofdébicas enfrentadas, y las regiones polares orientadas
hacia el exterior acuoso. De esta manera, la estructura de doble capa o bicapa
proporciona un método simple para la estabilizacion termodindamica de una poblacién
de moléculas anfipaticas. Ademds de los componentes lipidicos, un gran nimero de
hidratos de carbono, proteinas y complejos proteicos se encuentran asociados a las
membranas. En el caso de las proteinas, esta union puede ser a través de los grupos
polares de los lipidos (proteinas periféricas) o por inclusién en el nucleo hidrofébico
(proteinas integrales), atravesando en muchos casos la membrana de lado a lado
(proteinas transmembrana). Asimismo, actualmente se ha aceptado la existencia de un
grupo de proteinas que se une transitoriamente a las membranas por un periodo de

tiempo especifico, de manera de cumplir una funcién especifica (Gofii 2014).

En 1972, Singer y Nicolson propusieron un modelo de mosaico fluido para
explicar la estructura de las membranas celulares (Singer & Nicolson 1972). Este modelo
se basa en la hipdtesis de que los lipidos y proteinas difunden libremente en el plano de
la membrana celular. Desde entonces, el descubrimiento de dominios grandes de

membrana (por ejemplo, regiones de la membrana basal, lateral y apical de las células
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endoteliales, epiteliales y glandulares) y estructuras de microdominios laterales (por
ejemplo, las balsas lipidicas, caveolas y depresiones recubiertas), reveld la complejidad
de la estructura de la membrana de la célula, cuyo esquema actualizado se muestra en

la Figura 4.1.1 (Peetla et al. 2009).

Figura 4.1.1. Modelo de membrana Singer-Nicolson: version modificada y actualizada

segun Engelman (2005).

Esta naturaleza polimdrfica de los arreglos lipidicos, sumada a una importante
variedad de lipidos con propiedades fisicas diversas (area transversal, fluidez, carga
eléctrica, peso molecular), es la razén por la que las membranas son estructuras
extremadamente intrincadas (Peetla et al. 2009). Los lipidos de membrana pueden
dividirse en tres grandes grupos de acuerdo a su estructura quimica: los fosfolipidos
(derivados del glicerol), los esfingolipidos (derivados de ceramidas) y los esteroles. Los
fosfolipidos, por su parte, pueden clasificarse a su vez segun sus principales grupos

hidrofilicos: fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilserina (PS) son los
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predominantes en la membrana celular, mientras que el fosfatidilinositol (Pl) y la
cardiolipina se encuentran presentes en menor cantidad. Por otro lado, la base
estructural de los esfingolipidos es la ceramida (esfingosina con un acido graso unido al
grupo amino mediante un enlace amida) o N-acil-esfingosina. Finalmente los esteroles
poseen grupos hidroxilos (hidrofilicos) que les permiten interactuar con los principales
grupos hidrofilicos de los fosfolipidos, mientras que los grupos esteroides voluminosos
interactian con las cadenas hidrofébicas de los lipidos, influyendo en la fluidez de la
membrana y el empaquetamiento de sus componentes (van Meer et al. 2008; Peetla et

al. 2009).

1.3. Sistemas modelo de membrana

La complejidad de la estructura de la membrana celular junto a la naturaleza
altamente dindmica de las interacciones lipido-lipido y lipido-proteina en la membrana
celular, dificultan la investigacion de las interacciones biofisicas de distintas moléculas,
como drogas, con las mismas. Estas interacciones resultan de fundamental importancia,
ya que sirven como base para la prediccidn tanto de la toxicidad asociada a farmacos
como de su efectividad (Peetla et al. 2009). En este contexto se han desarrollado
sistemas simplificados de membranas artificiales, que imitan la organizaciéon de los
lipidos en las bicapas lipidicas naturales. Algunos de los modelos mas usados son las
bicapas lipidicas soportadas o SLB (preparadas en superficies como la silicona o la mica),
las monocapas lipidicas (formadas en una superficie acuosa usando un tensiémetro de
Langmuir) y los liposomas (vesiculas lipidicas de entre 20 nm y 100 um, que encierran un

compartimiento acuoso interno).
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1.3.1. Globulos rojos de mamiferos

Diversos motivos convierten a los gldbulos rojos (GR) de mamiferos en uno de
los sistemas modelo de membrana mas populares. Son faciles de obtener en cantidad v,
al ser enucleados y carecer de organelas internas que puedan interferir en las
determinaciones, representan un modelo sencillo y util para medir propiedades de
membrana, incluyendo la interaccién de los surfactantes con las mismas (Svetina et al.
2004). La membrana de los GR consiste principalmente en una bicapa de fosfolipidos
con proteinas integrales de membrana y un citoesqueleto subyacente. Tienen forma de
disco con una seccidon transversal bicdncava, lo que les provee un area superficial
maxima para el mismo volumen celular, y su contenido principal es la hemoglobina
(hemoproteina involucrada en el transporte de oxigeno en la sangre), lo que facilita el
estudio de su lisis mediante la cuantificacion de su liberacién. A pesar de carecer de
organelas internas, conservan suficientes funciones comunes con otras células
especializadas, por lo que los resultados obtenidos utilizando este modelo pueden ser
buenos indicadores de lo observado en condiciones fisiolégicas (Vives et al. 1999;

Svetina et al. 2004; Selim et al. 2009; Nogueira et al. 2012).

La composicion lipidica de las membranas de los glébulos rojos de distintas
especies de mamifero difiere sustancialmente. Por ejemplo, en el caso de los glébulos
rojos humanos (GRH) y de carnero (GRC), cuya composicion lipidica es conocida y se
detalla en la Tabla 4.1.1, si bien el contenido de colesterol es similar, existen diferencias
en la cantidad relativa de fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM): mientras que la
primera se encuentra totalmente ausente en los GRC, la proporcidon de SM en este caso

es considerablemente mayor que para los GRH.
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Tabla 4.1.1 Composicion lipidica (en porcentaje molar) de membranas de globulos

rojos humanos (GRH) y de carnero (GRC).

Lipidos principales Fantasmas de GRH®  Fantasmas de GRC"!
Colesterol (CHO) 54,0+3,4 39,2+4,4
Esfingomielina (SM) 12,1+2,1 41,5+3,2
Fosfatidilcolina (PC) 17,7 +1,6 0,0+£0,1
Fosfatidiletanolamina (PE) 11,7+0,9 14,0+1,7
Fosfatidilinositol/fosfatidilserina (Pl/PS) 6,4 +0,5 51+0,4

(G)Koumanov et al. 2005; (b)Maté etal. 2014.

1.3.2. Mecanismo hemolitico

La interaccién de los surfactantes con los GR puede describirse como bifdsica: a
bajas concentraciones, el tensioactivo es capaz de incorporarse en la membrana de los
GR vy estabilizarla, protegiéndolos contra la lisis osmdtica en un medio hipotdnico
(hemolisis hipotdnica); por otro lado, mayores concentraciones del mismo pueden
provocar la desestabilizacion de la membrana vy la lisis celular (hemdlisis) (Vives et al.
1999; Sanchez et al. 2007). Ambos fendmenos presentan gran importancia tedrica y
practica, ya que se encuentran estrechamente relacionados con la interaccién de los
surfactantes con las membranas. Si bien los mecanismos a través de los cuales estos
fendmenos son llevados a cabo no han sido completamente dilucidados, se sabe que
existe una gran dependencia de propiedades tales como el tipo de surfactante, su
concentracion y las condiciones experimentales, como la fuerza idénica del medio, el pH,
la temperatura, etc. (Sanchez et al. 2007). Es sabido que el proceso molecular implicado
en la hemodlisis inducida por surfactantes se encuentra estrechamente relacionado con la

toxicidad de los mismos (Vives et al. 1999). Asimismo, a través de su evaluacion pueden
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estimarse parametros tales como la irritabilidad ocular potencial, reemplazando la
necesidad de realizar pruebas en animales, un topico extremadamente controvertido

(Pape et al. 1987).
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2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

El dimetil sulféxido (DMSO), el Tritdn X-100 y la poli-L-lisina fueron comprados a
Sigma-Aldrich. Seroalbumina bovina fue de Fedesa S.A. El resto de los reactivos vy

solventes empleados en este trabajo fue de calidad analitica o superior.

2.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados para el crecimiento de las células eucariotas
medio de Eagle modificado por Dulbecco, DMEM (siglas de su nombre en inglés
Dulbecco's Modified Eagle's medium) y medio esencial minimo (MEM), fueron

comprados a Sigma Aldrich.

2.3. Evaluacion in vitro de la toxicidad de Bz-Arg-NHC, en cultivos celulares humanos
2.3.1. Cultivos celulares

La citotoxicidad de Bz-Arg-NHC, fue probada in vitro sobre lineas celulares
humanas: HepG2 ATCC HB-8065, una linea celular derivada de hepatocitos
(hepatocarcinoma), obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
USA); y 1BR.3.G (N° cat.: EC90020507), derivada de fibroblastos humanos, obtenida de la
European Collection of Cell Cultures (Salisbury, Reino Unido). HepG2 fue mantenida en
un medio esencial minimo (MEM) suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino
(FBS) inactivado por calor. La linea celular 1BR.3.G fue mantenida en el medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) conteniendo glucosa 4500 mg/ml, GlutaMAX-I y

10% (v/v) de FBS inactivado por calor. Ambas lineas celulares fueron crecidas a 37°C en
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atmaosfera altamente humidificada compuesta por 95% de aire y 5% de CO,.

2.3.2. Preparacion de soluciones stock de los surfactantes

Se prepararon soluciones stock 50-100 mM de los tensioactivos en DMSO, las
cuales fueron esterilizadas por filtracion y almacenadas a -20°C para su posterior uso. Se
prepararon diluciones de estas soluciones en un rango de concentraciones de 2 a

400 pM utilizando el medio de cultivo estéril adecuado para cada linea celular.

2.3.3. Tratamientos experimentales

En ensayos independientes para cada surfactante, se prepararon cultivos
celulares de 24 h en placas de microtitulacion estériles de 96 pocillos con fondo plano a
una densidad de 6x10° células/pocillo para HepG2 y 3x10® células/pocillo para 1BR.3.G,
sobre los que se afiadieron 100 ul de las soluciones de los surfactantes. Asimismo, se
incluyeron controles en presencia de medio de cultivo libre de los surfactantes en cada
placa (100% de crecimiento). Las placas se incubaron en atmdsfera altamente
humidificada compuesta por 95% de aire y 5% de CO, a 37°C durante 24 o 72 h. Todos
los ensayos fueron realizados por triplicado. Luego de la incubacion, el efecto de los
surfactantes sobre el crecimiento de las lineas celulares se evalud segln el ensayo del

XTT.

2.3.4. Ensayo del XTT

El efecto de los surfactantes sobre la viabilidad celular fue evaluado mediante

una versiéon modificada del ensayo del MTT (Mosmann 1983) utilizando el kit comercial
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EZ4U para el ensayo de reduccion (Biomedica Corp.). El ensayo del XTT
[2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilido] es un método
colorimétrico para la cuantificacidon de la proliferacidn, viabilidad y citotoxicidad celular,
el cual se basa en la bioreduccién de sales de tetrazolio que se afiaden al medio de
cultivo. A diferencia del ensayo del MTT, el producto de clivaje del XTT (formazdn) es
soluble en agua. Esta bioreduccidon sdélo ocurre en células viables, y esta relacionada a la
produccién de NADPH a través de la glucdlisis, de manera que la cantidad de formazan
producido es directamente proporcional al nimero de células metabdlicamente activas

presentes en el cultivo.

Luego del tratamiento con los tensioactivos, 20 ul de la solucion de XTT fueron
anadidos en cada pocillo. A continuacidén, las placas fueron incubadas durante 3 h en
atmosfera altamente humidificada compuesta por 95% de aire y 5% de CO;, a 37°C.
Pasado este tiempo, la formacién del producto coloreado (formazan) fue cuantificada
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 490 nm (As9) en un lector de
microplacas (Perkin Elmer Victor3 V). Para cada concentracién del surfactante el
porcentaje de viabilidad celular se calculé respecto del control (la Asg de los cultivos
celulares creciendo en ausencia de los surfactantes fue establecida como el 100% de
viabilidad), graficdndose a continuacién las curvas dosis-respuesta para cada
tensioactivo. En cada caso, la citotoxicidad fue expresada en términos de la ICsq, definida
como concentracion de cada surfactante responsable de la muerte del 50% de la
poblacién celular, calculada a partir de las curvas dosis-respuesta por analisis de

regresion sigmoidal utilizando el software GraphPad Prism®.
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2.4. Caracterizacion de la interaccion de los surfactantes derivados de arginina
utilizando globulos rojos de mamiferos como sistema modelo

2.4.1. Declaracion de ética

Se obtuvo sangre de ovejas sanas segun el protocolo aprobado por el Comité de
ética de Investigacion de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
de La Plata (CICUAL 129/09), de acuerdo a las normativas internacionales para el
cuidado y uso de animales de laboratorio. La sangre humana fue obtenida de voluntarios
sanos pertenecientes a nuestro personal de laboratorio (Centro de Investigacion de

Proteinas Vegetales, CIPROVE-CIC-UNLP, La Plata, Argentina).

