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ANTECEDENTES BASICOS ACERCA DE LA «-SARCINA
Su descubrimiento y caracterizacién funcional

La a-sarcina es una proteina secretada por el hongo Aspergillus giganteus MDH
18894, que fue inicialmente detectada durante un programa de busqueda de agentes
antibiéticos-antitumorales llevado a cabo por el Departamento de la Salud de Michigan
(Olson y Goerner, 1965; Olson et af., 1965). Esta proteina resultd muy eficaz en la
inhibicién del crecimiento de diferentes tumores inducidos en animales (Olson y Goerner,
1965; Olson et af., 1965: Goldin et al., 1966), como el sarcoma 180 y carcinoma 755 de
acuerdo con la nomenclatura original. Su nombre hace referencia precisamente a sus
propiedades antisarcoma. A pesar de su actividad antitumoral, el uso terapéutico de la «-
sarcina no resulta clinicamente satisfactorio debido a su elevada citotoxicidad, cuya base
molecular se relacioné posteriormente con ia inhibicion de la sintesis de proteinas (Roga
et al., 1971; Fernindez-Puentes y Vazquez, 1977; Conde er al., 1978; Hobden y
Cundliffe, 1978; Schindler y Davies, 1977; Endo y Wool, 1982). La «-sarcina inactiva
ribosomas eucaridticos por la hidrdlisis de un Unico enlace fosfodiester entre las bases
(G4325 y A4326 de la molécula de rRNA 28S, localizado en una region muy conservada
evolutivamente (Brosins et al., 1980; Endo y Wool, 1982; Endo ef al., 1983; Wool, 1984;
Wool et al., 1990). Esta actividad ribonucleasa ha resultado muy util en estudios sobre la
estructura del ribosoma (Wool, 1984; Wool er al., 1990; Wool et al., 1992).

Estudios acerca de los efectos de la «-sarcina sobre sistemas celulares parecieron
revelar que la proteina sélo muestra citotoxicidad contra células infectadas por virus
(Fernandez-Puentes, 1980; Carrasco y Esteban, 1982; Muiioz et al., 1985; Otero y
Carrasco, 1987). El tratamiento con algunos iondforos (Alonso y Carrasco, 1981; Alonso
y Carrasco, 1982; Otero y Carrasco, 1987), con fosfolipasa C (Otero y Carrasco, 1988)
o con ATP extracelular (Otero y Carrasco, 1986) produce una permeabilizacion de ias
células de mamitero a la «-sarcina. Por estas razones, la o-sarcina fue considerada un
inhibidor de la biosintesis de proteinas en sistemas libres de células o bien en sistemas de
células previamente permeabilizadas. En este bloque de estudios la a-sarcina fue empleada
como sonda para comprobar el estado de permeabilizacidn de las membranas, puesto que
no se encontrd ningln receptor de membrana propio de la proteina.

Hoy dia la o-sarcina se considera una proteina inactivante de ribosomas (RIP) de
tipo I (D*Alessio er al., 1991). Este grupo de proteinas se caracteriza por su capacidad de
inactivar cataliticamente los ribosomas, con la consiguiente inhibicion de la sintesis de
proteinas (Stirpe et al., 1992). Asi, tal y como otras RIP, la «-sarcina se ha empleado
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recientemente para la preparacién de inmunotoxinas, en donde la toxicidad de la proteina
se acopla a la especificidad de un anticuerpo frente a un determinado antigeno (Wawrzyn-
czak et af.. 1991; Pastan et al.. 1992).

Las capacidades demostradas por la «-sarcina tienen obviamente un soporte
estructural. En este sentido, la secuencia de aminoéacidos de la a-sarcina se determiné en
1983 (Sacco er al., 1983), observandose un alto grado de similitud con la secuencia de la
ribonucleasa (RNasa)} U, de Ustilago sphaerogena (Sato y Uchida, 1975). Aunque ambas
proteinas muestran actividad ribonucleolitica, difieren en cuanto a la especificidad de
sustrato (la «-sarcina hidroliza un fnico enlace fosfodiester en el ribosoma, mientras que
la RNasa U, digiere extensivamente el RNA) y en cuanto a la capacidad de entrar en
células (la RNasa U, no posee tal capacidad).

Su estructura

La a-sarcina se compone de una cadena polipeptidica de 150 aminoéacidos (Sacco
et al., 1983). Es una proteina de caracter bdsico, que contiene entre otros 20 residuos de
fisina, 4 argininas, 8 histidinas, 1! residuos de acido aspartico y 6 de 4cido glutdmico. Por
lo tanto, aproximadamente un 30% de los residuos son cargados, mientras que otro 40%
son residuos polares sin carga. La a-sarcina ha de considerarse por todo ello como una
proteina altamente polar. Este hecho queda reflejado en el perfil de hidropatia, en donde
la mayor parte de la cadena polipeptidica exhibe un caracter expuesto (Martinez del Pozo
et al., 1988). Es de destacar que no se observan segmentos de la secuencia que puedan
considerarse potencialmente implicados en interacciones hidrofébicas con membranas
(Sacco et al., 1983). Solamente tres regiones de la proteina, los segmentos comprendidos
entre los residuos 1-6, 95-100 y 120-140, presentan valores de hidropatia que pueden
sugerir cierto caracter no expuesto. Dos de estas regiones se encuentran conectadas
mediante un puente disulfuro. De hecho, uno de los dos puentes disulfuro que posee la o-
sarcina (el que aparece entre los residuos de cisteina 6 y 148) acerca espacialmente a los
extremos amino y carboxilo terminales (Sacco et al., 1983).

La «-sarcina contiene 8 residuos de tirosina. Experimentos de titulacion llevados
a cabo midiendo la absorcion a 295 nm del ion tirosinato, revelan que seis tirosinas
presentan un pK de 10.2, mientras que el resto vienen caracterizadas por un pK de 11.4.
Segin esto, los seis primeros residuos de tirosina poseerian un mayor grado de exposicion
que el resto (Martinez del Pozo er al., 1988).

La proteina exhibe cinco transiciones inducidas por pH, segun se deriva de estudios
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de espectroscopia de fluorescencia y dicrofsmo circular (CD) (Martinez del Pozo et al.,
1988). Las transiciones que se producen a pH 2.5 y a 10.2 son transiciones desnaturalizan-
tes, de acuerdo con las medidas de CD en el ultravioleta lejano. La transicidn detectada
a pH 11.4 ha sido relacionada con la ionizacion de residuos de tirosina con un bajo grado
de exposicion. La transicién observada a pH 4.5 se ha asignado a la protonacion de grupos
carboxilo adyacentes a los residuos de tirosina, ya que es solamente la emision de
fluorescencia de este fluordforo la que resulta afectada en esta transicion. La ausencia de
cambios en la sefal de dicroismo, tanto en el ultravioleta lejano como en el cercano, en
esta transicion apunta hacia el cardcter local de la misma. Finalmente, la transicion
detectada a pH 8.0, tanto por espectroscopia de fluorescencia como por CD se ha
relacionado con la desprotonacién del grupo «-amino de la proteina. En este sentido, cabe
destacar el hecho de que uno de los dos residuos de triptéfano de la proteina estd
localizado en la posicion 4 de la cadena polipeptidica.

La «-sarcina es una proteina o/ con un significativo contenido €n giros 8, segln
se deduce de los estudios de espectroscopia de infrarrojo y de dicroismo circular (Gasset
et al., 1991b). El trifluoroetanol, agente que promueve la formacion de enlaces por
puentes de hidrogeno intracatenarios, aumenta e} contenido en o-hélice hasta un 40%
(Gasset et al., 1991b). Colato sddico y octilglucdsido, ambos detergentes no des-
naturalizantes, no producen modificaciones significativas en las propiedades espectros-
copicas de la proteina, resultado que esta de acuerdo con la baja afinidad que muestran las
proteinas hidrosolubles por los detergentes (Tanford, 1980). Detergentes anidnicos, tales
como el dodecilsulfato sédico (SDS), producen cambios espectrales en la regién del enlace
peptidico, cambios que son consistentes con un aumento del contenido en «-hélice (Gasset
et al., 1991b). Cabe decir que estos mismos efectos se han observado sobre otras cadenas
polipeptidicas (Jirgensons, 1980).

Su produccién como proteina recombinante

La produccion de proteinas recombinantes facilita los estudios relativos a las
relaciones estructura-funcion, sobre todo cuando se pueden obtener mutantes dirigidos. En
este sentido, ya existen sistemas recombinantes de expresion del gen de la «-sarcina. La
secuencia de nucledtidos de su ¢cDNA, incluyendo 1a de su péptido seiial, aparecié en 1990
(Oka er al., 1990), consiguiéndose la produccion de «-sarcina recombinante en £. coli dos
afios mas tarde (Oka et al., 1992). El cDNA que codifica para la a-sarcina sin su residuo
N-terminal se ha [igado con la secuencia que codifica para el péptido sefial dla de Ia B-
lactamasa de E. coli, consiguiendo exportarse la proteina al periplasma. Esta construccion,
con la que se evita la posible accién téxica de la proteina sobre los ribosomas del
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organismo productor, permite obtener a-sarcina en un rendimiento de 0.65 mg/l de
cultivo. La proteina recombinante obtenida de esta manera resultd ser totalmente activa
en cuanto a su capacidad de inactivacién de los ribosomas (Oka et al., 1992). El residuo
alanina N-terminal, ausente en esta forma recombinante, no resuita por lo tanto esencial
para la actividad ribonucleolitica de la proteina, aunque podria ser relevante para las
interacciones hidrotobicas en las que participa la proteina. De hecho, tal y como se ha
indicado anteriormente, uno de los tres segmentos mas hidrofébicos de la «-sarcina resulta
ser el comprendido entre los residuos 1-6.

La produccion de «-sarcina recombinante se ha conseguido también mediante el
vector de secrecion pINII OmpA2 (Henze et al., 1990; Ghrayeb er af., 1984). En este
caso, el gen de la a-sarcina sintetizado quimicamente, se fusiond tras la secuencia que
codifica para el péptido senal de la proteina Omp A de E. coli. En este sistema, aunque
la eliminacién del péptido sefial era correcta, la proteina recombinante no era liberada al
medio extracelular tras un choque osmdético (lo esperable si la proteina hubiera sido
exportada al espacio peripldsmico), por lo que €l rendimiento de produccion de la toxina
resultd muy bajo (Henze er al., 1990).

Recientemente se ha desarroliado otro sistema de expresion en E. coli para la
produccién de «-sarcina (Lacadena ef al., 1994). Este sistema se basa en la utilizacién de
un vector, el pINPG-aS, muy similar al ya descrito anteriormente (Ghrayeb ef al., 1984).
En este caso, la construccion codifica para una «-sarcina con el péptido sefial de la Omp
A modificado; los residuos Val-i8 y GIn-20 del péptido nativo se reemplazaron por Ser
y Leu, respectivamente. Este péptido sefial modificado supone una mejora considerable
en el procesamiento post-traduccional de las proteinas a las que se encuentra fusionado
cuando se las compara con ¢l comportamiento del péptido sefal nativo (Henze et al.,
1990; Lacadena et al., 1994). La produccion de a-sarcina recombinante se llevd a cabo
con cultivos de células de E. coli RB791 transformadas con el plasmido anterior,
induciéndose su expresion con [PTG 2 mM. Tras una primera centrifugacion se procede
a la separacion de las células del medio. Estas fueron sometidas a choque osmoético y de
nuevo centrifugadas; el sobrenadante obtenido tras esta centrifugacidon se considera la
fraccion peripldsmica. La fraccién citoplasmica se obtiene resuspendiendo y sonicando el
sedimento de la centrifugacién anterior. La «-sarcina aparece en la fraccion soluble,
peripldsmica e intracelular, purificindose tal y como se ha descrito anteiormente. Aunque
la mayor parte de la proteina no se encuentra en forma soluble (Lacadena ef al.., 1994),
el rendimiento final es de 1.5 mg/l de cultivo. Esta proteina recombinante purificada
resulta indistinguible a la aislada directamente del hongo, tanto desde el punto de vista
estructural como funcional, segin los siguientes criterios: composicién y secuencia del
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extremo aminoe terminal, movilidad electroforética, comportamiento por HPLC,
inmunorreactividad y propiedades espectroscopicas y, finalmente, resulta ser activa en

cuanto a su capacidad de inactivacion de ribosomas.
Su interaccién con vesiculas modelo

[La a-sarcina interacciona con vesiculas modelo (Gasset et al., 1989, 1990, 1991a,
1991b; Onaderra et al., 1989, 1993). De la interaccion resulta un complejo proteina:lipido
que puede ser aislado mediante centrifugacion en gradiente de sacarosa {(Gasset ef al.,
1989). La proteina muestra una elevada afinidad por fosfolipidos acidos, de hecho Ia
constante de disociacion es del orden nanomolar. La formacion de estos complejos puede
seguirse experimentalmente midiendo el aumento de la absorcién a 360 nm que se produce
tras la adicion de «-sarcina a una suspension de vesiculas lipidicas. Este aumento de la
absorcién se explica en términos de agregacidn de vesiculas. La extension de la agregacion
es dependiente de la relacién proteina/lipido, alcanzandose la saturacién a una relacion
molar 50:1 lipido/proteina. La interaccién requiere fosfolipidos acidos para que transcurra.
Asi, vesiculas PG/PC s6lo son agregadas cuando el porcentaje de PG (fosfolipido acido)
es superior al 10%. Por lo tanto, la interaccién tiene un claro componente electrostatico;
de hecho, un aumento de la fuerza idnica del medio determina una disminucién en la
extension de la agregacion,

La interaccion de la o-sarcina con vesiculas determina una proteccion de la proteina
frente a la hidrolisis triptica (Gasset et al., 1989; Onaderra et al., 1989). En presencia de
vesiculas solamente un 30% de la proteina resulta digerida en condiciones en las que la
digestion seria total en ausencia de vesiculas. Por lo tanto, la mayor parte de la proteina
permanece intacta, de acuerdo con los resultados de andlisis electroforético, a pesar del
alto contenido en residuos de lisina y arginina.