2.4.2. Preparacion de las suspensiones de globulos rojos

Para la preparacion de la suspension de gldobulos rojos humanos (GRH) se
empled el protocolo descripto por Pape et al. (1987), utilizando EDTA para prevenir su
coagulacion. Los GRH fueron aislados por centrifugacion a 1300xg 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, Na,HPO,
22,2 mM y KH,PO; 5,6 mM en agua nanopura MilliQ® (pH 7,4; 300 mOsmol/l).

Finalmente, las células fueron resuspendidas en PBS a una densidad de 8x10° células/ml.

De la misma manera, se utilizd EDTA para prevenir la coagulacién en el caso de
la preparacion de la suspensién de glébulos rojos de carnero (GRC). En este caso, para su
conservacion, los GRC fueron aislados por centrifugacién a 1300xg durante 15 min a
temperatura ambiente, y resuspendidos en una solucion de Alsever, conteniendo
dextrosa 113,79 mM, Na3C¢Hs07.2H,0 27,2 mM y NaCl 71,87 mM en agua nanopura

MilliQ® (pH 6,1). El stock de GRC preparado fue almacenado hasta 7 dias a 4°C. Para los
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ensayos, las células fueron lavadas con PBS y resuspendidas en el mismo buffer a una

densidad de 1x10%° células/ml.

2.4.3. Determinacion de la actividad hemolitica de Bz-Arg-NHC,,

La actividad hemolitica de los surfactantes derivados de arginina sintetizados fue
comparada con la de Cetrimide, un surfactante catidnico comercial, de acuerdo a
Sanchez et al. (2006). Alicuotas de las suspensiones de GR (25 pl, hematocrito final
2% v/v) humanos o de carnero fueron expuestos a 1 ml de las soluciones de los
surfactantes a distintas concentraciones (entre 0,004 y 5 mM para Bz-Arg-NHC, y entre
0,005 y 3 mM para Cetrimide) preparadas en PBS isotonico (300 mOsm/I) a 37°C por 10
min. Se incluyeron controles con agua nanopura MilliQ® (100% de hemdlisis) y PBS
isoténico. Los sobrenadantes fueron recuperados por centrifugacion a 1300xg durante
15 min, cuantificdndose la hemoglobina liberada espectrofotométricamente a 540 nm.
El porcentaje de hemolisis fue determinado por comparacién con el control tratado con
agua nanopura MilliQ® (100% de hemodlisis). Todas las determinaciones fueron
realizadas al menos por triplicado. Con los datos obtenidos se construyeron curvas dosis-
respuesta para cada uno de los compuestos. Haciendo uso del software OriginPr08®, las
curvas fueron ajustadas a la funcion de Boltzmann (sigmoidea) estableciéndose en cada
caso la HCsg, definida como la concentracidon de surfactante responsable de la lisis del

50% de las células (50% de hemdlisis).

2.4.4. Evaluacion del potencial de irritabilidad ocular

A fin de estimar el potencial de irritabilidad ocular para cada surfactante, se

evalud la desnaturalizacion de la hemoglobina mediante el monitoreo de las

221



absorbancias a 575 nm (As7s) y 540 nm (As40) del sobrenadante de los GRH tratados con
los tensioactivos a las respectivas HCso. Una solucion conteniendo 1 mg/ml de
laurilsulfato de sodio (SDS) fue utilizada como control positivo. En cada caso, el indice de

desnaturalizacién (ID) fue calculado segun la Ecuacién (1):

Ri—R3

ID (%) = 2= x100 (1)

donde R4, R,y R3 son las relaciones de absorbancia (As7s/Asao) para los sobrenadantes de
los GRH tratados con: (1) agua nanopura MilliQ®; (2) SDS 1 mg/mly (3) el tensioactivo en
estudio. El indice de irritabilidad fue determinado segin el cociente
lisis/desnaturalizacion (L/D = HCso/1D), el cual permite la clasificacion de los tensioactivos
en no irritantes (L/D>100), ligeramente irritantes (L/D>10), moderadamente irritantes

(L/D>1), irritantes (L/D>0,1) o muy irritantes (L/D<0,1) (Sanchez et al. 2006).

2.4.5. Andlisis de las cinéticas de hemdlisis para la determinacion de las relaciones
efectivas surfactante/lipido

Se evalud el grado de hemodlisis producido por los tensioactivos en suspensiones
de GRH de diferentes hematocritos finales (Ht): 0,075; 0,15; 0,30 y 0,45% (v/v). Las
soluciones de Bz-Arg-NHC, fueron preparadas en PBS (pH 7,4; 300 mOsm/l) por
diluciones seriadas en una placa de microtitulacién de 96 pocillos con fondo en U. Para
cada ensayo, se afadieron 100 pl de la suspensién correspondiente de GRH (Ht 2X) a
100 pl de las diluciones de los surfactantes. Las placas fueron incubadas a 37°C en un
detector de multimodo DTX 880 (Beckman Coulter), midiéndose la densidad Odptica a
595 nm (DOsgs) en intervalos de 1 min por un periodo total de incubacién de 60 min.
Todas las determinaciones fueron realizadas al menos por duplicado. Con los datos

obtenidos se construyeron las cinéticas de hemdlisis, graficando la disminucién de la

222



turbidez en funcién del tiempo. El porcentaje de hemdlisis para 1 h de incubacion fue

calculado de acuerdo a la Ecuacion (2):

% Hemdlisis = % x 100 (2)
c— tx

donde OD. es la densidad dptica a 595 nm de los GRH (incubados en PBS), ODy es la
densidad 6ptica a 595 nm de los GRH tratados con diferentes concentraciones de los
tensioactivos y ODy es la densidad dptica a 595 nm de los GRH incubados en presencia
de Tritdn X-100 1% (v/v) (100% de hemdlisis). Se construyeron curvas dosis-respuesta
(% hemdlisis vs concentracién de surfactante) para cada hematocrito, ajustdandose cada
conjunto de datos a una funciéon sigmoidea (Boltzmann) utilizando el software
OriginPro8®. Para cada curva se aplicé el andlisis de solubilizacion de la membrana de los
GR propuesto por Preté et al. (2002), estableciéndose en cada caso los valores Se: Y Ssol
como la concentracion de surfactante necesaria para inducir la saturacion (inicio de la
hemolisis) y la solubilizacion total (lisis) de la membrana, respectivamente. Por ultimo,
los valores de Sgat ¥ Ssof Obtenidos para las diferentes concentraciones de GRH fueron
graficados en funcién de la concentracion de lipidos. Las lineas rectas obtenidas

responden a la Ecuacion (3):

S = Rex(L+——) @)

Kp (Re+ 1)

donde S; y L son las concentraciones totales de tensioactivo (Ssst 0 Ssol) Y de lipidos en el
sistema respectivamente. La pendiente de las rectas resultantes permite el calculo de las
correspondientes relaciones efectivas surfactante/lipido, Re (Rsat 0 Rsol) Y la interseccion

con el eje y (ordenadas) corresponde a la concentracién de surfactante libre en agua, S,,.
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2.4.6. Cuantificacion de los lipidos de membrana solubilizados en globulos rojos
tratados con Bz-Arg-NHC,,

A fin de evaluar la solubilizacion la membrana de los GR, se analizé la cantidad
de fosfolipidos solubles (PL;) en el sobrenadante de GRH y GRC tratados con
Bz-Arg-NHC,. Durante los ensayos, 25 ul de las suspensiones de GR (Seccidn 2.4.2 del
presente Capitulo, pag. 220) fueron expuestos a soluciones de los tensioactivos (1 ml) a
diferentes concentraciones, tanto por encima como por debajo de su CMC (230 y 85 uM
para Bz-Arg-NHCyo y Bz-Arg-NHC;,.respectivamente), preparadas en PBS isotdnico.
Luego de la incubacién a 37°C por 10 min, los sobrenadantes (900 pl) fueron separados
de las células intactas por centrifugacién (1300xg, 10 min) y los PLs fueron extraidos de
los mismos utilizando 10 ml de la mezcla de Folch (cloroformo/metanol 2:1). La fase
organica fue separada, evaporada en SpeedVac y utilizada para la determinacién de

fosforo inorganico (Ahyayauch et al. 2010).

2.4.6.1. Determinacion de fosforo inorgdnico

La cantidad de PLs en los sobrenadantes fue cuantificada por determinacién
colorimétrica de fésforo inorganico. La metodologia utilizada se basa en la capacidad del
molibdato de amonio para reaccionar en medio acido con el fésforo para formar dcido
fosfomolibdico, el cual es reducido por el dcido ascorbico a un complejo intensamente

coloreado (azul de molibdeno) con un maximo de absorcién a los 820 nm.

Para los ensayos, los lipidos recuperados de la fase organica por evaporacion
fueron resuspendidos en 50 ul de la mezcla de Folch. Un volumen adecuado de las
soluciones de lipidos (entre 2,5 y 14 pl) fue adicionado con 300 pl de HCIO4 al 70% (v/v),

agitado enérgicamente en vortex y carbonizado por incubacion a 165°C durante una
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noche (overnight) en bloque seco bajo campana. Los residuos carbonizados fueron
anadidos con 900 pl del reactivo A [126 mg de MoO4(NH,); 28,5 ml H,0; 825 ul de H,SO,4
y 4,95 ml de una solucién de acido ascérbico al 10% (p/v)] e incubados a 45°C durante
20 min. Finalmente, la absorbancia de las muestras fue cuantificada a 820 nm (Absgyq)
utilizando un espectrofotémetro Spectronic Helios Beta. Para la cuantificacion del
fésforo se construyd una curva de calibracidn [Absg,g vs nmoles de fésforo inorganico
(P;)] utilizando una solucién patrén de 1 mM H,PO4 (rango de sensibilidad: 2,5-15 nmoles

de P,)

2.4.7. Estudio de los cambios morfologicos de GRH tratados con Bz-Arg-NHC, por
microscopia optica con contraste de fases

Los cambios morfolégicos en GRH inducidos por exposicion a Bz-Arg-NHC,
fueron observados por microscopia 6ptica con contraste de fases. Para ello, alicuotas de
los GRH [10 ul, Ht 0,075% en PBS adicionado con 1,0% (p/v) de seroalbumina bovina
(BSA)] fueron depositadas en portaobjetos de vidrio revestidos con 0,001% (v/v) de
poli-L-lisina. El agregado de BSA tiene la finalidad de evitar la crenacién de los GR por
contacto con el vidrio (Jay 1975), mientras que el revestimiento de poli-L-lisina favorece
la adhesion e inmovilizacidon de las células durante su observacion. Los cambios en la
morfologia celular fueron observados a través de un microscopio dptico con contraste
de fases (NIKON Eclipse TS100) luego de la adicidon de 10 pul de soluciones de distinta
concentracion de los surfactantes (300 y 1200 pM para Bz-Arg-NHC;o, 280 y 1100 uM
para Bz-Arg-NHCy,) durante 10 minutos. Las imagenes fueron adquiridas con una camara
digital NIKON 391CU 3.2M CCD y analizadas utilizando el software Micrometrics SE

Premium?®.
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2.4.8. Andlisis de la liberacion de microvesiculas inducida por Bz-Arg-NHC,,
2.4.8.1. Aislamiento de microvesiculas

En ensayos independientes, 13 ml de la solucién de tensioactivo preparada en
PBS isoténico (previamente esterilizado por filtracion a través de membrana de nylon
0,2 um) fueron afiadidos con un volumen igual de la suspensidon de GRH, de manera que
el Ht final fue del 2% (v/v) y la concentracion de tensioactivo de 300 y 280 uM para
Bz-Arg-NHCy; y Bz-Arg-NHC;; respectivamente. Luego de la incubacidon de las
suspensiones celulares durante 10 min a 37°C, las mismas fueron centrifugadas a 1300xg
durante 5 min de manera de separara las células intactas (pellet). El sobrenadante fue
recuperado y centrifugado nuevamente a 10000xg durante 3 min con la finalidad de
separar los fantasmas (pellet) que hubiesen quedado presentes en la suspensiéon. Una
vez mas, el sobrenadante fue recuperado y las microvesiculas aisladas por
ultracentrifugacién a 100000xg durante 1 h. Finalmente, el sobrenadante fue descartado

y las microvesiculas resuspendidas en 250 ul de PBS isotdnico estéril.

2.4.8.2. Andlisis de la presencia de microvesiculas por microscopia electronica de
transmision (MET) con tincion negativa

Inmediatamente después de la obtencidon de las microvesiculas, 50 ul de las
mismas fueron fijadas por adicion de 10 pl de glutaraldehido. Para las observaciones de
las microvesiculas al MET, alicuotas de las mismas fueron colocadas sobre grillas
individuales con membrana de colodién, utilizdndose la técnica de tincidn negativa con
acido fosfotungstico (PTA) al 1% (p/v) como contrastante. La tincidon negativa se basa en
la deposicion del metal pesado (tungsteno en este caso) tanto en las depresiones,

intersticios y orificios de las particulas a observar (microvesiculas) como en su entorno,

226



observandose zonas mas electrodensas en estos casos y zonas mas claras (menos
electrodensas) en las regiones con protuberancias (Figura 4.2.1). De esta manera,
mediante este procedimiento las particulas no son tefiidas en si, sino que son rodeadas
por el contrastante, permitiendo la observacion del contorno de las mismas e incluso de
irregularidades en su superficie. Para la observacién de las muestras se utilizo el
microscopio electrénico de transmisién JEM 1200EX Il (Jeol) perteneciente al Servicio
Central de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la

Universidad Nacional de La Plata.

Haz de electrones

HiHH

Particula

Contrastante

Figura 4.2.1. Esquema de la deposicion del contrastante [dcido fosfotungstico 1% (p/v)]
en la tincion negativa para la observacion bajo el microscopio electrénico de transmision:
(a) vista lateral y (b) superior. Las zonas en las que se deposita el metal pesado
(depresiones, intersticios y orificios de las particulas, asi como su entorno cercano) se

observan como regiones electrodensas en las micrografias.

2.4.9. Estudio del efecto de Bz-Arg-NHC;, sobre la resistencia de los GR a la lisis
hipotonica

2.4.9.1. Evaluacion de la proteccion contra la hemdlisis hipotonica

La proteccidn contra lisis hipoténica de GRH y GRC inducida por BzArgNHC,, fue

evaluada segun el protocolo descripto por Nogueira et al. (2012). Para ello se
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prepararon soluciones de distintas concentraciones del surfactante por dilucion seriada
de una solucién stock (670 uM) en medio hipoténico, preparado por diluciéon de PBS
isoténico (300 mOsm/I) de manera tal que ocasionara el 80-90% de hemdlisis de las
muestras sin tratar (ausencia de los surfactantes). Durante los ensayos, alicuotas (25 pl)
de la suspensidon de GR correspondiente fueron afiadidas a 1 ml de las soluciones de los
surfactantes e incubadas durante 10 min a 37°C, incluyéndose ademas controles en
presencia de agua nanopura MilliQ® (100% de hemodlisis) y PBS hipotdnico. Luego de la
incubacién, las muestras fueron centrifugadas a 1300xg por 15 min de manera de
separar las células intactas. El grado de hemdlisis fue determinado segun el
procedimiento descripto en la Seccion 2.4.3 del presente Capitulo (pag. 221),
construyéndose con los datos obtenidos curvas dosis-respuesta para cada especie. Todas
las medidas fueron realizadas al menos por triplicado. En cada caso, se evaluaron las
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). Para cada
tensioactivo, a partir de los resultados se establecié la concentraciéon antihemolitica
maxima (cAHn.), definida como la concentraciéon de surfactante responsable de la
maxima proteccidn contra la hemdlisis hipotdnica. Por otro lado, la potencia
antihemolitica (pAH) fue determinada como el porcentaje de reduccion de hemdlisis

alcanzado a la cAH . respecto del valor obtenido en las muestras sin tratar.

2.4.9.2. Cdlculo del porcentaje de expansion del volumen celular

Se determind el porcentaje de expansion del volumen celular inducido por los

Bz-Arg-NHCy, sobre GRH y GRC. Para ello, se prepararon soluciones de Bz-Arg-NHCy, a la
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cAHmax correspondiente en PBS de osmolaridades entre 85y 205 mOsm/| para los GRH y
entre 115 y 235 mOsm/| para los GRC. Durante los ensayos, alicuotas (25 pl) de las
suspensiones de GR fueron incubadas con 1 ml de las soluciones del surfactante,
incluyendo ademds controles en presencia de agua nanopura MilliQ® (100% de
hemolisis) y de los GR incubados en PBS de las osmolaridades antes detalladas sin la
adicién del tensioactivo. El grado de hemdlisis en cada caso fue determinado por el
procedimiento descripto en la Seccién 2.4.3 del presente Capitulo (pag. 221). Todas las
medidas fueron realizadas al menos por triplicado. Con los resultados obtenidos se
construyeron curvas dosis-respuesta y, a partir del ajuste de los datos a la funcién de
Boltzmann utilizando el programa OriginPro 8%, se determind en cada caso la
osmolaridad capaz de provocar el 50% de hemdlisis (Csg). Los calculos de la expansion de
volumen inducido por Bz-Arg-NHC,, fueron llevados a cabo segin Ponder (1948), quien
propone que la asociacién entre el volumen hemolitico critico (V) y la concentracién

osmoética que produce el 50% de hemdlisis (Csp) puede ser descripta por la Ecuacion (5):

Vi = Vo + Vy x S0 (5)

Cso

donde V,, es el volumen osmdticamente no activo del GR, que corresponde al 30% del
volumen normal del GR (Vo); V. es la parte osmoéticamente activa del volumen del GR,
correspondiente al 70% de Vo (Vo = 98 fl; Vi, = 29,4 fl y V, = 68,6 fl para los GRH;
Vo = 34 fl; Ve = 10,2 fl y V, = 23,8 fl para los GRC); y Cis, €s la concentracidén isosmotica
(300 mOsm/I). Finalmente, para cada GR se calcul6 el aumento porcentual del V,, de las

células tratadas respecto del Vy, control (ausencia del surfactante).
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2.4.10. Medidas de polarizacion generalizada (GP) del Laurdan

El Laurdan (6-dodecanoil-2-dimetil-aminonaftaleno), cuya estructura se muestra
en la Figura 4.2.2a, pertenece a la familia de las sondas fluorescentes sensibles a la
polaridad del entorno, y por lo tanto puede ser utilizado para detectar cambios en las
propiedades de fase de las membranas y diferencias en el orden de los fosfolipidos a
partir de cambios en la fluidez de las mismas. Se inserta en la regidn hidrofdbica de la
bicapa lipidica con la porcion de dcido Idurico alineada en paralelo con las cadenas acilo
de los fosfolipidos, mientras que el residuo naftaleno (fluorescente) se localiza a nivel del

esqueleto de glicerol.

b)

Fluorescencia

400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 4.2.2. (a) Estructura del Laurdan y (b) espectros de emision de fluorescencia: al
excitar el fluoroforo a 350 nm, la longitud de onda de emision mdxima se encuentra
alrededor de 450 nm (violeta) cuando las moléculas del mismo residen en la fase gel, y

cerca de 500 nm (azul) cuando se ubican en la fase liquido cristalina.

Al incorporarse en la membrana, el Laurdan presenta una distribucion

homogénea, acomodandose tanto en la fase ordenada (con un entorno mas rigido)
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como en la desordenada (mas fluido). Cuando ocurre un cambio de estado en la misma,
se observa un corrimiento del espectro de emisidon de aproximadamente 50 nm, hacia el
azul en fase liquido ordenada y hacia el rojo en fase gel (Figura 4.2.2b). Este
desplazamiento es atribuido a la reorientacién y cambio en la cantidad y/o movilidad de
moléculas de agua presentes a nivel del esqueleto del glicerol de los fosfolipidos en las
cercanias del Laurdan (proceso de relajacion dipolar) (Parasassi et al. 1990; Parasassi et

al. 1991; Chong & Wong 1993; Bagatolli & Gratton 1999).

Los cambios en el espectro de emisidon del Laurdan pueden ser cuantificados
mediante el calculo de la polarizacion generalizada (GP) segun la Ecuacion (6) (Parasassi
et al. 1991). El valor de GP varia entre -1 (exposicion total al solvente) y +1 (sin efecto del
solvente), siendo mayor cuando se observa una menor relajacién dipolar, lo cual indica
un entorno mas rigido (Owen et al. 2012; Sanchez et al. 2012). Si bien el GP no refleja la
movilidad del Laurdan en si misma, este parametro es influenciado por la movilidad de
moléculas polares en las cercanias del fluoréforo, como el agua que penetra a nivel de
las cabezas de los fosfolipidos (Parasassi et al. 1991; Parasassi et al. 1994a; Parasassi et

al. 1994b; Parasassi et al. 1994c).

2.4.10.1. Obtencion de las suspensiones de fantasmas de globulos rojos

Las suspensiones de fantasmas de GRH (GRH;) y GRC (GRC) se prepararon a
partir de diluciones de las suspensiones stock de GR (Seccion 2.4.2 del presente
Capitulo, pag. 220) en PBS isoténico de manera que la densidad celular final fuese de
0,3x10°-3,0x108 células/ml. Alicuotas de estas suspensiones (1 ml) fueron centrifugadas
a 1300xg durante 15 min de manera de aislar los glébulos rojos. A continuacion se llevé

a cabo la lisis hipotdnica de las células por el agregado de 1 ml de buffer de lisis (buffer
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fosfato de sodio 5 mM pH 8,0) e incubacion de las suspensiones durante 10 min en bano
de hielo. Finalmente, la suspension resultante fue centrifugada a 10000xg durante
15 min a 4°C, el sobrenadante fue descartado y los fantasmas (pellet) fueron lavados
tres veces con el mismo buffer y una vez mas con PBS isotdnico. Los fantasmas fueron
resuspendidos en el volumen inicial de PBS (1 ml), por lo que la concentracién de las

preparaciones fue estimada en O,E'>x109—3,0x108 fantasmas/ml.

2.4.10.2. Medidas de fluorescencia en estado estacionario

Para las medidas de fluorescencia, en ensayos independientes, 25 pl de las
suspensiones de GRHf y GRCs fueron incubadas durante 1 h a temperatura ambiente
(25°C) en presencia de Bz-Arg-NHC;; a las respectivas cAHax €n PBS isotdnico (1 ml) y
1 ul de Laurdan 1 mM. Asimismo, se incluyeron controles en PBS isotdnico y ausencia del
tensioactivo. Las medidas de polarizacién generalizada (GP) del Laurdan (Aex = 350 nm;
Aem = 440 y 490 nm) fueron llevadas a cabo en un espectrofluorémetro Fluorolog 3
(Horiba/Jobin Yvon) a 25°C. Los valores GP en cada condicion fueron calculados

mediante la expresidn descripta por Parasassi et al. (1998):

GP = I440— l490 (6)

I440t 490

donde /440 € l490 SON las intensidades de emisién de fluorescencia a 440 y 490 nm

respectivamente.
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3. Resultados y discusion

3.1. Evaluacion in vitro de la citotoxicidad de Bz-Arg-NHC,,

El efecto de Bz-Arg-NHC, sobre la viabilidad de dos lineas celulares fue evaluado
mediante el método del XTT. Al igual que para la determinacidon de la actividad
antimicrobiana (Capitulo 3), Cetrimide, un antiséptico y desinfectante de la piel utilizado
principalmente para el tratamiento de la dermatitis seborreica (un trastorno funcional
de las glandulas sebaceas) y la limpieza de heridas, fue utilizado como compuesto de
referencia. Con la finalidad de realizar una evaluacion mas confiable de la potencial
citotoxicidad de estos compuestos (Nogueira et al. 2011), dos lineas celulares de
diferentes origenes fueron elegidas para los ensayos: HepG2, una linea celular de
hepatocarcinoma humano, y 1BR.3.G, una linea celular de fibroblastos de piel humana.
En el caso de la linea HepG2, la eleccidén se basa en que si bien es una linea inmortal
derivada de células tumorales, la misma exhibe muchas de las caracteristicas de un
hepatocito normal (Kelly & Darlington 1989). De esta manera, y considerando que las
células hepaticas estdn especializadas en la detoxificacidn, los resultados obtenidos con
la misma proporcionan un buen modelo para el estudio de la toxicidad de compuestos
exégenos. Por otro lado, teniendo en cuenta la potencial aplicacidon de los compuestos
como excipientes en formulaciones de aplicacién topica, se eligid la linea celular
1BR.3.G, la cual constituye un modelo in vitro adecuado para el estudio de la piel y la

irritacion transcutdnea (Sanchez et al. 2004; Chimutengwende-Gordon et al. 2014).

Durante los ensayos, las lineas celulares mencionadas fueron expuestas a los
tensioactivos durante 24 y 72 h, evaluandose a continuacion la viabilidad celular

mediante la determinacion de la capacidad de metabolizar una sal de tetrazolio a
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formazan soluble, un derivado coloreado (ensayo del XTT). Los tres tensioactivos
estudiados revelaron efectos citotoxicos sobre ambas lineas celulares, evidenciados por
la disminucién en la reduccion de la sal de XTT respecto del control en ausencia de los
compuestos. En todos los casos se obtuvieron las curvas dosis-respuesta caracteristicas

(Figura 4.3.1.), permitiendo la determinacién de la concentracidn inhibitoria media o ICsg

(Tabla 4.3.1).
a) b) 125

1001 v
= -+ Cetrimide o 75 \ -+ Cetrimide
g = Bz-Arg-NHC ;, K] \ ~m = Bz-Arg-NHC ;5
% -#- Bz-Arg-NHC 15 E 50 { -a- Bz-Arg-NHC 49
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> > b
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Figura 4.3.1. Viabilidad celular de (a, c¢) 1BR.3.G y (b, d) HepG2 después de (a, b) 24 h y

(c, d) 72 h de incubacion en presencia de soluciones de distinta concentracion de los

tensioactivos.