La agregacion de vesiculas inducida por «-sarcina disminuye a medida que el pH
del medio aumenta, presentindose una transicion caracterizada por un pK de 8.0. Tal
como se ha dicho anteriormente, la «-sarcina muestra una transicidon conformacional
centrada alrededor de este pK (Martinez del Pozo et af., 1988). Esta transicién se ha
relacionado con la desprotonacion del grupo «-amino, ya que la transicion desnaturalizante
de la proteina, debida a la desprotonacion de los residuos de lisina y tirosina, ocurre a pH
mas elevados (pK 10.2). Ya que parece poco probable que la interaccion proteina-vesicula
sea mantenida por un Gnico grupo cargado, otras fuerzas deben estar implicadas en este
proceso. Aun asi, no puede descartarse la participacién de ionizaciones de otro tipo de
residuos, como por ejemplo, residuos de histidina.



INTRODUCCION 8

La emisién de fluorescencia, tanto de los residuos de triptéfano como de tirosina,
resulta incrementarse por la interaccién con vesiculas, no produciéndose desplazamiento
del maximo de emision. Mientras que la emisidén de fluorescencia de los residuos de
tirosina no resulta especialmente sensible a la polaridad de su microentorno, la de los
residuos de triptofano si lo es. La ausencia de desplazamientos del maximo de emision de
fluorescencia de la o-sarcina tras la interaccidén con vesiculas es indicativo de la
conservacion del microentorno de tales fluordforos. De esta forma, el aumento en la
intensidad de fluorescencia ha sido interpretado como una disminucién del apagamiento
estatico de la proteina. posiblemente por una proteccion frente a los grupos polarizables
responsables de tal apagamiento. La disminucion de este apagamiento podria ser producto
de interacciones hidrofdbicas (Gasset et al., 1991b).

Los efectos de la o-sarcina en el comportamiento termotropico de las vesiculas de
fosfolipidos se ha interpretado en términos de disminucién del nimero de fosfolipidos
implicados en la transicion desde la fase gel a liquido cristalino (Gasset er al., 1991a).
Estos resultados se han obtenido mediante estudios de calorimetria diferencial de barrido
y de anisotropia de la emisién de fluorescencia de vesiculas de dimiristoilfosfatidilglicerol
(DMPG) y dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) marcadas con la sonda 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH). Asimismo, estos resultados sugieren la existencia de un componente
hidrofobico en la interaccion, lo cual fue corroborado por experimentos de marcaje con
sondas hidrofébicas fotoactivables. Se han empleado dos sondas diferentes, una de las
cuales porta el grupo reactivo fotoactivable a nivel de la cabeza polar de los fosfolipidos,
mientras que la otra lo porta a nivel del carbono C,, de la cadena de 4cido graso. La «-
sarcina resuita marcada con ambas sondas, lo cual muestra la accesibilidad de la proteina
a tales sondas, esto es, la a-sarcina penetra al interior hidrofébico de la bicapa (Gasset et
al., 1991a).

La a-sarcina produce fusion de vesiculas lipidicas (Gasset ef al., 1990). La mezcla
de lipidos de diferentes vesiculas se ha detectado midiendo la disminucién de la
tranferencia de energia por resonancia que se produce entre dos sondas fluorescentes
tncorporadas en una poblacién de vesiculas, cuando éstas se incuban con un exceso de
vesiculas sin marcaje y con a-sarcina. Esta mezcla de lipidos también se ha detectado
observando la formacion de vesiculas mixtas de DMPG y DPPG, tras la incubacién de
vesiculas de DMPG y vesiculas de DPPG con «-sarcina (Gasset ef al., 1990). Estudios
de microscopia electronica por criofractura también muestran la capacidad fusogénica de
la «-sarcina. Tras la incubacion de vesiculas unilamelares con «-sarcina aparecen grandes
estructuras mulitilamelares; a una relacion saturante 50:1 (lipido/proteina) se observa la
aparicion de estructuras planas, indicando que el proceso de fusidn probablemente se ha
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completado (Gasset et al., 1990).

Finalmente, la a-sarcina modifica las propiedades de permeabilidad de las vesiculas
con las que interacciona, induciendo ia liberacion de calceina encapsulada (Gasset et af.,
1990).

Su citotoxicidad

La o-sarcina posee actividad citotdxica frente a numerosas lineas celulares de
tumores humanos (Turnay ef al., 1993). La proteina modifica el patron de proliferacién
de las células, produciendo inhibicién del crecimiento y, finalmente, la muerte celular.
Todos estos efectos son consecuencia de la inhibicion de la sintesis de proteinas. Esta
inhibicién se observa tras 18 h de incubacidn, cuando no aparece dafio alguno en la
membrana plasmitica segin se deduce midiendo la liberacion de la enzima lactico
deshidrogenasa. Tampoco se han detectado variaciones en la actividad mitocondrial.

El andlisis cinético de la inhibicidn de la biosintesis de proteinas revela una fase
de retraso dependiente de la concentracion de «-sarcina. Tras este primer periodo aparece
una fase de primer orden con respecto a la concentracion de proteina. Todo ello indica la
presencia de un componente cinético saturable, previo a la inactivacién propiamente dicha.
Esta etapa se ha propuesto que es la de paso de la proteina a través de la membrana, ya
que no se ha detectado receptor alguno para la «-sarcina. Todos estos estudios han sido
realizados en ausencia de agentes permeabilizantes, por lo que ha de concluirse que la o-

sarcina posee una capacidad intrinseca para penetrar al interior celular.

Los mecanismos de intoxicacion celular por toxinas proteicas pueden dividirse en
tres etapas: a) union a la célula, b) insercién en la membrana y, en algunos casos,
translocacién y, finalmente, ¢) modificacion de su diana. Con respecto a la «-sarcina, el
altimo aspecto puede explicarse por la actividad ribonucleolitica que demuestra sobre los
ribosomas. La primera etapa podria estar relacionada con la elevada afinidad que
demuestra la proteina por fosfolipidos acidos. En este sentido, algunas células tumorales
poseen en su monocapa externa un mayor contenido en fosfatidilserina, que las
correspondientes células no transformadas (Connor et af., 1989; Utsugi et al., 1991;
Zachowski, 1993). Finalmente, la segunda etapa es la peor caracterizada y aunque los
resultados anteriores indican que los efectos de la toxina sobre las membranas podrian
permitir €l paso a su través, no puede descartarse el hecho de que el paso sea por a un
proceso de endocitosis.
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INFORMACION ADICIONAL

TRANSLOCACION DE TOXINAS PROTEICAS CON DIANAS INTRACELU-
LARES A TRAVES DE MEMBRANAS

El mecanismo de intoxicacion celular por toxinas proteicas con dianas intracelulares
se puede dividir en varias etapas: a) unioén a la superficie celular, b) insercion en la
membrana y, en algunos casos, translocacién a su través y, ¢} modificacion de la diana
intracelular. La segunda etapa es la mas deficientemente caracterizada y la que supone hoy
dia un campo de investigacion muy intenso (Montecucco ef al., 1991). Estas proteinas
toxicas que tras ser secretadas al medio son hidrosolubles, con una estructura terciaria
estable, han de insertarse y, en algunos casos translocarse a través de una bicapa lipidica.
para alcanzar su diana intracelular. Esto significa que tales proteinas han de sufrir una
transicion entre una forma hidrosoluble y una forma de membrana (Parker y Pattus, 1993).
Esta propiedad la muestran asimismo otros agentes tales como ciertos virus y complejos
proteicos implicados en la respuesta inmune tales como proteinas del complemento y
perforinas.

Este tipo de toxinas se suele clasificar atendiendo al mimero de cadenas
polipeptidicas que las componen, estableciendo una distincién entre las toxinas monoméri-
cas y las multiméricas. Otro criterio que también se suele considerar es la naturaleza de
la diana sobre la que actdan; asi, se habla de toxinas con dianas localizadas en la cara
citoplasmatica de la membrana y de toxinas con dianas libres en el interior celular.

Es caracteristico de las toxinas con dianas intracelulares el hecho de estar
compuestas por dos partes funcionalmente diferenciadas que, en muchos casos, vienen
representadas por dos cadenas polipeptidicas unidas por un puente disulfuro (Olsnes ez al.,
1993). La cadena enzimaticamente activa se suele denominar A y la implicada en la unidn
al receptor cetular B. A este modelo se ajustan las toxinas proteicas de plantas abrina y
ricina (Olsnes y Pihi, 1972a, {972b), modecina (Refsnes et al., 1977), viscumina (Stirpe
et al., 1982) y volkensina (Stirpe ef al., 1985). De entre las toxinas de origen bacteriano
igualmente tipificadas estan la toxina de la difteria de Corynebacterium diphtheriae
(London, 1992), la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa (Pastan et al., 1992), la
toxina Shiga de Shigella spp. (Brown et al., 1980) y tipo shiga (Endo er al., 1988), la
toxina termolabil de E. coli (Gill et al., 1981) y las toxinas del tétanos y botulinica
(Schiave et al., 1992). La toxina de la difteria de Corvnebacterium diphtheriae, la
exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa, y la ricina de Ricinus communis, son toxinas
cuyo mecanismo de accion ha sido caracterizado bioquimica y biofisicamente en buen
detaile. Las dos primeras, tras penetrar al interior celular mediante un proceso de
endocitosis mediada por receptor, catalizan la ADP-ribosilacién del factor de elongacion
2 (EF-2), lo cual conduce a su inactivacion y la consiguiente inhibicién de la sintesis de
proteinas (Uchida, 1982). La ricina, merced a la actividad N-glicosidasa de su cadena A
actia sobre los ribosomas determinando su inactivacion, conduciendo, por ello, a la
inhibicion de la sintesis de proteinas.

Mecanismo de accion de l1a toxina de Ia difteria.

La toxina diftérica es secretada como una inica cadena polipeptidica de 535
residuos por células de Corynebacterium diphtheriae que han sido previamente
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lisogenizadas por bacteriéfagos que poseen el gen de la toxina (Greenfield, 1983).
Sometiéndola a un tratamiento suave con tripsina y posterior reduccion {# vitro se generan
dos tragmentos: el fragmento A (amino terminal, 2] kDa) y el fragmento B (carboxilo
terminal, 37 kDa). Una ruptura similar ocurre in vivo antes 0 muy poco después de la
union de ia toxina a la célula (Sandvig y Olsnes, 1981).

La toxina penetra al interior celular mediante endocitosis mediada por receptor
(Draper y Simon, 1980; Sandvig y Olsnes, 1980). Tras penetrar en la membrana de la
vesicula endocitica el fragmento A es liberado al citoplasma en donde va a catalizar la
ADP-ribosilacion de un residuo de diftamida del factor de elongacion 2 (EF-2) (Collier,
1982). Tal modificacion covalente va a suponer la inactivacion del EF-2, con la
consiguiente inhibicion en la sintesis de proteinas. Recientemente, se ha propuesto que la
toxina produce la degradacion del ADN nuclear (Chang et al., 1989; Lessnick et al.,
1990); sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de la presencia de una nucleasa
contaminante (Johson, 1990:; Wilson et al.. 1990).

La proteina ha sido caracterizada espectroscOpicamente a pH neutro (Collins y
Collier, 1985; Blewitt et al., 1985; Cabiaux er al., 1989). Asimismo, se ha determinado
su estructura tridimensional a 2.5 A de resolucién mediante difraccion de rayos-X (Choe
et al., 1992). Sin embargo, tras la observacion de que la disminucion del pH en los
endosomas era el desencadenante de la insercidn y translocacién de la toxina en la
membrana del endosoma (Draper y Simon, 1980; Sandvig y Olsnes, 1980), se realizaron
numerosos estudios sobre el efecto que la acidez tiene en la estructura de la proteina y en
la capacidad de interaccién con vesiculas modelo (London, 1992). Asimismo, otro
desencadenante de la realizacion de estudios con vesiculas modelo fue el descubrimiento
de que la toxina diftérica penetra al interior celular directamente desde la membrana
plasmatica tras una disminucion del pH del medio extracelular (Sandvig y Oisnes, 1980,
1981).

La existencia de cambios conformacionales inducidos por pH 4cido ha sido puesta
de manifiesto por estudios de CD y sensibilidad a proteasas (Hu y Holmes, 1984}, asi
como por fluoresencia (Blewitt ef al., 1984, 1985) e infrarrojo (Coilins y Collier, 1985;
Blewitt er al., 1985; Cabiaux et al., 1989). El cambio conformacional es altamente
cooperativo, con una transicién centrada en torno a pH 5.0 a 23°C. Este cambio
conformacional supone una exposicidon de regiones hidrofébicas al disolvente, lo cual
conduce a la agregaciéon masiva de la proteina si en el medio no hay bicapas lipidicas
(Collins y Collier, 1987}, o bien a la interacciéon con micelas de detergente (Sandvig y
Olsnes, 1981) o con vesiculas de fosfolipidos (Hu y Holmes, 1984; Zalman y Winieski,
1984; Montecucco et al., 1985). El comportamiento conformacional de la proteina se ha
explicado considerando que la transicion estructural acida es esencialmente de caracter
desnaturalizante (Zhao y London, 1986). A consecuencia de la interaccion con vesiculas
modelo se produce la insercién de la proteina al interior hidrofébico de la bicapa, tal y
como se deriva de estudios de fotomarcaje (Hu y Holmes, 1984; Zalman y Winieski,
1984; Montecucco er al., 1985). En estos estudios se demuestra que tanto el fragmento
A como el B son marcados por diferentes sondas fotoactivables localizadas en la region
de las cabezas polares asi como en el nicleo hidrofobico de la bicapa. En bicapas planas,
la toxina, integra o sélo su fragmento B, forma canales iénicos de baja conductancia,
requiriéndose para ello mas de una molécula de toxina por canal, asi como la presencia
de fosfolipidos acidos (Donovan et af., 1981, 1982; Hoch ez al., 1985). La toxina diftérica
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también forma canales idnicos en la membrana plasmdtica de células vivas (Sandvig y
Oisnes, 1988; Papini ef al., 1988). Sin embargo, no se ha encontrado correlacion alguna
entre la formacién de este poro y la inhibicion de la sintesis proteica. o cual seria
esperable si el poro fuese un prerequisito para la transiocacion de la cadena A al
citoplasma (Papini ef al., 1988; Alder et al., 1990).

La transicidon conformacional inducida por pH 4cido determina asimismo la
exposicion al disolvente del puente disulfuro que une los fragmentos A y B, siendo
accesible a la accién de la tiorreductasa, enzima que cataliza su reduccion {(Moskaug ez al.
1987). En este sentido cabe decir que mientras la transicién conformacional del fragmento
B es irreversible, la de! fragmento A es reversible. Esto puede considerarse una evidencia
experimental que apunta hacia el replegamiento del fragmento A en el citosol tras su
translocacion desde el endosoma y la permanencia estable en la membrana del fragmento
B. Finaimente, la forma competente para la translocacién de la toxina podria ser un
agregado multimérico, aunque no hay datos precisos sobre este aspecto (Montecucco et
al., 1991).

Mecanismo de accion de la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa

La exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa es otro sistema bacteriano que ha sido
caracterizado en detalle, tanto estructural como funcional (Pastan et al., 1992). Un gran
avance en tales estudios se produjo con la determinacién de su estructura tridimensional
{Allured er al., 1986). La proteina consiste en una (inica cadena polipeptidica con tres
domintios bien diferenciados (la, II y [II) mas un dominio menor (Ib). Tomando como guia
esta estructura, se han expresado en E. coli todos los dominios independientemente con
el fin de determinar su funcion (Hwang ef al., 1987). Mientras que el dominio [a es
responsable de la unidn al receptor de membrana, el II es necesario para la translocacidn
de la actividad catalitica, actividad que reside en el dominio IlI. Ciertas mutaciones
puntuales en el dominio la determinan la pérdida total de union a la superficie celular y
de su citotoxicidad (Jinno et al., 1988). E! dominio Il, compuesto por seis «-hélices, es
esencial para el proceso de translocacion del dominio III. Tras la entrada de la proteina
al interior celular se produce una ruptura proteolitica en un giro que posee tres residuos
de arginina (en concreto la ruptura se produce alrededor del residuo Arg 279). Esta
ruptura proteolitica genera un fragmento amino terminal de 37 kDa que es precisamente
el dominio catalitico (el dominio 1II), Este fragmento se encuentra unido al resto de la
proteina mediante un puente disulfuro (Cys 265-Cys 287), que ha de ser reducido para
liberar el fragmento y permitir su translocacion al interior celular (Ogata ef al., 1990).
Ciertas mutaciones puntuales en el sitio de ataque proteolitico eliminan la citotoxicidad de
la proteina (Jinno et al., 1989). Del mismo modo, mutaciones en los residuos Cys 265 y
Cys 287 determinan una pérdida en la citotoxicidad de Ia proteina (Edwards er al., 1989,
Madshus y Collier, 1989).

El dominio IIl tiene dos funciones. Por una parte, en €l reside la actividad ADP-
ribosilante (Siegall ef al., 1991; Chaudhary et al., 1990) y, por otra, posee una secuencia
C-terminal que dirige a la toxina endocitada hacia el reticulo endoplasmico (Ogata er al.,
1990). Esta secuencia C-terminal, REDL, se asemeja a la secuencia KDEL que esta
implicada en proporcionar la capacidad de permanencia de las proteinas que la poseen en
el reticulo endoplasmico (Munro y Pelham, 1987). Es de destacar el hecho que otras dos
toxinas, la cadena A de la toxina del célera y la toxina termoldbil de £. coli (Spicer y



INTRODUCCION 13

Noble, 1982; Mekalanos er al., 1983), poseen esta misma secuencia. Considerando estos
resultados se ha propuesto un modelo de accion de esta toxina (Pastan et al., 1992). Tras
la unidn a la superficie celular, la toxina penetra al interior celular mediante un proceso
de endocitosis mediada por receptor. En las vesiculas endociticas la proteina sufre un
cambio conformacional inducido por pH é4cido y un procesamiento proteolitico (Jiang y
London, 1990; Idziorek ez al., 1990). El fragmento de 37 kDa queda libre en el lumen del
endosoma tras la reduccion del puente disuifuro (Cys 265-Cys 287), produciéndose su
transporte al frans Golgi mediante el trifico vesicular y, de alli hasta el reticulo
endoplasmico. Una vez alli y mediante la maquinaria de translocacién de la célula alcanza
el citosol en donde cataliza la ADP-ribosilacién del factor EF-2. Este modelo, aunque es
muy especulativo, resulta coherente con los resultados producidos por todos los estudios
bioquimicos y genéticos realizados.

Ricina: modelo de proteina inactivante de ribosomas

Las proteinas inactivantes de ribosomas (RIP) son una familia de proteinas t0xicas
que inactivan especifica e irreversiblemente los ribosomas (Lord ef al., 1994). Un grupo
de RIP, las RIP de tipo I, son proteinas monoméricas de alrededor 30 kDa de peso
molecular y, frecuentemente, glicosiladas (Lord et af., 1991). Otro tipo de proteinas
inactivantes, las RIP de tipo [I, estin compuestas por dos cadenas polipeptidicas unidas
por un puente disulfuro. Mientras una de estas cadenas posee la capacidad de union a un
receptor de membrana, generalmente un galactdsido, la otra posee la actividad catalitica.

La ricina es, entre las RIP de tipo I, la proteina mejor caracterizada, estructural
y funcionaimente. La proteina nativa ha sido cristalizada, determindndose su estructura
tridimensional a 2.5 A de resolucién (Montfort ez al., 1987; Katzin e al., 1991: Rutenber
et al., 1991; Rutenber y Robertus, 1991), y a 2.3 A la de la cadena A recombinante
(Mlsna et al., 1993). Asimismo, para determinar el sitio catalitico de la cadena A se ha
cristalizado un complejo entre ésta y un andlogo de sustrato (Monzingo y Robertus, 1992).
De este modo, se ha visto que el anillo de purina queda entre dos residuos de tirosina
(Tyr-80 y Tyr-123), mientras que el residuo de triptoéfano 211, aunque no parece hacer
contactos directos con la adenina, es importante para el mantenimiento de la conformacion
del centro activo. La estructura de la cadena B se puede definir como formada por dos
dominios homdélogos que, probablemente, se han originado por duplicacién génica
(Rutenber y Robertus, 1991). Cada dominio a su vez, estd formado por cuatro sub-
dominios. {.a estructura global de la esta cadena poseeria 6 sitios de unidn a galactosa, de
los cuales sélo son activos 2.

El gen estructural de la ricina ha sido clonado y secuenciado {(Lamb er al., 1985),
y formas recombinantes, tanto de la subunidad A (O'Hare er al., 1990; Frankel er al.,
1989) como de Ia subunidad B (Richardson ef af., 1988a, 1988b; Vitteta y Yen, [990) han
sido expresadas en bacterias, levaduras, células de mamifero y oocitos de Xenopus. La
estrategia mds comdnmente empleada para la expresion de la toxina en sistemas
heterélogos es la de producir las dos cadenas independientemente para posteriormente
obiener la toxina bioldgicamente activa tras la asociacién de las cadenas (Lord er al.,
1994). En la situacion in vivo el gen estructural codifica para un precursor denominado
pre-pro-ricina que, tras la eliminacion de un segmento N-terminal, originara la pro-ricina
{Richardson et al., 1989) que, a su vez, tras la eliminacién del péptido conectivo entre los
dos fragmentos definitivos , originard la forma biolOdgicamente activa (Harley y Lord,
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1985). La cadena A posee actividad N-glicosidasa, responsable de la inactivacion de los
ribosomas mediante la eliminacion de la adenina 4324 de la molécula rRNA 28S (Endo
et al., 1987). La cadena B posee dos dominios de unidén a galactosa, cada uno de los
cuales tiene a su vez tres sitios de unidn a tal azicar de los que sélo uno es activo en cada
dominio {Rutenber y Robertus, 1991).

La ricina penetra al interior celular mediante procesos dependientes e independien-
tes de clatrina (Lord er al., 1994). Los componentes de membrana con residuos de
galactosa, ya sean glicoproteinas o glicolipidos, actian como receptores para la toxina
(Lord et al., 1994). Gran nimero de evidencias apuntan hacia la implicacion de la red
trans del aparato de Golgi en la entrada de la toxina (Sandvig et al., 1992; van Deurs et
al., 1993; Pelham et ai., 1992); de hecho, [a inhibicion del transporte de vesiculas a esta
red supone la proteccién de la célula frente a la toxina (van Deurs ef al., 1993).
Asimismo, el tratamiento con Brefeldina A, droga que desorganiza el aparato de Golgi,
protege frente a la intoxicacién, no sélo por ricina sino también por otras toxinas,
incluyendo la toxina Shiga (Sandvig et al., 1991; Yoshida et al., 1991). Finalmente, se
ha demostrado que existe transporte retrogrado desde el Golgi hasta el reticulo
endoplasmico (Sandvig ef al., 1992), aunque no se ha determinado que tal transporte esté
implicado en la intoxicacién por ricina (Sandvig y van Deurs, 1994). En algiin momento
durante el transporte vesicular, la cadena B facilita, directa o indirectamente, la entrada
de la cadena A al citosol, siendo la region de unién a galactosa la implicada en ello
(Kozlov er al.. 1988). Tras la entrada de la cadena A al citosol, ésta ejerce su accion N-
glicosidasa sobre ja molécula rRNA 28S, produciendo la liberacion de la adenina 4234,
inactivando irreversiblemente al ribosoma (Endo et al., 1987)

Finalmente cabe decir que el mecanismo de entrada de la toxina Shiga, causa de
la disenteria, comparte numerosas caracteristicas con el descrito para la ricina (Sandvig
y van Deurs, 1994). En este caso s{ se ha demostrado sin embargo que el transporte
retrogrado puede ser necesario para la intoxicacion por esta toxina (Sandvig et al., 1992).