El menor valor de ICsg (mayor actividad citotdxica) para ambas lineas celulares y
ambos tiempos de incubacién probados fue el registrado para Cetrimide, mientras que
Bz-Arg-NHC;o mostro el menor efecto citotdxico. En este contexto, la ICsq calculada para

Cetrimide fue entre 3 y 4 veces superior que la obtenida para Bz-Arg-NHCy,, y de
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5 a 6 veces mayor respecto de la registrada para Bz-Arg-NHCy. A pesar de estas
diferencias, todos los compuestos probados, resultaron ser levemente mas toxicos

frente a los fibroblastos que a la linea celular de hepatocitos.

Tabla 4.3.1. Citotoxicidad de los surfactantes en células 1BR.3.G y HepG2 expresadas en

términos de las ICso” (UM)

HepG2 1BR.3.G

Surfactante (PM)
24 h 72 h 24 h 72 h

Bz-Arg-NHCyo (418,32)  76,7+5,7 104,2+7,2 52,1+6,2 62,3%5,9
Bz-Arg-NHCy (446,34) 56,455 60,8+6,4 31,9+4,4 44,9+5,1

Cetrimide (336,42) 12,4+1,5 20,1+3,1 7,2+0,5) 11,7+1,0

“Media *+ SD. Concentracidn de tensioactivo responsable de la muerte del 50% de la

poblacion celular (ICsp) después de 24 o0 72 h de exposicion al surfactante.

Los tensioactivos derivados de aminodcidos han demostrado ser, en general,
menos citotéxicos que los haluros de amonio cuaternario. En este sentido, los
surfactantes catidnicos derivados de lisina resultaron ser aproximadamente cien veces
menos toxicos que el tensioactivo catidnico comercial HTAB (bromuro de hexadecil-
trimetilamonio) sobre la linea celular 3T6a, obtenida de fibroblastos de ratén (Sanchez
et al. 2006). Por otro lado, un comportamiento similar fue observado para una familia de
surfactantes dicationicos derivados de diglicéridos de arginina (Benavides et al. 2004).
Los resultados obtenidos para Bz-Arg-NHC, sugieren que estos compuestos serian
menos irritantes para la piel que Cetrimide, convirtiéndolos en interesantes aditivos de

potencial uso en formulaciones dermatoldgicas.
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3.2. Caracterizacion del mecanismo de interaccion de los surfactantes con la
membrana de los glébulos rojos

Al agregar un tensioactivo a una suspensién acuosa de glébulos rojos (GR), las
moléculas de surfactante se particionan entre la solucién y la membrana de las células
hasta alcanzar el equilibrio. A concentraciones subliticas, la interaccidon entre los
compuestos y la membrana estaria regida por esta particién, la cual se encuentra
estrechamente relacionada con la hidrofobicidad del compuesto y la naturaleza de las
interacciones idnicas de los grupos polares de que pudieran establecerse. Luego de que
la membrana del GR se satura con las moléculas del tensioactivo, comienza a ser
evidente la lisis celular (Castillo et al. 2006). En este contexto, los surfactantes capaces
de inhibir el crecimiento microbiano o incluso destruir los microorganismos también
pueden resultar ser toxicos frente a otros tipos celulares, como los glébulos rojos. De
esta manera, la determinacion de la accion hemolitica es una forma precisa de estimar la
citotoxicidad de un determinado compuesto, permitiendo a su vez la evaluacién de otras

propiedades, como su irritabilidad ocular (Pape et al. 1987).

3.2.1. Evaluacion de la actividad hemolitica de Bz-Arg-NHC,
3.2.1.1. Determinacion de las HCs, y evaluacion de la irritabilidad ocular

Para la determinacion de la actividad hemolitica, se incubaron GRH en presencia
de soluciones de distintas concentraciones de los tensioactivos preparadas en medio
isoténico (PBS 300 mOsm/I). Tanto para Bz-Arg-NHC,, como para Cetrimide, se calcularon
los porcentajes de hemdlisis a partir de la cuantificacion de la hemoglobina liberada en
el sobrenadante en cada caso, construyéndose a continuacién las curvas de hemdlisis en

funcidn de la concentracidn del surfactante (Figura 4.3.2). Si bien todos los tensioactivos
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ensayados demostraron actividad hemolitica, se apreciaron diferencias en la forma de
las curvas dosis-respuesta obtenidas: mientras que Cetrimide y Bz-Arg-NHC,o mostraron
un perfil sigmoidal, en el caso de Bz-Arg-NHC;, se observdé un comportamiento
hiperbdlico. La forma de la curva en este ultimo caso puede ser considerada como un

indicador de la presencia de un efecto de cooperatividad en la interaccidn surfactante-

membrana.

Hem©lisis (%)

& Bz-Arg-NHC
——Bz-Arg-NHC |
A Cetrimide

3 4

Concentracién (mM)

Figura 4.3.2. Hemdlisis de GRH (cuantificada por liberacion de hemoglobina) inducida
por distintas concentraciones de los surfactantes en medio isoténico (PBS 300 mOsm/l).

Los valores se grafican como la media + SD de tres experimentos independientes.

A partir del ajuste de cada grupo de datos a la funcion de Boltzmann, se
obtuvieron los valores de HCsy para cada surfactante, es decir, la concentracion del
mismo responsable del 50% de hemdlisis. La Tabla 4.3.2 resume los resultados
obtenidos. Como puede apreciarse, para los GRH tratados con Cetrimide, la HCsg
encontrada fue menor que las calculadas para los tensioactivos derivados de arginina,

sugiriendo una mayor interaccién y, por lo tanto, una mayor toxicidad de este
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tensioactivo.

Tabla 4.3.2. Actividad hemolitica de Bz-Arg-NHC, sobre GRH en términos de su HCs,’
(uM), indice de desnaturalizacion (ID), relacion de lisis/desnaturalizacion (L/D) y

clasificacion de los tensioactivos por su potencial de irritacion ocular segun la relacion

L/D.

Surfactante CMC (uM) HCso" (uM) ID L/D Clasificacion
Bz-Arg-NHCg 230,0 2630,5+57,8 7,98 101,82 No irritante
Bz-Arg-NHC; 85,0 1412,8 +15,8 6,19 137,81 No irritante

Cetrimide 297,3 155,2+13,9 8,58 6,06 Irritante moderado

“Media * SD. Concentracidn de surfactante responsable del 50% de hemodlisis (HCsy).

Por otro lado, dentro de la serie de los surfactantes derivados de arginina, se
observé una relaciéon inversamente proporcional entre los valores de HCso y la
hidrofobicidad de la molécula, siendo menor la HCsg a mayor longitud de la cola
hidrocarbonada. En este sentido, el valor de HCsg obtenido para Bz-Arg-NHC,o fue de
aproximadamente el doble del calculado para su andlogo de 12 carbonos. Estos
resultados pueden explicarse considerando que las propiedades fisicoquimicas que rigen
la formacién de los agregados de moléculas de surfactante (micelas) son las mismas que
promueven su interaccion con las membranas. En otras palabras, las moléculas de
Bz-Arg-NHCy, en solucidon acuosa tienen mayor tendencia a agregarse (menor CMC),
pero en presencia de los GRH, el equilibrio de particion es desplazado hacia la

incorporacion de las moléculas en la membrana de los mismos.

A pesar de numerosos esfuerzos por demostrar una correlacién entre la
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actividad hemolitica y la CMC de los surfactantes, hasta la actualidad no se ha logrado
encontrar ninguna generalizacién (Dufour et al. 2005). En nuestro caso, los valores de
HCso obtenidos para Bz-Arg-NHC, fueron al menos un orden de magnitud superior que la
CMC correspondiente, con relaciones HCso/CMC de 11,42 y 16,60 para Bz-Arg-NHCyo y
Bz-Arg-NHCy, respectivamente. Estos resultados difieren significativamente de los
observados para Cetrimide (cuya relacion HCso/CMC es de 0,026), sugiriendo
mecanismos de hemdlisis diferentes. Para tensioactivos altamente hidrofébicos, con
bajos valores de CMC, para una concentracién determinada del agente tensioactivo, la
cantidad de monémeros libres en solucidn es considerablemente baja. En este caso, y
considerando que los mondmeros serian las especies responsables del efecto
hemolitico, una concentracion mucho mayor del tensioactivo seria necesaria para
alcanzar la hemdlisis, por lo que el valor de HCsg seria inversamente proporcional a la
CMC, como fue reportado para ésteres de L-fenilalanina y L-tirosina (Joondan et al.
2014; Joondan et al. 2015). Contrariamente, en el caso de Bz-Arg-NHC,, el menor valor
de CMC (es decir, la menor concentracion de mondmeros en solucién en equilibrio con

micelas) se correlacioné con la mayor actividad hemolitica (es decir, menor HCs).

Por otro lado, se ha estudiado y reportado la actividad hemolitica sobre GRH de
los surfactantes derivados de arginina pertenecientes a las series descriptas en el
Capitulo 2 (Seccién 3.5.1, pag. 115) (Piera et al. 1998; Moran et al. 2001; Infante et al.
2004). Los valores de HCsq informados en bibliografia para los mismos se resumen en la
Tabla 4.3.3. Como puede observarse, todos los compuestos revelaron actividad
hemolitica. A su vez, dentro de cada serie se observé un comportamiento similar al

observado en el caso de Bz-Arg-NHC,: los derivados con una cola hidrofébica de 10
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carbonos de largo presentaron menor poder hemolitico que sus analogos de 12

carbonos.

Tabla 4.3.3. Actividad hemolitica de surfactantes derivados de arginina pertenecientes a

las series Il y III°.

Serie Il Serie lll
Surfactante
LAM CAM ALA ACA
HCso (UM) 51,25 117,92 >2400 >2600
CMC (mM) 6,0 16,0 1,8 26,0

“Descriptos en el Capitulo 2, Seccién 3.5.1, pdg. 115.

Es posible proponer que la interaccion del surfactante con la membrana tenga
lugar en al menos dos etapas: la primera, vinculada con la adsorcion del mismo a la
membrana del GR, favorecida por interacciones electrostaticas, y la segunda relacionada
a su insercidon en la matriz hidrofébica de la membrana. La presencia de dos cargas
positivas en la porcidon polar de los compuestos de la serie Ill favoreceria la primera
etapa. Contrariamente, los surfactantes de las series | y Il presentan mayor poder

hemolitico, evidenciando la importancia de las interacciones hidrofdbicas en el proceso.

Finalmente, la cuantificacion del poder hemolitico permitié la evaluacién del
potencial de irritabilidad ocular de los tensioactivos. EIl método empleado en este caso
se basa en la comparacién de los efectos adversos de detergentes y tensioactivos en la
membrana plasmatica de GRH (hemdlisis) y el dafo observado en las proteinas liberadas
(desnaturalizacion de la hemoglobina) (Mitjans et al. 2003; Sanchez et al. 2006). Este

tipo de ensayos se ha propuesto como alternativa a la controversial prueba de Draize,
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llevada a cabo en animales, y constituyen un sistema in vitro rapido, sencillo y preciso
para la evaluacion de la potencial irritabilidad ocular de tensioactivos y/o productos que
los contengan (Pape et al. 1987). Durante el ensayo, la cuantificacién de la
desnaturalizacidon de la hemoglobina fue llevada a cabo espectrofotométricamente a
través del calculo del indice de desnaturalizacion (ID), determinado mediante la
comparacion del efecto en presencia del surfactante y el observado en el caso del lauril
sulfato de sodio (SDS), un tensioactivo anidénico empleado como control positivo.
Finalmente, para la determinacidn del indice de irritabilidad ocular se calculé la relacion
lisis/desnaturalizacion (L/D) para cada surfactante, definida por el cociente entre las
respectivas HCsq y el ID observado en cada caso. La Tabla 4.3.2 resume los ID y las L/D
obtenidas para GRH, asi como la clasificacion de los tensioactivos segun su potencial de
irritabilidad ocular. Segun los resultados obtenido, ambos compuestos derivados de
arginina pueden clasificarse como no irritantes oculares (Sanchez et al. 2006). Por el
contrario, Cetrimide mostré un efecto mas toxico, ya que de acuerdo a su relacién L/D,
este tensioactivo se clasifica como moderadamente irritante, al igual que el surfactante

derivado de arginina LAM (Martinez et al. 2006).

3.2.1.2. Cdlculo de las relaciones molares efectivas lipido-surfactante (R.)

Los valores de HCs representan la cantidad total de un determinado compuesto
responsable del 50% de hemadlisis, no sdlo la fraccion del mismo asociada a la membrana
y, por lo tanto, realmente responsable de este efecto. Teniendo esto en cuenta, se llevd
a cabo la determinacién de la relacién molar efectiva de moléculas de lipidos y
surfactante para el inicio y la completa solubilizacion de la membrana de GRH. Estos

pardmetros fueron estimados considerando el modelo de Lichtenberg, el cual describe la
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interaccion de los tensioactivos con membranas lipidicas como un proceso complejo que
comprende al menos tres etapas (Kragh-Hansen et al. 1998). Durante la primera, cuando
la concentracién del tensioactivo es menor que la necesaria para la solubilizacidén de la
membrana, las moléculas del surfactante se particionan entre el medio acuoso y la
membrana. A mayores concentraciones ocurre el proceso de micelizacidn, apreciandose
la coexistencia de membranas saturadas de moléculas de surfactante junto con micelas
mixtas (surfactante-lipido). Finalmente, cuando la concentracién de surfactante supera
la necesaria para la solubilizacion completa de la membrana, la misma se transforma en
micelas mixtas. Si bien este modelo ha sido descripto en membranas netamente
lipidicas, la formacién de agregados mixtos también ha sido evidenciada en membranas
mas complejas (compuestas por fosfolipidos, colesterol y proteinas) por accidon de
tensioactivos. La forma de estos agregados depende de la relacidon molar (Re.) de anfifilos
solubles (moléculas del surfactante) e insolubles (fosfolipidos): por debajo de un valor
critico (Rsat) los agregados presentan forma lamelar, mientras que por encima de otra
relacion critica (Rso)) las membranas se convierten en micelas mixtas de surfactante-

lipido-proteina.