Las RIP de tipo I como ya se ha dicho, estdn compuestas por una dnica cadena
polipeptidica que carece de un dominio de unidén a un receptor. Este hecho va a suponer
que estas proteinas sean menos toxicas comparadas con las RIP de tipo 1I (Stirpe et al.,
1992). Aun asi, algunas son especialmente tOxicas para algunos tipos de células, como por
ejemplo, macrofagos (Barbieri y Stirpe, 1982) y trofoblastos (Chang er af., 1979; Wang
et al., 1986; Yeung er af., 1988), posibiemente debido a su alta actividad pinocitica. La
elevada actividad citotoxica sobre los trofoblastos es la causa de la capacidad abortiva de
numerosas RIP de tipo | como, por ejemplo, la tricosantina (Yeung er al., 1988), la
saporina (Stirpe et al., 1983), la momordina (Barbieri et al., 1980) y, en menor extension,
la gelonina (Stirpe et al., 1980). La o-sarcina se ha demostrado citotoxica para numerosas
lineas tumorales humanas (Turnay et al., 1993). Asimismo, numerosas RIP de tipo I de
plantas resultan ser agentes antivirales, tanto en tejidos vegetales como en tejidos animales
(Aron e Irvin, 1980; Fod-Tomasi er al., 1982). La actividad antiviral de estas proteinas
se ha relacionado con un aumento en la permeabilidad al citoplasma de las células
infectadas por virus. Esta mayor accesibilidad es debida a los cambios que sufre la célula
en las propiedades de permeabilidad de la membrana plasmaética (Ready er al., 1986).

La gran eficacia catalitica de las RIP de tipo I las hace excelentes elementos para
la preparacion de inmunotoxinas. En este sentido, las inmunotoxinas con gelonina,
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saporina, PAP. briodina o momordina son més eficaces incluso que las realizadas con la
cadena A de la ricina (Lambert er al., 1988).

REQUISITOS ESTRUCTURALES PARA LA TRANSLOCACION DE PROTEINAS
A TRAVES DE MEMBRANAS EN SISTEMAS CELULARES

Ciertas proteinas pueden translocarse a través de membranas celulares mediante un
proceso post-traduccional (Eilers y Schatz, 1986; Schatz, 1986; Rothmann y Konberg,
1986; Zimmermann y Meyer, 1986). Este fenémeno no sélo se ha demostrado que ocurre
en membranas del reticulo endopldsmico (Walter er al., 1984; Schatz, 1986), sino también
en membranas bacterianas (Saier et al., 1989), mitocondriales (Verner y Schatz, 1988) y
de cloroplastos y glioxisomas (Ellis y Robinson, 1987). Del mismo modo, toxinas
proteicas completamente plegadas y estables en solventes acuosos son capaces de
translocarse a través de la membrana de los organismos diana (Montecucco ef af, 1991;
Parker y Pattus, 1993),

Coémo una proteina completamente plegada, soluble en un entorno acuoso, es capaz
de insertarse y, en algunos casos, translocarse a través de membranas, supone hoy dia uno
de los principales retos en la quimica de proteinas (Rothmann y Konberg, 1986;
Montecucco et al., 1991; Parker y Pattus, 1993).

Estudios sobre translocacidon de proteinas llevados a cabo en sistemas libres de
células, han determinado que uno de los requisitos necesarios para que un polipéptido se
translogue a través de membranas es que €ste debe sufrir un proceso de desplegamiento,
debe perder la estructura terciaria estable (Randall y Hardy, 1986; Eilers et al., 1988).
Este hecho ha llevado a definir lo que se conoce como estructura competente para la
translocacion de un polipéptido (Chen y Douglas, 1987; Meyer, 1988; Kumamoto, 1991).
Asi, la estabilizacion de una estructura terciaria estable en una proteina impide que ésta
pueda translocarse. Eilers y Schatz (1986) demostraron que la enzima citosdlica
dihidrofolato reductasa (DHFR) con un péptido sefial mitocondrial en su extremo amino
terminal no era importada al interior de la mitocondria cuando ésta era estabilizada frente
a la digestion triptica por unién de metotrexato (o cualquier otro derivado de folato) o
mediante la introduccion de puentes disulfuro internos (Vestweber y Schatz, 1988;
Vestweber et al., 1989). En ausencia de tal tipo de ligandos estabilizantes la proteina era
eficazmente translocada al interior mitocondrial. Asimismo, la translocacién del citocromo
¢ queda blogueada por la estabilizacién que provoca la unién del grupo hemo (Hay et al.,
1984). La necesidad de una conformacién parcialmente desplegada para que tenga lugar
el proceso de translocacion en sistemas celulares puede deducirse igualmente de estudios
con proteinas hibridas entre una proteina competente para translocarse y una proteina, o
un fragmento de la misma, que adopta un plegamiento estable. Asi, la fusiéon de un
fragmento de la enzima citosélica 3-galactosidasa de E. coli, que adopta una estructura
terciaria estable, bloquea totalmente la translocacién del precursor de la fosfatasa alcalina,
también de £. coli, proteina que per se es competente para la translocacion (Lee er al.,
1989). Las mismas conclusiones se derivan del estudio de la translocacién de la proteina
de union de fosfato PhoE de E. coli (Pagés et al., 1984; Anba er al., 1986); de la
translocacion de la proteina de union de maltosa de E. coli {Randall y Hardy, 1986}, etc.
En esta misma linea, se han conseguido atrapar ciertas protefnas en etapas intermedias del
proceso de translocacion, es decir, con las cadenas polipeptidicas transitoriamente unidas
a membranas. En todos los casos estudiados la cadena polipeptidica se encontraba en un
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estado no nativo, desplegado, muy sensible a proteolisis (Schleyer y Neupert, 1985; Eilers
y Schatz, 1986; Vestweber y Schatz, 1988; Vestweber er al., 1989). Una cadena
polipeptidica ha de perder por lo tanto su estructura terciaria estable, es decir, sufrir una
desnaturalizaci6n parcial, para que pueda ser translocada a través de la membrana celular.

De los resultados anteriores se deriva la necesidad 16gica de ciertos factores en el
interior celular que mantengan el estado de competencia para la translocacion de las
proteinas que van a ser exportadas (Meyer, 1988). Tales factores proteicos que modulan
el estado conformacional de las cadenas polipeptidicas se han denominado chaperones,
término inicialmente propuesto por Laskey y Earnshaw (1980). Actualmente, se define
chaperén molecular a una proteina que se une y estabiliza a un confdrmero inestable de
otra proteina y que mediante una unién y disociacion controlada facilita el destino correcto
de la proteina sustrato, ya sea éste el plegamiento correcto, la formacion de estructuras
oligoméricas, el transporte a compartimentos subcelulares, o el control de su actividad
(Hendrick y Hartl, 1993). Para [levar a cabo tales funciones [os chaperones han de
reconocer elementos estructuraies de las proteinas presentes Unicamente en el estado no
nativo.

Relaciones estructura-funcion en la translocacién de proteinas toxicas a través
de membranas

Numerosas proteinas que son segregadas al medio extracelular han de insertarse
y atravesar una bicapa lipidica para ejercer su accion biolégica. Ciertas toxinas proteicas
poseen dianas citoplasmaticas, por lo que necesariamente han de alcanzar el citosol para
llevar a cabo su accién toxica (Montecucco ez al., 1991; Olsnes er al., 1993). Los aspectos
relativos a los requerimientos estructurales necesarios para que estas proteinas interac-
cionen con membranas y, como consecuencia de ello, se inserten y/o transloquen a su
través, suponen, al igual que los procesos anteriormente descritos, parte del probiema de
cémo una proteina hidrosoluble atraviesa membranas (Rothmann y Konberg, 1986;
Montecucco et al., 1991; Parker y Pattus, 1993). Gran parte del conocimiento que se
posee actualmente en este terreno se ha obtenido gracias a la resolucién de las estructuras
tridimensionales de estas toxinas. En este sentido, se conocen las estructuras tridimen-
sionales de la toxina de ia difteria de Corynebacterium diphtheriae (l.ondon, 1992: Olsnes
et al., 1993; Parker y Pattus, 1993), del dominio formador del poro de la colicina A de
Escherichia coli (Parker et al., 1989; Parker et al., 1990; van der Goot et al., 1991), de
la é-endotoxina de Bacillus thuringiensis (Li et al., 1991) y de la exotoxina A de
Pseudomonas aeruginosa (Pastan et al., 1992).

Se han encontrado similitudes estructurales entre estas proteinas, que han permitido
postular un mecanismo similar de insercion en la membrana que podria poner de
manifiesto pautas comunes para las toxinas bicatenarias o multicatenarias (Parker y Pattus,
1993). La estructura bésica de estas proteinas estd formada por una agrupacion de o-
hélices (entre 7 y 10) organizadas en tres capas. Cada capa estd formada por 2 6 mis
hélices antiparalelas, algunas de las cuales estan totalmente protegidas del disolvente. En
todos los casos, hay al menos dos «-hélices que por su naturaleza hidrofébica y por su
longitud se puede afirmar que podrian atravesar la bicapa lipidica, si se orientan
perpendicufarmente al plano de la membrana. Este plegamiento comin representa una
forma soluble de empaquetamiento para hélices hidrofébicas o anfipaticas que, per se,
tienen la capacidad de insertarse en membranas (Epand, 1993). Esta similitud en estas
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proteinas consideradas no se manifiesta a nivel de estructura primaria por 1o que se sugiere
podria ser producto de una evolucion convergente.

La conversién de una forma hidrosoluble a otra forma de membrana conlleva
reestructuraciones en las toxinas anteriores. La existencia de cambios conformacionales
en la toxina diftérica a consecuencia de una disminucion de pH (condicién que ha de darse
para que la cadena A de la misma se transloque) se ha determinado por aumento de
sensibilidad a proteasas y estudios de dicroismo circular (Hu y Holmes, 1984), asi como
por técnicas de fluorescencia (Blewitt ef al., 1984). En este estudio se demuestra que el
cambio conformacional viene acompafnado de un aumento de hidrofobicidad que, en
ausencia de membranas puede conducir a una agregacion masiva de la proteina (Collins
y Collier, 1987). El comportamiento de la proteina desnaturalizada térmicamente a pH
7.0, en cuanto a la capacidad de interaccionar con membranas resulta ser comparable al
que demuestra la proteina cuando se encuentra a pH 4cido; esto es, el cambio confor-
macional disparado por disminucion de pH se puede asemejar a un cambio desnaturalizante
(Zhao y London, 1986). Sin embargo, las estructuras de estas formas de la proteina son
diferentes entre si y, a su vez, claramente distintas de la estructura de la proteina
desnaturalizada por cloruro de guanidinio. Este comportamiento conformacional se ha
explicado considerando que algin dominio de la toxina tiene propiedades caracteristicas
de estado de "molten giobule", estado que se reconoce hoy dia como importante en
fenomenos de plegamiento desplegamiento de proteinas, incluyendo procesos de
translocacion a través de membranas (Pheil ef al., 1986; Ptitsyn, 1987; Bychkova et al.,
1988; Baum er al., 1989; Goto y Fink, 1989; Martin et al., 1991). Este estado se
caracteriza por poseer una compactacion y contenido en estructura secundaria similar a los
mostrados por el estado nativo, pero sin una estructura terciaria definida segin se deriva
de estudios de dicroismo circular (Ptitsyn, 1987). Conclusiones similares a las descritas
para la toxina de la difteria se han determinado para las colicinas (Lakey et al., 1994), en
donde de nuevo se alude a caracteristicas propias del glébulo fundido para explicar el
comportamiento conformacional de la colicina A (van der Goot et al., 1991), asi como
para la exotoxina A (Farahbakhsh et al., 1987; Farahbakhsh y Wisnieski, 1989). En el
caso del fragmento formador del poro de la colicina A, se ha demostrado que su capacidad
de insercion en la bicapa es pH dependiente, de modo que es mayor a pH 4acido. La
variacion de la constante cinética de insercidon se correlaciona con la aparicion de un
estado con propiedades tipicas del globulo fundido (van der Goot ef al., 1991).

Las relaciones estructura-funcion en las toxinas monocatenarias en cuanto a la
interaccidon con membranas estdn peor caracterizadas que en los casos anteriores. De
cualquier modo, en alguna etapa del proceso de internacion al citosol ha de darse una
interaccién proteina-membrana gracias a la cual se va a producir el paso de esta proteina
al interior celular. En este sentido, se ha demostrado que protefnas hidrosolubles
monocatenarias sometidas a pH 4cido sufren cambios conformacionales que determinan
una exposicion de regiones hidrofobicas merced a las cuales pueden desestabilizar
membranas modelo e inducir su fusion. Este hecho seria similar al que aparece en las
toxinas bicatenarias. Asi, este fendmeno se ha demostrado con el citocromo c (Gad et al.,
1982), clatrina (Hong er al., 1985), insulina (Farias et al., 1985), lisozima (Arvinte et al.,
1986), «-lactalbimina (Kim y Kim, 1986). Este proceso de interaccién con vesiculas
modelo podria indicar que, al igual que con las toxinas bicatenarias o multicatenarias,
variaciones en los pardametros fisicoquimicos del entorno pueden inducir cambios
estructurales en éstas que las capacite para interaccionar con membranas. Harter et al.
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(1988) sugieren que los marcajes con sondas fotoactivables utilizados en sus experimentos
reflejan una propiedad general de una proteina que se caracteriza por "un estado compacto
con estructura terciaria fluctuante” (Dolgikh et af., 1981, 1984). Recientemente, se ha
estudiado la interaccion de la ricina, asi como sus cadenas A y B independientemente, con
vesiculas modelo de PC y DOPC (Ramalingam et al., 1994). En este trabajo se demuestra
que la cadena A interacciona con membranas de una forma dependiente del pH, de modo
que su insercion de ambas es mayor a pH 4cido. Interesantemente, su hidrofobicidad es
mayor en condiciones acidas debido un cambio conformacional que determina la
exposicion de la regidn altamente hidrofdbica, en concreto, la regién comprendida entre
los residuos 247-257 (Ramalingam et al., 1993; Houston, 1982).

En cualquier caso, los requerimientos estructurales de las proteinas monocatenarias
para que interaccionen con membranas no se han caracterizado aun en detalle. Quizas,
tales requerimientos estructurales que permiten la interaccién con membranas estén
directamente relacionados con la capacidad de estas proteinas para desestabilizar
membranas y transiocarse a su traveés,

FUSION DE MEMBRANAS

Las membranas biolégicas se caracterizan por su estabilidad y por su caricter
dindmico (Gennis, 1989). La estabilidad es un requisito necesario para un elemento
biolégico que estrictamente define o delimita diferentes compartimentos funcionales y
estructurales. Por otra parte, el dinamismo poseeria el mismo rango de necesidad,
considerando que en todos los compartimentos biologicos definidos por membranas existen
procesos de transporte de materia, o de informacion, en sentido amplio, entre el exterior
y el interior, o bien, son elementos que participan en procesos que implican fusién y/o
fision de membranas (Blumenthal, 1987; Wilschut, 1991). La integracion de estas dos
propiedades hacen del proceso de fusiéon un fendomeno de caricter local, desde un punto
de vista espacial, en el que se producen estados intermedios, a menudo reversibles,
resultado de la accidn de proteinas especificas. La energia requerida para el fenomeno de
fusidn, caracteristica de los propios componentes de la membrana, se emplea para
modificar la organizacion de los lipidos de membrana de forma tal que se establezca la
continuidad acuosa y lipidica una vez finalizado el proceso de fusién (Zimmerberg et al.,
1993).

Gran parte del conocimiento de los posibles mecanismos de fusién de membranas
y de interaccién proteina-lipido se deriva de la investigacion de sistemas modelo en los que
se emplean vesiculas lipidicas o liposomas (Wilschut y Hoekstra, 1984, 1986; Szoka,
1987). El empleo de sondas fluorescentes asociadas a vesiculas ha permitido el desarrollo
de ensayos cinéticos, requisito esencial para la determinacion de mecanismos moleculares
de interaccion proteina-lipido (Diizgiines y Wilschut, 1993; Hoekstra y Diizgiines, 1993).

La fusion de membranas implica necesariamente el abandono transitorio de la
estructura definida por la bicapa lipidica (Hui et al., 1981; MacDonald, 1990).
Independientemente de la naturaleza del intermedio de fusion, debe existir una fuente de
energia para que se origine tal transicidn; el estudio de las fuerzas que se establecen entre
dos bicapas estd por ello directamente relacionado con el proceso de fusién (Helm y
Israelachvili, 1993}. La mayor parte del conocimiento a este respecto se ha obtenido a
partir de estudios de agregacidn de liposomas (Nir ef al., 1983; Diizgilines er al., 1985;
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Bentz v Ellens, 1988), de la medida directa de las fuerzas entre bicapas adsorbidas en
superficies de mica (Horn, 1984; Marra et af., 1985) y de las fuerzas existentes entre
vesiculas multilamelares (Mclntosh y Simon, 1986; Rand, 1981)

El proceso global de fusion se puede dividir en dos etapas diferentes: agregacién
y desestabilizacion de las bicapas (Walter y Siegel, 1993). Las fuerzas implicadas en este
proceso comprenden: (1) fuerzas electrostaticas o de Coulomb, (2) fuerzas atractivas de
Van der Waals y (3) fuerzas repulsivas de hidratacion (Nir y Bentz, 1978; Rand, 1981;
Mclntosh, 1986; Helm y Israelachvili, 1993). Una condicion suficiente para la formacion
de un agregado estable de vesiculas es la existencia de al menos un minimo local de
energia libre de interaccidon entre las vesiculas ({minimo secundario). que es funcién
esencialmente de las interacciones electrostiticas y las fuerzas de Van der Waals
{Wilschut, 1991). Por otra parte, para que se produzca el contacto molecular entre bicapas
han de vencerse las fuerzas repulsivas de hidratacion, que comienzan a ser significativas
a distancias comprendidas entre 2 y 3.5 nm, dependiendo de la naturaleza del lipido
implicado. Se¢ ha postulado otra fuerza de atraccién en sistemas de PE en la que la
formacidn de enlaces por puentes de hidrégeno por moléculas de agua entre las bicapas
que interaccionan seria el factor clave (Rand et al., 1988).

En general, las proteinas o péptidos pueden inducir agregacion y/o fusion de
liposomas mediante varios mecanismos (Hong et al., 1991). Independientemente dei
mecanismo, proteinas o péptidos han de interferir en las fuerzas existentes entre las
vesiculas, ya sea disminuyendo la repulsion electrostatica o disminuyendo la repulsién por
hidratacion (Hoekstra y Kok, 1989; Hong er al., 1991). En cualquier caso, la agregacion
de vesiculas estara influida por interacciones lipido-proteina, en donde una séla molécula
de proteina sirve de puente entre las dos vesiculas a agregar; o bien, lo estard por
interacciones proteina-proteina, en donde un agregado de moléculas de proteina actia
como puente (Lampe et al., 1983; Hong er al., 1991). Otra posibilidad que también se ha
considerado, es que proteinas o péptidos afecten las propiedades de la superficie de las
vesiculas de modo tal que establezcan interacciones lipido-lipido como directoras de la
agregacion {Hong e al., 1991). Un sistema modelo caracterizado en detalle es el de la
fusién de vesiculas inducido por poli-lisina (Stollery y Vail, 1978; Gad er al., 1982). La
poli-lisina induce fusion de liposomas compuestos por PS; la condicion dptima de este
proceso se produce cuando se maximiza el nimero de sitios vesicula-péptido-vesicula y
cuando la carga neta del agregado es cero. Por lo tanto, la neutralizacion de cargas parece
esencial para el fenéomeno de fusion.

De un modo similar, péptidos naturales tales como la melitina y la polimixina B
inducen fusion de vesiculas dcidas (Eytan y Almary, 1983; Hong y Vacquier, 1986). En
estos casos el caricter anfipatico de los péptidos les capacita para incorporarse a las
bicapas, mientras que sus extremos policatidbnicos actuarian de "puente” entre las
vesiculas; de nuevo, la fusién es Optima en condiciones en las que la neutralizacion de
cargas es maxima (Hong y Vacquier, 1986). La neutralizacion de cargas es también
necesaria en el proceso de agregacion inducida por la proteina basica de la mielina (Lampe
y Nelsestuen, 1982). 1a disminucién de la carga positiva neta de la proteina por
fosforilacion o eliminacion de residuos de arginina disminuye su capacidad de agregacion
(Cheifetz y Moscarello, 1985). En este caso, la agregaciéon sélo ocurre cuando los
liposomas se encuentran saturados de moléculas de proteina, lo cual es indicativo de la
existencia de un "puente” proteina-proteina entre las vesiculas (Lampe ez al., 1983).
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La agregacion de vesiculas inducida por proteinas y péptidos no conduce
necesariamente a fusidn a no ser que se produzca una desestabilizacién de la bicapa
(Batenburg er al., 1985; White, 1992: Yoshimura et al., 1992; Zimmerberg et al., 1993).
La penetracion en el interior hidrofébico afectaria directamente a la movilidad de los
lipidos, posibilitando la adopcién de estructuras no lamelares que pueden conducir a fusion
{Hong er al.. 1991; Zimmerberg et al., 1993). Numerosos resultados en este sentido se
derivan de los estudios de fusidn de membranas inducido por los denominados péptidos
de tusion de proteinas virales (Lear y DeGrado, 1987; Rafalsky ef al., 1991; Dizgiines
y Shavnin, 1992; White, 1992; Stegmann y Helenius, 1993: Wilschut y Bron, 1993;
Rapaport y Shai, 1994). En algunos de estos sistermas modelo se demuestra que la
desestabilizacion de membrana aun siendo un requisito necesario para inducir fusion puede
no ser un requisito suficiente (Rapaport er al., 1993). Asi, péptidos incorporados en el
interior hidrofébico de las bicapas caracterizados por niveles reducidos en su contenido
de «-hélice, aun peturbando las bicapas no inducian fusion. Aparentemente, la capacidad
de un péptido para adoptar una estructura en «-hélice es también un requisito para que éste
sea competente a la hora de inducir fusion. Este resultado ha sido obtenido con péptidos
derivados de la hemaglutinina del virus de la gripe (proteina responsable inequivocamente
de la fusidén con membranas plasmaticas) (Lear y DeGrado, 1987; Wharton et al., 1988;
Rafalsky er af., 1991), asi como con péptidos anfipiticos modelo (Parente er al., 1988:
Lee er al., 1992). La eliminacion de la estructura helicoidal de estos péptidos medianie
introduccion de residuos de prolina (Lee er al., 1992) o por la sustitucién de dos L-
aminoacidos por sus enantiomeros D-amino4cidos (Rapaport et al., 1993) determina la
pérdida de la capacidad fusogénica del péptido. En términos mas generales se puede decir
que la capacidad fusogénica de péptidos depende de la integracién de factores estruc-
turales, tales como estructura secundaria en «-hélice, grado de penetracién en la bicapa,
capacidad de autoagregacion, y propiedades funcionales tales como capacidad de
agregacion de vesiculas y de desestabilizacion de membranas (Rapaport y Shai, 1994).
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El hecho de que la «-sarcina sea una proteina citotoxica implica que este
polipéptido posee, al menos, dos funciones: una muy especifica actividad ribonucleolitica,
y la capacidad para acceder al interior de las células sobre las que actia. Para desentrafiar
el mecanismo molecular de esta dltima cabria pensar en la existencia de receptores
proteicos para la toxina. Pero no hay ningiln indicio de que los haya. Es mds, el hecho de
que la o-sarcina sea capaz de interaccionar con vesiculas lipidicas de fosfatidilglicerol
puede sugerir que el acceso de la proteina al intertor celular esté mediado por interaccio-
nes con fosfolipidos de la membrana. Con estas perspectivas, los objetivos planteados en

esta fase han sido los siguientes:

* Andlisis de la posible interaccion de la «-sarcina con fosfatidilserina, como
fosfolipido acido de mayor abundancia en las membranas bioldgicas que los ya
analizados fosfatidilgliceroles.

* Estudio de la accesibilidad de la proteina al medio intravesicular, al objeto de
valorar si sus efectos sobre bicapas pueden resultar en una translocacion operativa
en sistemas modelo.

* Modelizacion de la interaccidn con vesiculas modelo.

* Analisis de las relaciones estructura-funcion en lo que se refiere a la capacidad
de la «-sarcina para interaccionar con membranas.
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Materiales

El cuitivo inicial de Aspergillus giganteus MDH 18894, a partir del cual se purifica
la ov-sarcina fue cedido por el Dr. Yaeta Endo de Yamanashi Medical College (Japon). Los
fosfolipidos sintéticos dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG), dimiristoilfosfatidilserina
(DMPS). dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG), los fosfolipidos marcados fluorescentemente
N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)-dimiristoilfosfatidiletanolamina (NBD-PE) y N-(7-
lisamina rodamina B sulfonil)-diacilfosfatidiletanolamina (Rh-PE), asi como el fosfolipido
natural fosfatidilserina de cerebro bovino (PS.), fueron suministrados por Avanti Polar
Lipids (Birmingham, AL, USA). Los fosfolipidos fosfatidilglicerol de huevo (PG,) y
tostatidilcolina de huevo (PC,j fueron de Sigma (St. Louis, MO, USA}. La asolectina
aislada de semilla de soja y posteriormente purificada fue cedida por el Dr. C.
Montecucco de la Universidad de Padua (ltalia).

La sonda fluorescente 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), fue proporcionada por
Aldrich (Milwaukee, WIS, USA}), mientras que su derivado trimetilamonio-DPH (TMA-
DPH), asi como el acido l-aminonaftaleno-3,6,8-trisulfénico (ANTS) y su apagador
bromuro de N,N’-p-xililen-bis-piridinio (DPX), asi como antraceno (ANT) io fueron por
Molecular Probes (Eugene, OR, USA).

Los lipidos fotoactivables 1-palmitoil-2-(2-azido-4-nitrobenzoil)-sxn-glicero-3-
[’H}fosfocolina(PClyl-miristoil-2-[12-(4-azido-2-nitrofenil)amino]dodecanocil-sn-glicero-
3-1"*C)-fosfocolina (PCII) fueron sintetizados en el laboratorio del Dr. C. Montecucco.