Con el fin de establecer el papel de los mondmeros de los surfactantes en la
solubilizacién de la membrana de los GRH, se estudid el efecto hemolitico de
Bz-Arg-NHC,, sobre GRH para diferentes hematocritos (Ht): 0,075; 0,15; 0,30 y

0,45% (v/v) (Figura 4.3.3).

Los valores de S; (concentracién total de tensioactivo necesaria para la
saturacion y solubilizacién de la membrana, Ssit Y Sso respectivamente) fueron

calculados a partir de cada curva de dosis-respuesta y graficados en funcion de la
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concentracion total de lipidos de la membrana del GR (Figura 4.3.4). A partir de estas
graficas se establecieron las relaciones molares surfactante/lipido (Re) para la saturacion
y solubilizacién total de la membrana de los GRH (Rsat ¥ Rsol), asi como las respectivas

concentraciones de cada surfactante libre en agua (Su*™ y Su**). La Tabla 4.3.4 resume

los parametros obtenidos.
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Figura 4.3.3. Efecto hemolitico (cuantificado por disminucion de la DOsgs) de
(a) Bz-Arg-NHCyo y (b) Bz-Arg-NHC;, sobre GRH en medio isotdonico (PBS pH 7,4;
300 mOsm.I"") para 1 h de incubacién a diferentes hematocritos (Ht). Los valores se

grafican como la media + SD de tres experimentos independientes.

Como puede verse en la Figura 4.3.4, para ambos tensioactivos derivados de
arginina se encontré una correlacién directa entre los valores de S; y la concentracion de
lipidos en la suspension de GRH, observandose un aumento en los valores de Ssat Y Ssol
con el incremento de la concentracion de lipidos de membrana. En todos los casos, los
valores de Sqat Y Ssoi Obtenidos para Bz-Arg-NHC,o fueron superiores a los calculados para
Bz-Arg-NHCy,. Sin embargo, las relaciones molares surfactante/lipido calculadas para la

saturacion de la membrana de los GRH (Rs;t) con ambos tensioactivos no representan

243



una situacioén factible, ya que la conservacion de la integridad de la membrana luego de
la incorporacion de 11 o 6 moléculas de tensioactivo por molécula de lipido resulta poco
probable. En este sentido, los resultados obtenidos pueden ser explicados en base a la
baja solubilidad acuosa de los tensioactivos, ya que la agregacién de las moléculas del
surfactante a bajas concentraciones puede llevar a una sobrestimaciéon de los

parametros Rgat Y Rsol.
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Figura 4.3.4. Concentracion total de (a) Bz-Arg-NHCy, o (b) Bz-Arg-NHC, necesaria para
la saturacion de la membrana y solubilizacion total (Ss;: v Sso)) €n funcion de la
concentracion de lipidos de membrana de GRH. Las relaciones molares surfactante/lipido
(Rsat ¥ Rsol) v la concentracion de monémero libre en agua (Su™ y S.°°) fueron calculados
a partir la pendiente y la ordenada al origen, respectivamente, de las lineas rectas

obtenidas por regresion lineal para cada surfactante.

Otro parametro importante a considerar es la cantidad de surfactante libre en
agua (Sw), el cual puede ser interpretado como la CMC del compuesto en presencia de
sat

una membrana lipidica. Como puede verse en la Tabla 4.3.4, los valores de S,

calculados fueron 1,8 y 2,3 veces mas bajos que las CMC determinadas en agua pura
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(Capitulo 2, Seccidon 3.5.1, pag. 115) para Bz-Arg-NHCo y Bz-Arg-NHC;; respectivamente,

destacando la afinidad de los tensioactivos por la membrana del GRH.

Tabla 4.3.4. Relaciones molares surfactante/lipido (Rsqt ¥ Rsoi), CMC y las concentraciones

de surfactante libre en agua (S,,) para la lisis de GRH inducida por Bz-Arg-NHC,.

Surfactante Ryt Rsol CMC (uM) Su> (uM) S (um)
Bz-Arg-NHCyp 11,26 13,18 230,0 125,12 475,25
Bz-Arg-NHC;; 5,81 11,63 85,0 36,23 235,67

3.2.1.3. Anadlisis de las cinéticas de hemdlisis

Por otro lado, y de manera de obtener mas informacién sobre el mecanismo
implicado en el proceso hemolitico inducido por Bz-Arg-NHC,, se estudiaron las cinéticas
de hemdlisis de GRH a 6 concentraciones diferentes de surfactante, tanto por debajo
como por encima de sus respectivas CMC. La Figura 4.3.5 muestra la variacion de la
densidad dptica a 595 nm (DOsgs) en funcion del tiempo, para un periodo total de
incubacién de 1 h, a dos concentraciones diferentes de lipidos (13 y 26 uM,
correspondientes a Ht de 0,15 y 0,30% respectivamente) en presencia de Bz-Arg-NHCyg

(Figuras 4.3.5ay 4.3.5b) y Bz-Arg-NHC,, (Figuras 4.3.5c y 4.3.5d).

En el caso de las suspensiones GRH incubadas con Bz-Arg-NHCyo, la
solubilizacién de los GRH (evidenciada por una disminucién en la DOsgs) fue observada
para todas las concentraciones de surfactante por encima de la CMC (230 uM). Resulté
interesante el hecho de que para un Ht de 0,15% (v/v) no hubo cambios significativos en

la DOsgs para las concentraciones de surfactante por debajo de la CMC (Figura 4.3.5a).
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Figura 4.3.5. Cinéticas de hemdlisis inducidas por (a, b) Bz-Arg-NHCi;p y (c, d)
Bz-Arg-NHC;, en medio isoténico para Ht de (a, ¢) 0,15% y (b, d) 0,30% (v/v). Las

concentraciones de cada surfactante empleadas se indican en cada grdfico.

Al aumentar el hematocrito, para tiempos de incubacién mayores a los 30 min
se observd un pequefio incremento en la DOsgs para las menores concentraciones de
surfactante (Figura 4.3.5b). Este comportamiento podria ser debido a una agregacién de
los GRH mediada por los surfactantes, favorecida por la neutralizacion de la carga
negativa de la superficie celular, la cual es mas evidente si se aumente el Ht (Figuras
4.3.6b y 4.3.6d). Por otro lado, para los GRH tratados con Bz-Arg-NHC,,, se observd un
comportamiento similar: la solubilizacién de la membrana fue evidenciada para las

concentraciones ensayadas por encima de su CMC (Figuras 4.3.5c y 4.3.5d). Sin
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embargo, cuando la concentracién de GRH fue duplicada, la disminucién de la DOsg5 fue

menos pronunciada (Figura 4.3.5d). Este hecho fue mas evidente cuando se analizd la

cinética de hemdlisis para el mayor Ht probado (0,45%) (Figura 4.3.6d). En este caso, la

forma de las graficas se podria explicar como la combinacién de dos fendmenos: la

agregacion de los GRH (visualizada como un aumento en la DOsgs) que compite y evita la

solubilizacidon de la membrana (evidenciada por una disminucion de la DOsgs).
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Figura 4.3.6. Cinéticas de hemdlisis inducidas por (a, b) Bz-Arg-NHCi;y y (c, d)

Bz-Arg-NHC;, en medio isotdnico para Ht de (a, c) 0,075% y (b, d) 0,45% (v/v). Las

concentraciones de cada surfactante empleadas se indican en cada grdfico.
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3.2.1.4. Solubilizacion de fosfolipidos de membrana de globulos rojos tratados con
Bz-Arg-NHC,

Con el fin de relacionar la disminucién en la DOsgs con la solubilizacion de los
componentes de membrana de los GRH inducida por Bz-Arg-NHC,, se cuantificaron los
fosfolipidos solubles (PLs) en el sobrenadante de GRH incubados en presencia los
tensioactivos. La Figura 4.3.7 muestra los resultados obtenidos para la solubilizacién de
las membranas de GRH inducida por Bz-Arg-NHC,, a concentraciones tanto por debajo
como por encima de sus respectivas CMC, junto con los porcentajes de hemdlisis

observados en cada caso.
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Figura 4.3.7. Hemdlisis (cuantificada por liberacion de hemoglobina) y solubilizacion de
la membrana (cuantificada a través de la determinacion de PLs) de GRH inducida por
distintas concentraciones de (a) Bz-Arg-NHCo y (b) Bz-Arg-NHC>. Los valores se grafican

como la media * SD de tres experimentos independientes.

Hasta el momento se han descripto dos mecanismos posibles para la hemdlisis

inducida por tensioactivos: de forma osmdtica y/o por solubilizacién de la membrana
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plasmatica con formacion de micelas mixtas (Shalel et al. 2002; Manaargadoo-Catin et
al. 2016). Sin embargo, la dependencia del mecanismo observado en funcién de la
concentracion del tensioactivo dificulta la definicidn precisa del limite entre ambos. En
primer lugar, el mecanismo a través de la lisis osmotica ocurre de una manera similar a
la hemodlisis hipotdnica, en la cual los mondmeros del surfactante incorporados a la
membrana provocan asociaciones y/o cambios conformacionales en las proteinas,
generando poros con la consiguiente lisis celular (Manaargadoo-Catin et al. 2016). Este
modelo es aplicado principalmente a anfifilos incapaces de traslocar a la monocapa
interna, como en el caso de los surfactantes con grupos hidrofilicos voluminosos (como
Bz-Arg-NHC,). En este caso, la incorporaciéon de moléculas de surfactante en la
monocapa externa, provocan no sélo cambios en las proteinas, sino un aumento en el
area relativa de la misma, generando una inestabilidad que bloquea la incorporacién de
moléculas adicionales y es aliviada a través de la liberacién de vesiculas mixtas (Stuart &
Boekema 2007). Por otro lado, contrariamente a la lisis osmética (causada por los
mondmeros del tensioactivo), la presencia de micelas de surfactante en el medio puede
llevar a la solubilizacion de la membrana a través de la extraccidon de los componentes
de la misma. Este mecanismo se caracteriza por la constitucidon de un sistema dinamico,
con un intercambio continuo entre las micelas y la membrana de los GR. Como resultado
de estas interacciones los componentes de la membrana son extraidos de la misma para
formar micelas mixtas de lipidos/surfactante, proteinas/surfactante y/o

lipido/proteina/surfactante (Kragh-Hansen et al. 1998; Manaargadoo-Catin et al. 2016)

La presencia de PLs en los sobrenadantes de los GRH incubados con los

tensioactivos a concentraciones tanto por debajo como por encima de sus respectivas
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CMC, incluso en aquellas condiciones en las que la hemdlisis es despreciable, sugiere
gue el mecanismo hemolitico involucra la solubilizacién de los componentes de
membrana. Dado que el efecto hemolitico de ambos tensioactivos se observd por
encima de las correspondientes CMC, podria asumirse que el mecanismo involucrado
seria la extraccidn de los componentes de membrana por las micelas de los tensioactivos
presentes en el medio. Teniendo esto en cuenta, se estudiaron los cambios morfolégicos

en GRH inducidos por exposicidn a los tensioactivos derivados de arginina.

3.2.1.5. Estudio del efecto de los surfactantes sobre la morfologia de los globulos rojos

Las reorganizaciones en la membrana de los GR pueden derivar en importantes
cambios morfoldgicos. Multiples estudios han descripto las transformaciones de los
glébulos rojos normales o discocitos (con forma de disco bicdncavo, Figura 4.3.8a) por
variacién de la concentracién de electrolitos en el medio (cambios en la osmolaridad),
aumento del pH, exposicién a anfifilos y otras sustancias e incluso por cambios de
temperatura (Tachev et al. 2004). Entre estos cambios de forma, las transiciones mas
comunes son las de discocito a estomatocito (con forma cdncava, con una depresion
central elongada y apariencia de copa o estoma, Figura 4.3.8b), o de discocito a
equinocito (en la que se destacan la presencia de multiples protrusiones redondeadas
distribuidas de manera uniforme, Figuras 4.3.8c y 4.3.8d). Asimismo, en el estadio previo
a la lisis, debido a la disminucidon del volumen celular por pérdida de porciones de
membrana puede ocurrir una transformacion a la forma esférica o esferocito (Bessis

1973).