[.a tripsina tratada con TPCK fue de Merck (Darmstadt, Alemania), la clostripaina
fue de Millipore Co. (Freehold, NJ, USA) y el inhibidor de tripsina de clara de huevo fue
de Boehringer (Mannheim, Alemania).

Purificacion de la o~sarcina

Los procedimientos de purificacion estan basados en los inicialmente descritos
(Olson y Goerner, 1965; Olson et al., 1965). El hongo Aspergillus giganteus se crece en
un medio liquido (2% almidon de maiz, extracto de ternera 1.5%, peptona 2% y cloruro
sodico 0.5%) a 30°C durante 70-90 horas. La produccidn de «-sarcina se registra
midiendo la absorbancia a 280 nm y el pH del medio de cultivo, asi como mediante
PAGE-SDS. Alcanzado el momento de maxima produccién, el medio extracelular es
separado del micelio y dializado exhaustivamente frente a tampon fosfato 50 mM, pH 7.0,
[a a-sarcina se purifica mediante cromatografia de intercambio i6nico con una resina
Amberlita IRC-50, seguida de sucesivas cromatograffas de penetrabilidad, en concreto, un
Biogel P10 y un Biogel P2. La proteina purificada se obtiene con un rendimiento que
oscila entre 5-50 mg/l de cultivo.

Espectros de absorcién en la region UV-visible

Las medidas espectroscopicas se realizaron en un espectrofotdmetro Beckman DU-7
a una velocidad de barrido de 300 nm/min. Para ello se emplearon cubetas de cuarzo de
pasos opticos de 0.1 y 1.0 cm, dependiendo del volumen y concentracion de la muestra.
LLa concentracidn de «-sarcina se determind considerando un coeficiente de extincion
E®'*(280 nm, 1 cm)= 1.34 (Gavilanes et al., 1983).
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Espectros de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular (CD) fueron realizados en un dicrografo Jobin
Yvon Mark {1l equipado con un arco de xenon de 250 W. Las disoluciones de proteina
se analizaron en cubetas de 0.01 y 0.05 cm de paso dptico en la region del UV-lejano
(longitudes de onda inferiores a 250 nm) y de 1 cm en el UV-préximo (320-250 nm),
respectivamente. Los resultados se expresan como valores de elipticidad molar por residuo
de aminoacido (8.} en unidades de grado x cm* x dmol™, tomando para la «-sarcina 113
como peso molecular promedio por residuo (Sacco e al., 1983). La concentracion de
proteina empieada para las medidas en las regiones del UV-iejano y del UV-proximo se
mantuvo comprendida en los intervalos respectivos 0.1-0.5 mg/mi y 0.5-1 mg/ml. Por otra
parte, la concentracion de péptido empleada estuvo comprendida entre 0.5 y | mg/ml. En
este ultimo caso, las medidas en presencia de vesiculas lipidicas o micelas de detergente.
se realizaron siempre en una cubeta de 0.01 cm de paso Optico. La concentraccion de
proteina fue determinada por medidas de absorcion, o bien mediante analisis de
aminodcidos, y las concentraciones de péptidos mediante andlisis de aminoéacidos.

Espectros de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia fueron realizados en un espectrofluorimetro SLM
Aminco 8000C equipado con un arco de xenon de 450 W, empleando cubetas de 0.2 6 0.4
cm de paso Optico. Las medidas fueron realizadas a 25°C 6 37°C. Las anchuras de rendija
fueron de 4 nm, tanto para el haz de excitacién como para el haz de emision. El voltaje
de los canales de ajustd en cada caso de modo que la sefial recibida se encontrd siempre
entre los limites aconsejados. Cuando fue necesario, para evitar los efectos de la
dispersion de luz debida a la turbidez de las mezclas proteina-vesiculas, se emplearon
polarizadores de calcita Glan-Thompson (el polarizador de excitacién se orientd
horizontalmente (90°) y el de emision verticalmente ((°); en cualquier caso, la
absorbancia de la muestra a la longitud de onda de excitacién nunca fue superior a 0.06.
Todos los espectros de emision de fluorescencia de proteinas obtenidos fueron corregidos
por el factor instrumental del aparato.

Medidas de polarizacién de fluorescencia

Las medidas de polarizacion de fluorescencia se han llevado a cabo en un
espectrofluorimetro SLM Aminco 8000C en cubetas de 0.2 ¢cm de paso éptico. Los
polarizadores empleados, tanto para la excitacidn como para la emisién, fueron
polarizadores de calcita Glan-Thompson. Las vesiculas empleadas fueron marcadas con
1,6-difenii-1,3,5-hexatrieno (DPH), o bien con su andlogo trimetilamonio-DPH (TMA-
DPH) de acuerdo a Gavilanes et al. (1985). La relacion DPH/lipido o TMA-DPH/lipido
fue 1/1000 6 1/100, respectivamente. El tampdn empleado fue Mops S0mM, NaCl 0.1M,
EDTA 1mM, pH 7.0, siendo la concentracién de lipido de 80 pg/mL. Tras la excitacién
a 365 nm, se midieron simultaneamente las componentes horizontal y vertical de la
radiacion emitida a 425 nm por DPH o TMA-DPH; los resultados son proporcionados en
forma de valores de polarizacién o de anisotropia de fluorescencia.

Espectros de absorcion en el infrarrojo

Las medidas de absorcion en el infrarrojo fueron realizadas en un espectrofotdme-
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tro Nicolet 520 FT-IR. La muestra de proteina o de complejo lipido-proteina fue dispuesta
entre dos ventanas de CaF,, empleando separadores de teflén de 50 pm. Todos los
tampones empleados para la disolucion de las muestras fueron preparados en presencia de
D,0. Previamente a la toma de datos se procede a la termostatizacion de la camara de
observacién mediante la accién de un bafio circulante, asi como a la eliminacion del vapor
de agua de la misma cdmara gracias a un compresor de aire seco (Balston). Para cada
ensayo se adquieren 216 barridos tanto de referencia (aire) como de muestra. Los barridos
de promedian v se apodizan con la funcién Happ-Gentzel, obteniéndose una resolucién de
2cm’. Los interferogramas de la muestra y de los disolventes se transforman en espectros
de transmitancia, se relativizan con el espectro de referencia y se transforman posterior-
mente en espectros de absorbancia. La contribucion de los disolventes se elimina del
espectro original de la muestra mediante sustraccion digital.

Formacidn de vesiculas de fosfolipidos

El protocolo de formacion de vesiculas lipidicas empleado supone la hidratacién
de una pelicula lipidica obtenida por evaporacion a vacio de una disolucion orgéanica del
fosfolipido (cloroformo/metanol 2:1). La hidratacién se realiza durante 1 h a una
temperatura superior a la temperatura de transicion de fase del fosfolipido (T,,); en el caso
de emplear una mezcla de fosfolipidos, la temperatura de hidratacién fue siempre superior
a la del fosfolipido que posee mayor T,. El tampén empleado dependié del ensayo que se
pretende realizar. La suspensién de lipidos formada tras la etapa de hidratacion,
constituida por vesiculas multilamelares, se somete a cinco ciclos sucesivos de extrusion
en un Extruder (Lipex Biomembranes) a través de dos filtros de policarbonato de 100 nm
de didmetro de poro. Con esta metodologia se consigue una poblacién de vesiculas
unilamelares con un diametro promedio centrado alrededor del diametro del poro del filtro
(Mayer et al., 1985, 1986; Hope ez al., 1985).

Ensayos de unién proteina-vesicula

Los estudios de unton de a-sarcina a vesiculas lipidicas se llevaron a cabo mediante
dos metodologias: ultrafiltracion y ultracentrifugaciéon. En ambos casos las muestras
correspondientes a diferentes relaciones lipido-proteina se incubaron a 37° (42°C para
DMPS) durante 1 h en Mops 50mM, NaCl 0.1 M, EDTA 1mM, pH 7.0; la concentracion
de lipido empleada fue de 160 uM. En la separacién del complejo lipido-proteina realizada
mediante ultrafiltracion se emplearon filtros Miilipore SIGVLO4NS de 0.22 micras de
didmetro de poro; tras la filtracion se determiné el contenido en proteina y fosforo del
filtrado. El contenido de f6sforo en éste era nulo, asi como también lo era la retencién de
proteina libre en el filtro, segin ensayos control sin vesiculas. En el caso de la
ultracentrifugacion, el complejo lipido-proteina se centrifugo en una AIR-FUGA (Beckman
Airfuge) empleando un rotor tipo A-95. La centrifugacion se realizé a 160000 x g (90000
rpm) durante 45 min a 4°C. Tras la ultracentrifugacion se determind el contenido en
fosforo y en proteina del sobrenadante. En las condiciones del ensayo la sedimentacion de
proteina libre en ausencia de vesiculas es nula, asi como la presencia de vesiculas en el
sobrenadante (esto ultimo se determiné usando fosfolipidos marcados radiactivamente).

Ensayos de agregacion de vesiculas

Los estudios de agregacion de vesiculas de fosfolipidos se llevaron a cabo midiendo
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la variacion de absorcion a 360 nm de una suspension de vesiculas de fosfolipidos recién
preparadas tras afiadir o-sarcina. Las medidas se realizaron en un espectrofotometro
Beckman DU-8 equipado con portacubetas termostatizado. En todos estudios se
consideraron controles en ausencia de proteina. Los ensayos se realizaron en Mops 50mM,
NaCi 0.1 M, EDTA tmM, pH 7.0 a 37°C (42°C para DMPS).

Ensayos de mezcla de lipidos

La mezcla de lipidos de membranas se estudié mediante medidas de la variacion
de la transferencia de energia de resonancia (Struck er al., 1981). Para ello se emplearon
vesiculas que contenian incorporadas en la bicapa las sondas fluorescentes NBD-PE y Rh-
PE al 1% y 0.6%, respectivamente. De acuerdo con este esquema experimental, la mezcla
de reaccién contenia una poblacion de vesiculas compuesta por vesiculas marcadas y
vesiculas no marcadas a una relacion 1:9 6 1:1. En la situacién inicial {as sondas
fluorescentes se encuentran en la bicapa a una densidad superficial tal que hay una elevada
transferencia de energia de resonancia entre ellas (el NBD-PE actuaria como donante y la
Rh-PE como aceptor). La disminucién de la densidad superficial de sondas como
consecuencia de la fusion con bicapas carentes de ellas se traduce en una disminucion
tineal de la eficacia de la transferencia de energia entre las sondas.

En un tipo de medidas se han realizado espectros de fluorescencia en estado
estacionario de preparaciones de vesiculas y a-sarcina incubadas durante 1 h en Mops 50
mM, NaCl 0.1 M, EDTA 1 mM, pH 7.0, a 37°C (42°C, para DMPS). Los medidas se
realizaron segin se ha descrito previamente en el apartado "Espectros de fluorescencia”.
Los espectros de emision obtenidos excitando ia muestra con radiacion de 450 nm de
longitud de onda mostraron maximos de emision centrados alrededor de 530 nm y 585 nm,
correspondientes a la emision de NBD-PE y Rh-PE, respectivamente. La eficacia de
transferencia se definié como (%ET)= (1-F/F,) - 100 donde F y F, son la intensidad de
fluorescencia a 530 nm en presencia y en ausencia de Rh-PE, respectivamente.