El hecho de que la membrana aislada de los GR exhiba las mismas formas y

cambios en la misma que el glébulo rojo intacto ha llevado a la conclusién de que,
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ambas caracteristicas se encuentran determinadas exclusivamente por alteraciones en
la membrana plasmatica (Elgsaeter & Mikkelsen 1991). De esta manera, las variaciones
en la morfologia de los GR pueden ser interpretadas en términos de modificaciones de la
relacidn entre las dreas de las monocapas interna y externa de la membrana (Vives et al.

1999; Svetina et al. 2004).

Figura 4.3.8. Morfologia de los GRH: (a) discocito (GR normal), (b) estomatocito I,

(c) equinocito Il (plano), (d) equinocito Il (esférico) (Bessis 1973).

Se ha sugerido que al principio de la hemdlisis inducida por algunos
tensioactivos existe un periodo de retraso o tiempo lag en el que las moléculas del
surfactante saturan la monocapa externa de la membrana de los GR y traslocan hacia la
monocapa interna (flipping). En este contexto, la velocidad de hemdlisis depende
directamente de la velocidad con la que las moléculas de surfactante trasloquen hacia la
monocapa interna: de esta manera la solubilizacion de la membrana sera un proceso

lento para tensioactivos con traslocacién lenta.

De manera de esclarecer el mecanismo implicado en la solubilizaciéon de la
membrana de glébulos rojos mediada por Bz-Arg-NHC,, se analizaron los cambios en la

morfologia normal de los GR luego de la exposicidén a distintas concentraciones de los
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surfactantes utilizando un microscopio dptico con contraste de fases. La adquisicion de
imagenes digitales reveld secuencias morfoldgicas distintivas dependiendo no sélo de la
longitud de la cadena hidrocarbonada del surfactante, sino también de la concentracién
del mismo. La figura 4.3.9 muestra los cambios de forma de GRH incubados en presencia
de diferentes concentraciones de Bz-Arg-NHCy, (Figuras 4.3.9b y 4.3.9¢) o Bz-Arg-NHC,
(Figuras 4.3.9d y 4.3.9e). Asimismo, se obtuvieron imdagenes de GRH control (no
tratados) durante el mismo periodo de incubacién, revelando la ausencia de cambios
morfoldgicos en ausencia de los tensioactivos (Figura 4.3.9a). Para los GRH tratados con
Bz-Arg-NHCy, la secuencia morfolégica observada fue discocito-equinocito-esferocito,
independientemente de la concentracién probada (300 o 1200 uM). En el caso de los
GRH incubados con Bz-Arg-NHC,, para la menor concentracién de surfactante utilizada
(280 uM), la secuencia registrada fue discocito-equinocito-esferoequinocito, mientras
gue para la maxima concentracién probada (1100 uM) se observé un cambio en la
secuencia, siendo la misma discocito-estomatocito-esferocito. Durante las
observaciones, la completa lisis de los GRH se evidencid visualmente sélo en el caso de

los GRH tratados con Bz-Arg-NHC;; 1100 uM luego de 7 min de incubacion.

Para explicar las alteraciones en la forma normal de los GRH inducidas por
exposicion a Bz-Arg-NHC,, se revisé la hipdtesis del acoplamiento de la bicapa (Sheetz &
Singer 1974; Sheetz et al. 1976). Este modelo establece que ambas monocapas que
constituyen una bicapa cerrada (compuesta por proteinas y lipidos polares
asimétricamente distribuidos) actuan en forma conjunta (acoplada). En este contexto,
aungue ambas monocapas permanezcan acopladas la una a la otra, pueden surgir
alteraciones en la forma normal de los GR en respuesta a diferentes perturbaciones y

como consecuencia directa de diferencias en el area relativa de cada una de ellas.
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Figura 4.3.9. Imdgenes de microscopia optica con contraste de fases de GRH tomadas
inmediatamente (ty) y 1, 3, 6 0 10 min (indicado sobre la figura) después de la adicion de
(b) Bz-Arg-NHCy9 300 uM; (c) Bz-Arg-NHC;o 1200 uM; (d) Bz-Arg-NHCi; 280 uM o
(e) Bz-Arg-NHC;; 1100 uM, todos en medio isotdnico (Aumento: 400X; barras: 10 um).
Asimismo se incluyen las imdgenes correspondientes a los GRH control (a) incubados con
PBS (pH 7,4, 300 mOsm/I) en ausencia de los tensioactivos. Los recuadros muestran las

imdgenes digitalmente ampliadas (2,5X) de las células sefialadas con flechas.

De esta forma, cualquier perturbacién que aumente el drea de la monocapa

externa (como la inserciéon de moléculas de surfactante de traslocacidn lenta) favorece
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la formacién de estructuras que protruyen de la superficie de la membrana, estimulando
asi la transicion discocito-equinocito. Por el contrario, la adicion de moléculas anfifilicas
gue se incorporan en la monocapa interna produce una expansion de su area relativa
con respecto a la externa, provocando la formacién de concavidades en la superficie de
la membrana (estomatocitos). Por otro lado, las alteraciones en la forma en los GR
inducidas por exposicion a tensioactivos pueden no sdélo ser el resultado de una
incorporacion asimétrica de moléculas anfifilicas en la bicapa, sino también una
consecuencia de la extraccion de lipidos y otros componentes de la misma (Vives et al.

1999).

En el caso de Bz-Arg-NHC,o (menos hidrofébico) luego de la incorporacion de los
mondmeros en la membrana de los GRH, las moléculas de surfactante se localizan en la
monocapa externa, induciendo cambios en la forma tipica de los GR de discocito a
equinocito. A continuacion, la solubilizaciéon de los componentes de la membrana y/o
liberacion de microvesiculas contribuirian a la transformacién final de las células en
esferocitos (Figuras 4.3.9b y 4.3.9¢). Un comportamiento similar se observo en el caso de
Bz-Arg-NHCy, para la menor concentracidon probada (Figura 4.3.9d). Sin embargo, al
aumentar la concentracion de este Ultimo tensioactivo, la principal morfologia
observada fueron estomatocitos (Figura 4.3.9e). Este hecho puede explicarse sobre la
base de un incremento en el nUmero de agregados del tensioactivo, lo que se traduce en
un aumento en la extraccion de lipidos en relacidon a la observada en el caso de los
agregados de Bz-Arg-NHCy,. De esta forma, si bien las moléculas de tensioactivo serian
incapaces de traslocar a la membrana interna, la rapida solubilizacién de los lipidos y
otros componentes de membrana conducirian a una disminucidn substancial del area de

la monocapa externa, cambiando la forma del GR de discocito a estomatocito.
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La Figura 4.3.10 muestra un esquema de ambos fendmenos observados. De esta

manera, si bien en la literatura se encuentra generalmente aceptada la clasificacion de

anfifilos como equinocitogénicos (crenadores) o estomatocitogénicos basada

Unicamente en la carga neta de la parte polar de las moléculas individuales (negativa o

positiva, respectivamente), los resultados obtenidos demuestran que

generalizacion podria llevar a conclusiones erréneas
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Figura 4.3.10. Esquema simplificado de los principales mecanismos aceptados para la
hemdlisis inducida por Bz-Arg-NHC,. (a) La liberacion de exovesiculas tiene lugar por la
desestabilizacion de la membrana debido a la insercion de mondmeros del surfactante
(representados como conos) en la bicapa lipidica. (b) Ataque micelar: los lipidos son

extraidos de la membrana por colision entre los GR y los agregados de surfactante
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3.2.1.6. Liberacion de microvesiculas en globulos rojos tratados con Bz-Arg-NHC,

Con la finalidad de correlacionar la crenacién de los GRH expuestos a
Bz-Arg-NHC, con la formacidn de exovesiculas, se estudid la presencia de las mismas en
el sobrenadante de GRH expuestos a los tensioactivos a través de su observacién al
microscopio electrénico de transmisién (MET). Para ello, las microvesiculas fueron
aisladas por ultracentrifugacidén a partir de los sobrenadantes de GRH tratados con
Bz-Arg-NHCy y Bz-Arg-NHC,,, separando previamente células intactas y fantasmas por
centrifugaciones a baja velocidad. Una vez aisladas, las microvesiculas fueron
inmediatamente fijadas con glutaraldehido, de manera de conservar su estructura hasta
el momento de la observacién. Para las observaciones al MET se utilizé la técnica de
tincion negativa, empleando acido fosfotungstico (PTA) al 1% (p/v) como contrastante.
La tincidn negativa en microscopia electrdnica se basa en la deposicion del metal pesado
(tungsteno en este caso) tanto en las depresiones, intersticios y orificios de las particulas
a observar como en su entorno cercano, observandose zonas mas electrodensas en
estos casos y zonas mas claras (menos electrodensas) en las regiones con
protuberancias (Figura 4.2.1, pag. 202). De esta manera, mediante este procedimiento
las particulas no son tefiidas en si, sino que son rodeadas por el contrastante,
permitiendo la observacién del contorno de las mismas e incluso de irregularidades en
su superficie. La Figura 4.3.11 muestra las micrografias electrénicas tomadas, revelando
la presencia de microvesiculas con un tamafo promedio de 200 nm en el sobrenadante

de los GRH tratados como ambos tensioactivos.
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Figura 4.3.11. Micrografias electronicas de las microvesiculas liberadas y aisladas por
ultracentrifugacion luego de la exposicion de GRH a (a) Bz-Arg-NHC;o 300 uM y
(b) Bz-Arg-NHC;; 280 uM en medio isotdénico (Barras: 200 nm). No se observd la
liberacion de microvesiculas en el caso de los GRC tratados con los tensioactivos. Las
muestras fueron fijadas con glutaraldehido y observadas bajo tincion negativa con dcido

fosfotungstico 1% (p/v).

3.2.2. Efecto de Bz-Arg-NHC;, sobre la resistencia de globulos rojos a la lisis
hipotonica

Muchos surfactantes son capaces de interactuar con las membranas bioldgicas
en una forma bifasica, induciendo la lisis a altas concentraciones y favoreciendo la
proteccion contra la lisis hipotdnica a concentraciones mas bajas (Sanchez et al. 2007).
En este contexto, la eficiencia de los surfactantes en la proteccion de los GR contra la
lisis osmética puede ser utilizada como indicador de las interacciones de los mismos con
la membrana plasmatica. Considerando esto, y dado que el tensioactivo derivado de
arginina con una cola hidrocarbonada de 12 carbonos de longitud (Bz-Arg-NHCj;)
demostré una mayor eficiencia hemolitica, el mismo fue elegido para profundizar el
estudio del mecanismo de interaccidén de esta serie de tensioactivos con la membrana
de los GR. En este caso se analizé el efecto de Bz-Arg-NHCy; en la lisis osmética de GRH,

utilizando como medio PBS hipotdnico, diluido de manera tal que el mismo produjera el
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80-90% de hemdlisis de los GRH no tratados, en las condiciones descriptas en la Seccién
2.4.9.1 del presente Capitulo (pag. 227). La Figura 4.3.12 muestra el porcentaje de
hemodlisis en funcién de la concentracién de Bz-Arg-NHCj,. La linea punteada horizontal
color rojo sefala el porcentaje de hemdlisis alcanzado en ausencia del tensioactivo
(84,38%), mientras que la linea punteada vertical color azul marca la CMC del

compuesto.
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Figura 4.3.12. Dependencia del grado de hemdlisis hipotdnica (cuantificada por
liberacion de hemoglobina) en funcién de la concentracion de Bz-Arg-NHC1, para GRH. La
linea horizontal punteada de color rojo corresponde al porcentaje de hemdlisis en medio
hipotdnico de los GRH no tratados. La linea vertical punteada color azul sefiala la CMC de
Bz-Arg-NHCy; (85 uM). La cAHnex se sefiala con el asterisco (*) | os valores se expresan

como la media * SD de tres experimentos independientes.

Como puede verse, la disminucion del grado de hemdlisis en presencia del
tensioactivo reveld la capacidad del mismo para proteger a los GRH de la lisis hipotdnica
en un amplio rango de concentraciones. En cada caso, se evaluaron las diferencias
significativas entre las medias de los distintos grupos de datos mediante el test one-way

ANOVA (analysis of variance), seguido del test de Tukey para comparaciones multiples
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(P-value < 0,05). A partir de los resultados se establecié la concentracion antihemolitica
madxima (cAHmax), es decir, la mayor concentracion del surfactante responsable de la
maxima proteccidon contra la hemdlisis hipotdonica (menor porcentaje de hemodlisis),.
Asimismo, para esta concentracién se calculd la potencia antihemolitica mdxima (pAH),
definida como el porcentaje de reduccidon del grado de hemdlisis respecto del valor
obtenido de las muestras sin tratar. El valor de cAH,. registrado para Bz-Arg-NHC;; en
presencia de los GRH (672,1 uM) se corresponde con un 48% de la respectiva HCsq
(Seccion 3.2.1.1 del presente Capitulo, Tabla 4.3.2, pag. 238). Como puede apreciarse en
el grafico, si bien se observd proteccién para concentraciones menores que la CMC del
compuesto (85 uM), este efecto fue mayor por encima de la misma, encontrandose una
CAH.x de aproximadamente 8 veces el valor de CMC con una pAH del 67,32%. De esta
manera se comprobd el comportamiento bifasico del tensioactivo estudiado, mostrando

un amplio rango de concentraciones protectoras.

3.2.3. Efecto de la composicion de membrana de los globulos rojos en la interaccion
con Bz-Arg-NHC;;,

De manera de profundizar en el mecanismo de interaccion de Bz-ArgNHC;, con
las membranas bioldgicas y la posible relacién entre los efectos del surfactante y las
propiedades biofisicas de la membrana, se estudid la susceptibilidad de los GR de
distintas especies de mamiferos frente a este tensioactivo. Los resultados analizados
previamente para GRH fueron comparados con los obtenidos para glébulos rojos de
carnero (GRC), los cuales presentan diferencias importantes en la composicién molar de
lipidos y proteinas de membrana, como se detallé en la Seccién 1.3.1 del presente

Capitulo (Tabla 4.1.1, pag. 215). Si bien el contenido total promedio de colesterol de las
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membranas de los GR de ambas especies es similar, las principales diferencias se
encuentran en las cantidades relativas de fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM):
mientras que los GRH muestran mayores cantidades de PC y muy poca SM, el analisis de
composicidn de la membrana de los GRC reveld una mayor proporcién de SM y ausencia
de PC. Por otro lado, en cuanto al contenido de fosfatidiletanolamina (PE), se observa
una mayor cantidad de la misma en la membrana de los GRH (22,8%) respecto de la
observada en los GRC (cuyo contenido de PE es de tan sélo el 14%) (Koumanov et al.

2005; Maté et al. 2014).

3.2.3.1. Influencia de la composicion de la membrana sobre la eficiencia de hemdlisis
de Bz-Arg-NHC;,

Se evalud la actividad hemolitica (cuantificada a partir de la liberacién de
hemoglobina) en funcion de la concentracion de Bz-Arg-NHC;, para GRC
comparandosela con la obtenida para los GRH (Figura 4.3.13). En ambos casos, el
tensioactivo reveld actividad hemolitica, aprecidndose diferencias en la forma de las
curvas dosis-respuesta obtenidas en cada caso: a diferencia del comportamiento
hiperbdlico observado en el caso de los GRH, Bz-Arg-NHC;, mostré un comportamiento
sigmoidal frente a los GRC. Este cambio puede ser considerado un indicador de la
presencia de un efecto de cooperatividad en la interaccion surfactante-membrana,
poniendo en evidencia que el mecanismo hemolitico depende no solo de la naturaleza
del surfactante en cuestién, sino también de la composicidn, y por lo tanto de las

propiedades biofisicas, de la membrana.

A pesar de las diferencias en la composicién de la membrana, Bz-Arg-NHC;,

demostrd una potencia hemolitica similar en ambos casos, con valores de HCsg
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levemente mayores frente a GRC (1412,8 + 15,8 uM en el caso de GRH vy
1585,3 + 26,9 uM para GRC). Estos resultados revelan que las diferencias en la
composicién lipidica de la membrana plasmatica de los GR estudiados no afectarian la
actividad hemolitica en si, aunque revelan distintos mecanismos involucrados en cada

caso, evidenciados por el cambio en la forma de la curva dosis-respuesta.
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Figura 4.3.13. Hemdlisis de GRH y GRC (cuantificada por liberacion de hemoglobina)
inducida por distintas concentraciones de Bz-Arg-NHC;, en medio isotdénico (PBS 300
mOsm/l). Los valores se grafican como la media * SD de tres experimentos

independientes.

3.2.3.2. Andlisis del efecto de la composicion de membrana sobre la eficiencia de la
proteccion contra la lisis hipoténica de Bz-Arg-NHC;,

Teniendo en cuenta el comportamiento bifasico observado en el caso de los
GRH, se estudid el efecto de Bz-Arg-NHC;, en la proteccion contra la lisis osmdtica de
GRC. La Figura 4.3.14 muestra el porcentaje de hemdlisis para GRC en funcién de la
concentracion de Bz-Arg-NHCy; (en escala logaritmica para una mejor apreciacion de las

diferencias a bajas concentraciones del tensioactivo) y compara esta curva con la
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obtenida para los GRH. Nuevamente, las lineas horizontales (continua y de color rojo en
el caso de los GRC, punteada y de color negro para GRH) sefialan el porcentaje de
hemdlisis alcanzado en ausencia del surfactante (86,04 y 84,38% para GRC y GRH

respectivamente), mientras que la linea vertical punteada de color azul marca la CMC

del compuesto.
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Figura 4.3.14. Dependencia del grado de hemdlisis hipotdnica (cuantificada por la
liberacion de hemoglobina) en funcion de la concentracion de Bz-Arg-NHC;, (escala
logaritmica) para GRH y GRC. Las lineas horizontales (continua y de color rojo en el caso
de los GRC, punteada y de color negro para GRH) corresponden al porcentaje de
hemodlisis en medio hipotdnico de los GR no tratados. La linea vertical punteada de color
azul sefiala la CMC de Bz-Arg-NHC1, (85 uM). Los valores se expresan como la media + SD

de tres experimentos independientes.

De la misma manera que para los GRH, la disminucion del grado de hemdlisis en
presencia del tensioactivo revelé la capacidad del mismo para proteger a los GRC contra
la lisis osmdtica, con un valor de cAHmax de 336,1 uM. Segun los resultados, el grado de
proteccidn contra la lisis hipotdnica en este caso fue aproximadamente un 50% menor

que el observado para los GRH (672,1 uM), mostrando un rapido aumento en la
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hemdlisis para concentraciones del tensioactivo por encima de su cAH.x. En este caso,
el valor de cAHax registrado para Bz-Arg-NHC;, se correspondido con un 20% de la
respectiva HCsg, siendo a su vez mayor que el valor de CMC del compuesto
(aproximadamente 4 veces). Asimismo, la pAH frente a GRC (37,54%) también se vio
disminuida, con un valor de aproximadamente el 45% del observado para los GRH

(67,32%).

3.2.3.3. Comparacion de la expansion del volumen celular de GRH y GRC en medio
hipoténico inducida por Bz-Arg-NHC;,

Por otro lado, se estudid la expansion del volumen celular de los GR en medio
hipotdnico inducida por Bz-Arg-NHCy,. Para ello se construyeron, tanto para GRH como
GRC, las curvas de hemdlisis en funcidon de la osmolaridad del medio en ausencia y
presencia del tensioactivo a una concentracién igual a la cAHma. Los resultados se

muestran en la Figura 4.3.15.

Para ambos GR, la presencia del tensioactivo provoca un desplazamiento de la
curva de lisis hacia la izquierda, revelando un aumento en la resistencia osmética de los
GR. A partir del ajuste de cada grupo de datos a la funcién sigmoidal de Boltzmann, se
obtuvieron los valores de Cso para cada condicién, es decir, la osmolaridad del medio
responsable del 50% de hemdlisis. En el caso de los GRH, los valores de Cso fueron
aproximadamente un 10% menores que los correspondientes a los GRC (Tabla 4.3.4), lo
que indicaria que los primeros serian capaces de soportar una mayor hipotonicidad del

medio.
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Figura 4.3.15. Lisis osmdtica (cuantificada por liberacion de hemoglobina) de (a) GRC y
(b) GRH en ausencia (control) y presencia de Bz-Arg-NHC;, a una concentracion igual a la
CAH o« correspondiente en cada caso (336 y 672 uM para GRC y GRH respectivamente).

Los valores se expresan como las medias + SD de tres experimentos independientes.

Por otro lado, los valores de Csq obtenidos permitieron el cdlculo tedrico de la
expansion del volumen celular (Tabla 4.3.5) segun la relacion propuesta por Ponder
(1948), descripta en la Seccién 2.4.9.2 del presente Capitulo (pdg. 229, Ecuacién 5). Si
bien en el caso de los GRH la expansidn del volumen inducida por Bz-Arg-NHC;, fue de

tan sélo el 3,8%, para los GRC se encontrd un aumento del volumen celular del 15,2%.

Tabla 4.3.5. Actividad hemolitica (HCsp), proteccion contra la lisis hipotonica (CAHmay,

pAH) y cdlculo tedrico del volumen de expansion para GRH y GRC tratados con

Bz-Arg-NHC;,

Especie HCso (uM) CAHpmax (UM)  PAH (%) Cso” (mOsm/l) Vol Exp (%)
Humano 1412,8 £ 15,8 672,1 67,32 128,2 +0,8 3,8%+0,6
Carnero 1585,3 £ 26,9 336,1 37,54 142,0+£1,0 15,2+0,7

“Osmolaridad del medio responsable del 50% de hemdlisis (Cso) en presencia de una

concentracion del tensioactivo igual a la cAH .
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Trabajos anteriores en relacién con el mecanismo de proteccién antihemolitica
se basan principalmente en la idea de que las moléculas del tensioactivo se intercalan en
la membrana celular aumentando la proporcién drea de membrana/volumen celular y/o
la capacidad de estiramiento de la bicapa, lo que permitiria que la célula alcance un
mayor volumen hemolitico critico, aumentando la resistencia de la presiéon osmética en
el medio hipoténico (Isomaa et al. 1986; Sdnchez et al. 2007). En este caso, los
resultados sugieren que no existe una relacidon entre la potencia antihemolitica y los
cambios en el volumen de los GR, de manera que el aumento del volumen hemolitico
critico no seria el mecanismo general que explicaria el efecto protector contra la lisis
osmética inducido por Bz-Arg-NHCy,. Sin embargo, a concentraciones subliticas, es
posible que los agregados de surfactante presentes en el medio extraigan lipidos y otros
componentes de la membrana a través de colisiones con la misma o que se genere un
desprendimiento de microvesiculas mixtas por desestabilizacion de la bicapa debido a la
insercién de mondmeros en la monocapa externa, como se describe detalladamente en
la Seccién 3.2.1.4 del presente Capitulo (pag. 248). En el caso de los GRH, la prevalencia
de estos fendmenos podria contrarrestar el aumento del volumen celular, explicando la
pobre expansion de las células observada en este caso. Por el contrario, la composicién
lipidica de la membrana de los GRC, enriquecida en colesterol y esfingomielina (SM)
24:1, obstaculizaria la extraccién de lipidos y la liberacion de microvesiculas (Allan &
Michell 1977), pudiendo apreciarse en este caso el aumento del volumen celular como
consecuencia de la incorporacion de las moléculas del surfactante en la bicapa. Estos
resultados evidencian que, a diferencia del caso de los GRH, para los GRC el principal
mecanismo de Bz-Arg-NHC;, para la proteccién contra la lisis hipotdnica seria el

aumento del volumen hemolitico critico. De esta manera, los resultados sugieren que,
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como en el caso de la hemdlisis, el mecanismo por el cual ocurre la proteccion contra la

lisis hipotonica depende crucialmente de la composicion de la membrana.

3.2.3.4. Andlisis de la solubilizacion del fosfolipidos de membrana de GRH y GRC
inducida por Bz-Arg-NHC;,

Con el fin de relacionar la ausencia de la expansién de volumen y la potencia
antihemolitica de Bz-Arg-NHC;, observadas en GRH con un mecanismo alternativo que
involucre la extraccién de lipidos por liberacion de microvesiculas o por colisiones
micelares, se cuantificaron los fosfolipidos solubles (PLs) en el sobrenadante de GRH
incubados en presencia de este tensioactivo. La Figura 4.3.16 muestra los resultados
obtenidos para la solubilizaciéon de las membranas de GRH y GRC inducida por
Bz-Arg-NHCy, a concentraciones tanto por debajo como por encima de su CMC, junto

con los porcentajes de hemdlisis observados en cada caso.
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Figura 4.3.16. Hemdlisis y solubilizacion de la membrana (cuantificada a través de la
determinacion de PLg) en el sobrenadante de (a) GRH y (b) GRC inducida por distintas
concentraciones de Bz-Arg-NHC,. Los valores se grafican como la media + SD de tres

experimentos independientes.
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La presencia de PLs en el sobrenadante de los GRH tratados con el surfactante
podria dar lugar a la explicacion de la proteccion contra la hemdlisis hipotdnica
observada en presencia del tensioactivo a pesar de la ausencia de expansion del
volumen de las células. En este sentido, los GRH tratados con Bz-Arg-Arg-NHC;,
responderian al estrés hipotdénico con la solubilizacién de los componentes de la
membrana, ya sea por liberacién de microvesiculas o por extraccién de lipidos por las
micelas de surfactante presentes en la suspensién, como se evidencio en las Secciones

3.2.1.5y 3.2.1.6 del presente capitulo.