De un modo similar al anterior, se ha estudiado la cinética de la mezcla de lipidos.
Asi, se registrd Ja variacion de la emision de fluorescencia a 530 nm, para excitacion a
450 nm, en modo continuo. En este caso, se manejé una relacion vesiculas marcadas a no
marcadas de 1:1 (Wilschut er al., 1985; Walter y Siegel, 1993); en caso de variar esta
proporcion se han de introducir los factores de probabilidad especificos para cada relacion
con el fin de corregir los porcentajes de fusion, considerando los ciclos de fusion
silenciosos, esto es, ciclos que no originan variacion en la sefial de fluorescencia. En este
caso particular, solo la fusién entre vesiculas marcadas y no marcadas produce tal
variaciéon. Considerando la definicion anterior para eficacia de transferencia de energia
tendriamos que

(%ET); = 1-[(Fsw)o.sn ru/{Fssodox ral - 100
(BET),= 1-[(Fs30)o3% ro/(Faso)ox el © 100
para vesiculas conteniendo 1% NBD-PE y 0.6% Rh-PE y vesiculas con 0.5% NBD-PE

y 0.3% Rh-PE, respectivamente. La variaciéon total de %ET en estas condiciones
experimentales sera:
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AET = (%ET), - (%ET),

Por tanto, cuando en el ensayo 1:1 se haya producido el 100% de fusion, el AET
sera el anterior, que se correlaciona con un AF;, cuyo valor es:

AFg = (F530)0.3% Rh ~ (FSSO)O% Rh

Ahora bien, el 100% de dimeros se habra formado cuando la variacion de F.s, sea
la mitad de la anterior, ya que ia probabilidad de que se produzca fusion entre vesiculas
que produce dilucion de sondas es 0.5 (sélo entre marcadas y no marcadas). Por tanto, €l
100% de dimeros se correlaciona con un AF,;, cuyo valor es:

AF‘5, = AF3/2
De este modo, el porcentaje de dimeros formado a un tiempo t serd

% dimeros = {[(Fso) - (Fsao)osx rul/(AFs30/2)} - 100
y la velocidad del proceso sera

v = d(%dimeros)/dt

Pero esta velocidad esta implicitamente dividida por la concentracion de lipido total
en el ensayo. En efecto, AFs,, es proporcional a la concentracion de lipido total (al
aumentar esta concentracion también aumenta la concentracién de sondas y por lo tanto
su intensidad de fluorescencia, si no hay efecto de filtro interno, que no lo debe haber en
este infervalo de concentraciones),

Por ello si se quiere estudiar el orden de la reaccién de formacion de dimeros de
fusion respecto a la concentracion de lipido hay que anular la participacién de la
concentracién de lipido en el valor de v, o lo que es igual, eliminar la normalizacién que
lleva implicita. Para ello hay dos posibilidades:

* estudiar la variacion de log [v x (lipido)] vs log [(lipido)]
* estudiar la variacién de log v vs log [(lipido)] siendo

v = d[(Fs), - (Fs3)oes1/dt
cuya pendiente sera el orden de reaccion.
Estudios de permeabilidad de membrana

Los estudios de los efectos que sobre la permeabilidad de membranas ejerce la o-
sarcina se han llevado a cabo midiendo la liberacién del fluoréforo Acido 1-aminonaftale-
no-3,6,8-trisulfébnico (ANTS), previamente encapsulado junto con su apagador bromuro
de N,N"-p-xililen-bis piridinio (DPX), desde el interior acuoso de vesiculas de fosfolipidos
(Ellens et al., 1985; Parente et al., 1990; Murata et al., 1992). El protocolo general fue
el siguiente: la pelicula de fosfolipido formada tras secar a vacio una disolucion
clorotérmica del mismo, se hidrata durante 1 h a 37°C en Tris 10mM, NaCl 20mM,
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ANTS 12.5mM y DPX 45mM, pH 7.5, a una concentracion de fosfolipido de 1mg/mL.
La suspension de vesiculas muitilamelares formadas de esta manera se somete a cinco
ciclos de congelacion descongelacién con nitrégeno liquido. Se ha demostrado que este
proceso incrementa la eficacia de encapsulacién de solutos hidrofilicos. Asi, de una
situacion inicial en la que no existe una distribucién de equilibrio transmembranal, y ia
eficacia de encapsulacién para el soluto es muy baja, se llega a eficacias de atrapamiento
de hasta el 30% (Mayer et al., 1985, 1986; Hope et al.. 1985). Posteriormente, esta
suspension se somete a cinco ciclos de extrusion para obtener vesiculas unilamelares, tal
y como se ha descrito anteriormente. La separacién del material no encapsulado se realizé
mediante cromatografia de penetrabilidad empleando una columna de Sephadex G-75
(Pharmacia), equilibrada en tampén Tris 10 mM, NaCl 0.1 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5.
Las medidas de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorimetro SLM Aminco 8000C
equipado con polarizadores Glan-Thompson (ver apartado anterior "Ensayos de mezcla de
lipidos™). Los espectros de emision de fluorescencia mostraron un méaximo centrado
alrededor de 510 nm. El espectro de emision de fluorescencia de las vesiculas en ausencia
de «-sarcina. situacidn considerada como 0% de liberacion, se caracteriza por una
fluorescencia remanente muy baja (menor del 4% de la fluorescencia correspondiente al
{00% de liberacion) debido a que el ANTS se encuentra apagado por el DPX en ¢l
interior de las vesiculas; el 100% de liberacion se consigue mediante la lisis de las
vesiculas con Triton X-100 1% concentracion final. En esta situacion el apagamiento de
fluorescencia del ANTS por el DPX ha desaparecido.

Ensayos de mezcla de contenidos acuosos

Los estudios de mezcla de contenidos acuosos se han realizado empleando el mismo
sistema ANTS/DPX, en donde, del mismo modo que en el ensayo anterior, se registra la
cinética de variacion de intensidad de fluorescencia del ANTS. En este caso se preparan
dos poblaciones de vesiculas: 1) vesiculas que contienen ANTS 25 mM (la hidratacién de
las vesiculas se realiza en tampon Tris 10 mM, pH 7.5, ANTS 25 mM, CINa 40 mM) y
i1) vesiculas con DPX 90 mM (el tampén de hidratacion es Tris 10 mM, pH 7.5, con DPX
90 mM). Las vesiculas se prepararon segin el método descrito anteriormente de extrusion
con filtros de 0.1 um de didmetro, previos ciclos de congelacién-descongelacion. Las
vesiculas asi formadas se separaron del! material no encapsulado mediante cromatografia
de penetrabilidad en Sephadex G-75 (Pharmacia), equilibrado en tampdn Tris 10 mM, pH
7.5, CINa 0.1 M, EDTA 1 mM. Los ensayos de mezcla de contenidos acuosos se
realizaron afiadiendo la proteina o péptido a una poblacién de vesiculas formada por unas
conteniendo ANTS y otras DPX, en una relacion (1:1). La mezcla de los contenidos
acuosos de vesiculas de diferente tipo determina una disminucidn en la intensidad de
fluorescencia del ANTS debido al apagamiento ocasionado por DPX. La pérdida de la
integridad vesicular tras los ciclos de fusion determina la liberacién de los compiejos
formados, con la consiguiente recuperacién de la intensidad de fluorescencia del ANTS
(Dizgines y Wilschut, 1993; Ellens ef al., 1985; Wilschut, 1991).

Medidas de dispersion de luz a 90° mediante técnicas de flujo detenido

L.as medidas de intensidad de [uz dispersada a 90° fueron realizadas en un aparato
de flujo detemido Hi-tech Canterbury SF-40 equipado con una fuente de luz halégena de
50 W. La longitud de onda de la radiacidn incidente fue de 360 nm, midiéndose la
radiacion dispersada con un fotomultiplicador PM-60. La constante de tiempo seleccionada
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fue de 33 ms. Las disoluciones de proteina y las suspensiones de vesiculas empleadas en
los ensayos fueron siempre preparadas en el momento, considerando que las concentracio-
nes efectivas eran las de la camara de observacion, es decir, las resultantes de la mezcla
1:1 de los dos medios. Las velocidades iniciales de agregacion se determinaron a partir
del tramo lineal de variacién de la intensidad de luz dispersada (en un intervalo de 0.5 s).
Los valores proporcionados son el promedio de 6 medidas secuenciales. La contribucion
de las vesiculas por si solas se tuvo en cuenta con los respectivos controles en ausencia
de proteina.

En las medidas de intensidad de luz dispersada a 9%0° se cumple:
[ =8 (dp/dc)’ - C- M ()

I, intensidad de luz dispersada a 90° (en este caso, medida en voltios)

B, constante instrumental

n, indice de refraccion

(dn/dc), variacion del indice de refraccion del disolvente producida por el soluto
que produce la dispersion

C, concentracion en g/litro del soluto que produce la dispersion

M. peso molecular del soluto

Para que esta ecuacion se cumpla ha de suceder que:
1. la dependencia angular de la radiacion dispersada con respecto al peso molecular

del soluto que dispersa sea minima. Esto ocurre para vesiculas unilamelares monoméricas
(Wei er af., 1982)

2. el segundo coeficiente del virial sea cero para las vesiculas y para complejos
vesicula-proteina (Neisestuen y Lim, 1977)

3. la intensidad de luz dispersada debida a la proteina libre sea muy pequeiia. Para
la protrombina, mayor que la «-sarcina, su contribucién es menor del 10% de la luz
dispersada por vesiculas (Nelsestuen y Lim, 1977).

Todas estas suposiciones se cumplen bien en los primeros instantes del proceso de
interaccion proteina vesicula. Por ello, los estudios realizados se basan en la medida de
velocidades iniciales del proceso de agregacion (tiempos inferiores a 1 seg).

Segiin la ecuacion (a), manteniendo constante C, quedaria:

Il=a-M (b
en los primeros instantes del proceso, esto es valido pues aunque pueda variar algo el peso
molecular de (a estructura dispersante, C no lo haria tanto ya que aparece en g/litro y no
en concentracién molar.

Segun la ecuacion b:

(dl/dt)—o = o - (dM/dt).
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Dy = L = - My

siendo M, el peso molecular de las vesiculas que son el soluto dispersante a t=0
a = /My
(dl/dt),, = (I,/M,) - (dM/dt},., (c)

El proceso de agregacion de vesiculas inducida por [a proteina se puede considerar
como:

M \4 M agregado

ya que lo que se va a medir, I, depende del peso molecular de lo que dispersa. La
velocidad del proceso sera:

v = (dM/dt),_., = k - C, velocidad inicial

en donde k es la constante de velocidad del proceso y C, la concentracion en g/l de las
vesiculas, ya que vamos a medir intensidad de luz dispersada y ésta es proporcional a
concentracion en g/l y no concentracion molar.

Segin la ecuacidn c:
v = (dM/dt),_, = (dI/dt)., - ML) = k- G,
k = (dl/dt),—, - (M/Ly) - (1/Cy)
M/C, = 1/V,
siendo V, la concentracién molar inicial de vesiculas
k = (dl/dt),_, / (I, - V)
Esta ltima expresion es la utilizada por Lampe et al. (1983)
Calorimetria diferencial de barrido

Las medidas de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se llevaron a cabo en un
calorimetro Microcal MC-2 DSC (Microcal Inc.: Northampton, MA, USA) a una
velocidad de barrido de 0.5°K/min (30°C/h) y una presién constante de 2 atm. La
adquisicion de datos asi como su andlisis se realizé mediante el software DA-2 y Cpcalc.
Las funciones de exceso de capacidad calorifica se obtuvieron tras la sustraccion de la
linea base y la correccion por el tiempo de respuesta instrumental segtin procedimientos
descritos anteriormente (LOpez Mayorga y Freire, 1987). Todas las medidas se han
realizado en tampon Mops 50 mM, pH 7.0, con NaCl 0.1M y EDTA | mM. Los
complejos proteina-lipido se prepararon en la propia célula calorimétrica, mezclando ia
cantidad apropiada de cada uno de los componentes, incubandose la muestra 1 h a 37°C.
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Encapsulacion de tripsina en vesiculas de fosfolipidos

El protocolo de formacion de vesiculas lipidicas que contienen en su interior
tripsina activa fue el siguiente: una pelicula de lipido obtenida mediante evaporacion a
vacio de una disolucién orgénica de asolectina o de PC de huevo fue hidratada con tampén
Mops 50 mM, pH 7.0 que contiene NaCl 0.1 M y tripsina pretratada con TPCK. La
concentracion de lipido es de 10-20 mg/mi y la de tripsina es de &-10 mg/ml. La
hidratacion se realiza a 37°C durante 1 h, agitando la disolucion en vortex hasta
resuspender totalmente la pelicula lipidica. La disolucion fue posteriormente sometida a
congelacién con nitrdgeno liquido, descongelandose posteriormente a temperatura
ambiente; este proceso de congelacién-descongelacidn se repitio 5 veces. Finalmenie, esta
disolucion fue sometida a 5 ciclos de extrusion en un Extruder a wravés de 2 filtros de
policarbonato de 100 nm de didmetro de poro, obteniéndose de esta forma vesiculas
unilamelares (ver apartado Formacion de Vesiculas de Fostolipidos). E! material no
encapsulado se separ¢ de las vesiculas mediante cromatografia en columnas de Sephadex
(G-75 dispuestas en jeringuillas desechables; las vesiculas se eluyeron mediante
centrifugacion de las mismas (500xg durante 2 min). La tripsina no encapsulada se eluyo
posteriormente repitiendo el proceso.

Digestion triptica intravesicular de «-sarcina

La digestion de a-sarcina se realizé afiadiendo a-sarcina (10 pg) a 0.2 ml de una
disolucién de liposomas que contienen tripsina en Mops 50 mM, pH 7.0, NaCl 0.1 M a
una relacién lipido-proteina adecuada. La presencia de inhibidor de tripsina de clara de
huevo (13.6 uM) en ¢l exterior vesicular impide cualquier actividad triptica extravesicular.
Esta disolucién se incuba a 37°C parandose la digestion a los tiempos considerados
mediante adicion de un volumen de acetona/etanot (1:1) a -20°C. Las muestras se agitaron
vigorosamente durante 15 min a 4°C, manteniéndose posteriormente a -20°C durante una
noche. El precipitado de proteina libre de lipido formado de esta forma se secéd y
redisolvid en un volumen adecuado de tampoén de aplicacion de electroforesis para
posterior analisis en geles de poliacrilamida al 15%. Tras la tincién de los geles ésios
fueron sometidos a densitometrado en un espectrofotémetro Beckman DU-8. El drea
comprendida bajo el pico correspondiente a la o-sarcina fue empleado para estimar el
porcentage de proteina no degradada. Los controles de 100% de degradacion se obtuvieron
mediante la adicion de Triton X-100 (1% concentracion final) a una disolucién de
vesiculas con tripsina pero en ausencia de inhibidor en el medio extravesicular. La
actividad de la tripsina empleada fue inicialmente comprobada registrando la hidrélisis del
sustrato cromogénico Val-Leu-Lys-p-nitroanilida-2HC| mediante medidas de absorcion a
una longitud de onda de 405 nm.