3.2.3.5. Efecto de Bz-Arg-NHC;, sobre los valores de polarizacion generalizada (GP) del
Laurdan incorporado en la membrana de GRH y GRC

La interaccidon entre las moléculas de surfactante a concentraciones subliticas y
la membrana de los GR se rige en parte por la particion del tensioactivo entre el medio
acuoso y la bicapa lipidica. Esta particion, por su parte, se encuentra estrechamente
vinculada tanto a la hidrofobicidad del compuesto como a la composiciéon de la
membrana de los GR. Con el objetivo de profundizar en la influencia de la composicion
lipidica de la membrana en la incorporacion del surfactante en la membrana de los GR,
se realizaron medidas de polarizacién generalizada (GP) del Laurdan incorporado en la
membrana de fantasmas de GRH y GRC en ausencia y presencia de Bz-Arg-NHC;, en
medio isotdnico. El Laurdan, gracias a su sensibilidad frente a la polaridad de su entorno
inmediato, es una sonda fluorescente utilizada para la deteccion de cambios en las
propiedades de fase de membranas como se explicd en la Seccion 2.4.10 del presente
Capitulo (pag 230). Su unidn a las bicapas lipidicas se produce a nivel de la porcién de

glicerol de los fosfolipidos, donde detecta cambios en el nimero y/o movilidad de las
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moléculas de agua presentes. Considerando que el contenido de agua de la membrana
varia como resultado de cambios en el orden de los lipidos que la conforman, el Laurdan
resulta sensible a los cambios de fase y las alteraciones de la misma, permitiendo el
anadlisis de su fluidez (Harris et al. 2002). La Figura 4.3.17 muestra los valores de
polarizacién generalizada (GP) del Laurdan para fantasmas de GRH (GRHf) y de GRC
(GRCy), asi como el efecto del tratamiento de los mismos con Bz-Arg-NHCj;; a

concentraciones iguales a las respectivas cAH.x Sobre este parametro.

0.8
OGRC
B GRH
0.61 >
o
O 0.4;
0.21
0.0 r .
Control Bz-Arg-NHC,,

Figura 4.3.17. Efecto de Bz-Arg-NHC;, sobre los valores de polarizacion generalizada
(GP) del Laurdan incorporado en la membrana de globulos rojos humanos (GRH) y de
carnero (GRC). Los valores se expresan como la media + SD de tres experimentos
independientes. Los datos fueron comparados segun el andlisis de varianza (ANOVA)

seguido del test de Tukey (P-value < 0,01) para comparaciones multiples. Las diferencias

significativas encontradas se sefialan con un asterisco'*.

El valor de GP promedio obtenido para los GRH; sin tratar fue de 0,387 + 0,002,
mientras que los GRC; mostraron un GP de 0,534 + 0,005. El mayor valor de GP
encontrado para membrana de los GRC se atribuye principalmente a la alta proporcién

de esfingomielina (SM) 24:1 presente en la misma, lo que se traduce en una membrana
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con una estructura mas compacta y ordenada, lo que ocasiona una disminucion en el
contenido de agua respecto de las membranas de los GRH. Luego de la incubacion con el
surfactante a las respectivas cAHnay, Si bien se observé un aumento en el valor de GP en
el caso de los GRH, no hubo diferencias significativas en el caso de los GRC.
Interesantemente, sélo se observd expansidon del volumen celular en este ultimo caso
(Tabla 4.3.5), pudiendo ser este el mecanismo por el que se contrarresta el aumento en

el orden de la membrana debido a la incorporacién de los mondmeros del surfactante.
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4. Conclusiones

Se estudid el efecto citotoxico de Bz-Arg-NHC, frente a lineas celulares de
hepatcitos (HepG2) y fibroblastos de piel (1BR.3.G) humanas, evidenciando en ambos

casos una menor toxicidad para Bz-Arg-NHCj.

Ambos tensioactivos derivados de arginina (Bz-Arg-NHC,) resultaron ser

levemente mas téxicos frente a los fibroblastos que a la linea celular de hepatocitos.

La evaluacion del potencial de irritabilidad ocular de los tensioactivos permitid

clasificar ambos compuestos derivados de arginina como no irritantes oculares.

Dentro de la serie de los surfactantes derivados de arginina, se observé una
relaciéon inversamente proporcional entre los valores de HCsy (potencia hemolitica)
calculados para GRH y la hidrofobicidad de la molécula (correlacionada con una menor

CMC), siendo menor la HCsg a mayor longitud de la cola hidrocarbonada (menor CMC).

Los valores de HCso calculados para Bz-Arg-NHC, fueron mayores a las

respectivas CMC de los compuestos.

Las relaciones molares surfactante/lipido calculadas segin el modelo de
Lichtenberg para la saturacion de la membrana de los GRH (Rsi) con ambos
tensioactivos no representan una situacién factible, por lo que los monémeros no serian

las especies responsables del efecto hemolitico observado.

Mediante el andlisis de las cinéticas de hemodlisis se verificd la ausencia de lisis
celular a concentraciones de los tensioactivos menores que las respectivas CMC,, incluso

a tiempos de incubacidn largos (1 h).
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La cuantificacion de los fosfolipidos solubles en el sobrenadante de GRH
tratados con los tensioactivos evidencié la solubilizacion de las membranas de los GR
como parte del mecanismo hemolitico, el cual depende de la concentraciéon del

tensioactivo.

Para GRH tratados con bajas concentraciones de los tensioactivos (siempre
superiores que las respectivas CMC) la secuencia morfoldgica observada durante un
total de 7 min de incubacion fue discocito-equinocito-esferocito, siendo la liberacion de
microvesiculas (cuya presencia fue confirmada por MET) el principal mecanismo

involucrado en la solubilizacién de la membrana.

Al aumentar la concentracion de Bz-Arg-NHCy;, la secuencia morfolégica
observada fue discocito-estomatocito-esferocito. El cambio se explica sobre la base del
mecanismo micelar, ya que un incremento en el nimero de agregados del tensioactivo
se traduce en un aumento de la tasa de extraccion de componentes de la monocapa
externa, provocando un aumento relativo del area de la interna, favoreciendo la

aparicién de estomacitos.

Bz-Arg-NHC;, evidencié un comportamiento bifasico, siendo capaz de proteger a
los GR de la lisis en medio hipotdnico. Este tensioactivo mostré un amplio rango de
concentraciones protectoras, siendo mayor el efecto a concentraciones mayores que su

CMC.

Si bien Bz-Arg-NHC;, demostré una potencia hemolitica similar frente a GRH y
GRC, con valores de HCsy comparables, se observd una disminucion de
aproximadamente el 50% en el grado de proteccion contra la lisis hipoténica en los GRC

respecto de los GRH.

271



A través de los calculos tedricos de la expansion del volumen celular de GRH y
GRC inducida por Bz-Arg-NHC;, en medio hipotdnico se observd que soélo para los GRC

experimentan un aumento del volumen significativo.

La prevalencia de la extraccidon de los componentes de membrana a través de
colisiones con los agregados del surfactante y/o la liberacién de microvesiculas por
desestabilizacidn de la bicapa debido a la insercion de mondmeros en la monocapa
externa en el caso de los GRH explican la pobre expansion del volumen celular

observada en este caso.

El mayor valor de GP del Laurdan encontrado para membrana de los GRC se
atribuye principalmente a la alta proporcién de esfingomielina, lo que favorece una

estructura mas compacta y ordenada.

La expansion del volumen celular observada en el caso de los GRC contrarresta
el aumento del orden de la membrana debido a la incorporacién de los monémeros de

Bz-Arg-NHCjs.
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Conclusiones generales y perspectivas

La creciente conciencia ambiental ejercida sobre el sector industrial ha llevado al
desarrollo de tensioactivos biodegradables y considerablemente menos téxicos, con
prometedoras aplicaciones biomédicas, gracias a sus excelentes propiedades
interfaciales y bioldgicas. En el presente trabajo, se sintetizaron aminoacil alquilamidas
mediante estrategias biocataliticas, utilizando peptidasas de origen vegetal
inmovilizadas por adsorcion sobre poliamida como biocatalizadores. En las condiciones
ensayadas, papaina reveld una mayor eficiencia como biocatalizador, alcanzando
conversiones superiores al 90% en todos los casos. En base a factores como el
rendimiento en producto de condensacién registrado, la purificacion mediante solventes
amigables con el medio ambiente y las propiedades fisicoquimicas (solubilidad acuosa,
actividad tensioactiva, etc.) de los productos sintetizados, se seleccionaron aquellos
compuestos con caracteristicas mas promisorias para su aplicacién en la formulacién de
productos con potencial aplicacion farmacéutica y cosmética. De esta manera, las
alquilamidas derivadas de arginina (Bz-Arg-NHC,) se convirtieron en las mejores
candidatas para el estudio de sus propiedades bioldgicas. Estos tensioactivos
evidenciaron un efecto antimicrobiano de amplio espectro tanto contra bacterias como
contra hongos, revelando incluso efectos bactericida y fungicida. Segun la relacién
estructura quimica/actividad de Bz-Arg-NHC,, la menor longitud de la cadena
hidrocarbonada se correlaciond con la mayor actividad fungistatica contra especies
fitopatogenas y la menor actividad bactericida/bacteriostatica y fungistatica contra

especies dermatofitas. Asimismo, el estudio preliminar del mecanismo antifungico de
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Bz-Arg-NHC,, puso en evidencia que el mismo involucraria la formacion de poros
transitorios en la membrana citoplasmatica inducida por la insercion de mondmeros de
los tensioactivos en la membrana, permitiendo la difusién de otras moléculas del
surfactante hacia el citoplasma, en donde interactuarian con los componentes

intracelulares provocando la induccién de estrés oxidativo.

Por otro lado, los ensayos de citotoxicidad in vitro demostraron que
Bz-Arg-NHC,, manifiesta una menor toxicidad que Cetrimide (un surfactante catidnico
comercial con propiedades antisépticas, empleado en formulaciones dermatolégicas) ya
gue resultaron ser menos hemoliticos, menos irritantes para la piel y los ojos, y menos

toxicos para las células hepaticas que el mismo.

El estudio de la interaccién de Bz-Arg-NHC, con GRH reveld que los mondmeros
no serian las especies responsables del efecto hemolitico observado, siendo el
mecanismo involucrado dependiente de la concentracién del tensioactivo. Los
resultados evidenciaron que la liberacion de microvesiculas resultdé ser el principal
mecanismo involucrado en la solubilizacién de la membrana para las concentraciones
mas bajas de Bz-Arg-NHC,, mientras que para las mayores concentraciones prevalece la
extraccidén de los componentes de membrana favorecida por colisiones con las micelas
de los tensioactivos (ataque micelar). En este mismo contexto, el modelo propuesto
para la insercion de Bz-Arg-NHC, en las bicapas lipidicas destaca la interaccién de las
moléculas de surfactante con los fosfolipidos tanto a través de interacciones
electrostaticas (entre los grupos fosfatos cargados negativamente y el grupo catidnico

guanidinio, orientado hacia la fase acuosa) como a través de interacciones hidrofdbicas
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(entre el grupo benzoilo y la cadena hidrocarbonada del tensioactivo con las colas de los

fosfolipidos).

Los estudios preliminares con GRC (cuyas membranas poseen propiedades de
fase mas similares a las del estrato cdrneo, la capa mas externa de la piel, que los GRH)
permitirian la clarificacion de algunos de los mecanismos involucrados en la mejora de la
penetracidn a través de la piel, favorecida por los tensioactivos derivados de arginina. En
relacion a este tema, el estudio del efecto protector de Bz-Arg-NHCy, contra la lisis
hipotdnica evidencidé un comportamiento bifdsico para este tensioactivo, mostrando
efectividad en un amplio rango de concentraciones. En este caso, el mecanismo
involucrado depende principalmente de la composicion de la membrana lipidica. A
través de los calculos tedricos de la expansion del volumen celular de GRH y GRC sélo se
observé un aumento del volumen significativo para estos ultimos. La ausencia de
expansion del volumen en el caso de los GRH podria explicarse por la prevalencia de la
extraccion de los componentes de la membrana a través de colisiones con los agregados
de los surfactantes, y/o la liberacion de microvesiculas por desestabilizacion de la bicapa

debida a la insercién de mondémeros en la monocapa externa.

Los resultados mostraron ademas una interaccién selectiva de Bz-Arg-NHC,, con
las bacterias y hongos respecto de la observada para células de mamifero (GRH),
revelada por el calculo de las relaciones HCso/CIM (cuyos valores fueron establecidos
entre 7 y 57). De esta manera, estos surfactantes proporcionan una buena selectividad,
pudiendo actuar como antimicrobianos a concentraciones no téxicas para las células de

mamifero.
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En base a la informacidn recopilada a través de los resultados experimentales de
este trabajo se propone profundizar en el estudio de los mecanismos de interaccion de
los tensioactivos derivados de arginina con membranas bioldgicas. Estos estudios
estaran orientados al potencial uso de Bz-Arg-NHC, como aditivos en formulaciones
cosméticas y/o farmacéuticas de aplicacion tépica, donde actuarian como potenciadores
de penetracion (PP), mejorando la adsorcion y/o difusion de drogas a través de la piel.
En este sentido, se espera que mediante la mayor comprension de la interaccién de
estos tensioactivos con la membrana, la eleccion de los PP deje de ser empirica,
aumentando de esta manera el nimero de medicamentos disponibles para Ia
administracion topica y transdérmica. En el mismo contexto, y con un objetivo similar, se
propone la sintesis mediante estrategias quimioenzimaticas de surfactantes derivados
de otros aminodcidos, distintos de la arginina, asi como la caracterizacion de sus
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas. Finalmente, todos estos estudios seran
aplicados al desarrollo de sistemas de liberacidon de antioxidantes basados en liposomas

deformables de uso tépico.
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