Encapsulacion de tRNA en vesiculas de fosfolipidos

El proceso de formacién de vesiculas es idéntico al descrito en el apartado anterior
de Encapsulacion de Tripsina en Vesiculas de Fosfolipidos. En este caso, el tampodn de
hidratacton de las vesiculas contiene tRNA de levadura (Sigma; tipo X-s) a una
concentracion de 3-5 mg/ml. Las vesiculas se separaron del material no encapsulado
mediante ciclos de centrifugacion a 127000xg en una Airfuge {(Beckman) empleando un
rotor A-95. El sedimento final fue resuspendido en un volumen adecuado de Mops 50
mM, pH 7.0, NaCl 0.1M.
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Degradacién de tRNA encapsulado por a-sarcina

Diferentes volimenes de una disolucién de «-sarcina 0.17 mM se afiaden a 0.2 ml
de una disolucion de vesiculas de asolectina o de PC de huevo en Mops 50 mM, pH 7.0,
NaCl 0.1 M. La disolucién se incuba durante 3 h. a 37°C tras lo cual se afiade un
volumen de HCIO, al 10% que contiene acetato de uranilo al 0.25% (p/v) y BSA (0.2
mg/ml). La disolucion resultante se mantuvo en hielo durante 30 min tras lo cual se
centrifuga a 3000xg durante 20 min a 4°C. Posteriormente se mide la absorbancia a 260
nm de los sobrenadantes en un espectrofotémetro Beckman DU-7. Tal valor es funcién de
la concentracién de oligontcledtidos solubles en acido producidos por la actividad
ribonucleolitica de la w-sarcina. Los blancos para estas medidas fueron muestras de
vesiculas tratadas de la misma forma pero a las que no se afiadié protefna. Este analisis
esta basado en el empleado para medir actividad ribonucleasa de a-sarcina frente a RNA
purificado de levadura (Martinez del Pozo ef al., 1989).

Fotomarcaje de o-sarcina

La formacion de vesiculas con fosfolipidos fotoactivables para posterior fotomarcaje
de «-sarcina se llevd a cabo bajo luz roja de la siguiente forma: en primer lugar, se formo
una pelicula lipidica mediante evaporacion en corriente de nitrégeno de una mezcla de
lipidos en cloroformo:metanol 1:1 (v/v) mas las sondas PCI (1-palmitoil-2-(2-azido-4-
nitrobenzoil)-sn-glicero-3-[’H)fosfocolina) y PC2 (1-miristoil-2-[12-(4-azido-2-nitro-
fenil)amino)dodecanoil-sn-glicero-3-["*C]-fosfocolina). A continuacién las peliculas se
redisolvieron en dietiléter, volviéndose a secar posteriormente en corriente de nitrégeno.
[La relacién molar PCI/lipido total fue de 0.006%, siendo la radiactividad total de 5 x 10°
dpm; para la sonda PCII la relacion molar fue de 0.018% y la radiactividad fue 1 x 10°
dpm. Tras la eliminacién de las trazas organicas la mezcla lipidica se disolvio en tampén
Mops 50 mM, pH 7.0, NaCl 0.1 M, sometiéndose a sonicacién en bafio durante 30 min
a una temperatura superior a la de transicion de fase del lipido. Los complejos «-sarcina
lipido se formaron por adicion de a-sarcina (20 ug) a la disolucion de vesiculas marcadas,
incubdndose la mezcla durante 1h a 37°C. A continuacion las muestras se irradiaron con
una lampara UV de larga longitud de onda UVL-56 Ultraviolet Products (Montecucco,
1988) durante 10 min a temperatura ambiente y con un filtro de cristal. La proteina se
recuper6é mediante extraccion con etanol al 70% para posterior anilisis en PAGE-SDS. A
continuacion los geles se dividieron en rodajas de 2 mm de espesor, que se incubaron
independientemente durante 12 h con 300 ul de solubilizador de tejidos Packard Soluene
350. El contaje de radiactividad se realizd en un contador de centelleo Beckman LS-3801,
tras la adicion de 4 ml de liquido de centelleo Packard Instagel e incubacion durante 6 h.

Microscopia electrdnica

Las vesiculas de fosfolipidos se preparan como se ha indicado anteriormente (véase
Formacion de Vesiculas Lipidicas) a una concentracion de 2.5 mg/ml. Las mezclas
péptido-vesiculas se preparan por incubacion de la correspondiente cantidad de cada uno
de ellos, segln se indica en cada caso. Sobre una gota de la muestra a analizar se deposita
una rejilla de cobre recubierta de Formvar-carbono, sobre la que previamente se realizd
una descarga eléctrica en un "glow-discharge”. El sistema se mantiene en estas
condiciones durante 2 min, tras lo que se procede a secar el exceso de muestra con un
papel de filtro. La rejilla con la muestra se incuba con Acido fosfotingstico al 2%
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(peso:volumen), pH 7.0 durante 5 min. Tras secar la rejilla se observa en un microscopio
electrénico de transmisién Zeiss EM 902 (Jena, Alemania).

Reduccidn y carboxiamidometilacion de «-sarcina

Los puentes disulfuro de la o-sarcina se redujeron y carboxiamidometilaron del
siguiente modo: una disolucion de «-sarcina (10 mg/ml) en tampodn de desnaturalizacion
(Tris-HCI 1.0 M, EDTA 2 mM, cloruro de guanidinio 6 M, pH 8.0} se mantiene a 37°C
durante | h, tras lo cual se afiade ditiotreitol sélido hasta una concentracién final de 25
mM (exceso 10 veces molar sobre residuos de cisteina). Tras ser gaseada con nitrégeno,
la disolucidn se mantiene a 37°C durante 90 min. Finalmente, y tras afiadir iodoacetamida
solida hasta una concentracion final de 250 mM, la disolucidn se incuba en oscuridad a
37°C durante 60 min. La proteina asi tratada se purifica mediante una cromatografia de
penetrabilidad en una columna de Bioge! P2 (2 x 15 cm) equilibrada en dcido acético 50
mM. Las fracciones con proteina se recogen y se liofilizan. La extension de la
modificacién se verifica mediante anilisis de aminoacidos.

Analisis de aminoacidos

Los andlisis de aminoacidos se han llevado a cabo con un analizador automatico
Beckman Model 6300. Las muestras se hidrolizaron en HCI 5.7 N con fenol 0.1% (p/v)
(0.2 ml volumen total) durante 24 h a 110°C, en tubos Pyrex cerrados a vacio. Tras este
proceso, las muestras se secan a vacio con un sistema de centrifugacion a vacio Speed-Vac
(Savant), lavandose posteriomente dos veces con 0.2 ml de agua destilada. Los
hidrolizados secos se disolvieron en 50 u! de tampdn Na-S (Beckman),

Digestiones proteoliticas

Digestion por clostripaina: previamente a la digestién, la enzima ha de activarse
incubdndola durante 2-3 h en ditiotreitol (DTT) 7.6 mM, CaCl, 2.03 mM (Giles ez al.,
1979). Posteriormente, la «-sarcina, o cualquier forma modificada de la misma, se
disuelve en Tris-HC] 0.1 M, NaCl 0.1 M, DTT 1 mM, CaCl, 1 mM, pH 7.0, a una
concentracion de 1-5 mg/ml. La enzima se afiade a esta disolucién a una relacidén proteina-
enzima de 50:1, manteniéndose la digestion durante 5 h a 37°C.

Digestién por tripsina: la proteina a digerir se disuelve en Tris 50 mM (o Mops
50 mM), NaCl 0.1 M, pH 7.5, a una concentraciéon comprendida entre 1-5 mg/ml. La
tripsina, disuelta en el mismo tampoén a una concentracién de 1 mg/ml, se afade a la
anterior disolucion de modo que se obtenga una relacion 50:1 (proteina/enzima). La
digestion se mantiene a 37°C durante un minimo de 3 h.

Ensayo de actividad ribonucleasa de la a-sarcina

La actividad ribonucleasa especifica de la «-sarcina se ha puesto de manifiesto
mediante un ensayo que hace uso de un lisado de reticulocitos de conejo (Promega), tal
y como se ha descrito previamente (Lamy y Davies, 1991; Lacadena et al., 1994). Este
lisado (50 ul) fue tratado con a-sarcina nativa, o con a-sarcina modificada quimicamente
{40 ng), en tampdn Tris-HCl 40 mM, KCIl 40 mM, EDTA 10 mM, pH 7.5, durante 15
min a temperatura ambiente. La reaccién se paré por la adicién de 0.25 ml de Tris-HCl
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50 mM, SDS 0.5% (p/v), pH 7.5, incubdndose la mezcla durante 5 min a temperatura
ambiente. La extraccion de RNA se realizé con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(24:24:1) y, posteriormente, precipitada con etanol. Este RNA se analizo en geles de
agarosa al 2.4% y se reveld por tincion con bromuro de etidio de acuerdo con protocolos
estandar,

Alineamiento y comparaciones de secuencias de aminodcidos. Prediccién de
estructuras secundarias

Los alineamientos y comparaciones de secuencias de residuos de aminoacidos se
han llevado a cabo de acuerdo al algoritmo desarrollado por Needleman y Wunsch
empleando el programa ALIGN (Doolittle y Feng, 1990). La prediccion de estructuras
secundarias se ha basado en las secuencias de aminodcidos previamente descritas. La
prediccion de giros 3 se ha llevado a cabo segdn Chou y Fasman (1978) y Gavilanes et
al. (1984). Los elementos estructurales de a-hélice y estructura 3 se han predicho segin
el método de Gibrat er al. (1987). Los arboles filogenéticos se han construido consideran-
do la matriz de distancia y el orden de ramificacion de acuerdo al programa PAPA
{Doolittle y Feng, 1990). Los perfiles de flexibilidad se han obtenido utilizande los
pardmetros aportados por Karplus y Schulz (1986) de acuerdo al programa EPIPL.OT
(Menéndez Arias y Rodriguez, 1990). El alineamiento de estructuras de proteinas fue
realizado con el programa Insight Il de BIOSYM manejando las coordenadas de las
correspondientes estructuras cristalinas obtenidas del Banco de Datos de Proteinas del
Laboratorio Nacional de Brookhaven (Protein Data Bank) (Berstein et al., 1977: Abola
et al., 1987).

Determinacion de los contenidos de estructura secundaria a partir de los
espectros de CD y de FTIR

Los calculos de los diferentes porcentajes de estructura secundaria de proteinas o
péptidos a partir de espectros de dicroismo circular se han llevado a cabo empleando el
método CCA ("convex constraint analysis") de Perczel et al. (1991). Dicho método no
hace uso de datos referentes a estructuras proteicas determinadas mediante difraccion de
rayos-X, asi como de espectros de referencia. La desconvolucién de los espectros
experimentales proporciona espectros componentes basicos practicamente idénticos a los
considerados como tales y que se han derivado de estudios de polipéptidos modelo de
estructura conocida.

La determinacion de estructuras secundarias a partir de la banda amida I’ de los
espectros de infrarrojo se ha llevado a cabo segin Goormaghtigh ef al. (1990, 1993).
Brevemente, la region correspondiente a la banda amida I’ del espectro se somete a
desconvolucion de Fourier empleando una curva Lorentziana para la desconvolucion y una
Gaussiana para la apodizacion (Kauppinen et al., 1981). La evaluacidn cuantitativa de los
diferentes componentes de la banda amida I’ (exclusivamente el intervalo comprendido
entre los mimeros de onda 1700 cm™ y 1600 cm™) revelados por la desconvolucion se
llevod a cabo empleando un ajuste iterativo de minimos cuadrados a curvas Lorentzianas.
Previamente al ajuste, se sustrae la linea base (una linea que conecta a través de las
ordenadas a 1700 cm' y 1600 cm™). Los paridmetros iniciales del ajuste son los
especificados en Goormaghtigh et al. (1990). La proporcién de una estructura secundaria
particuiar se considera como la proporcion entre el irea de las bandas cuyos maximos se
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encuentran localizados en la region que se asigna a tal estructura y el area resultante de
la suma de todas las bandas individuales cuyos maximos se encuentren entre 1689 cm™ y
1615 cm™.

Sintesis y purificacion del péptido «S(116-139)

El péptido ha sido sintetizado con el extremo C-terminal en forma de amida en un
sintetizador de péptidos automdtico miiltiple (AMS 422, Abimed) empleando procedimien-
tos de sintesis de fase soOlida y quimica estindar Fmoc en una base de 25 umoles. La
sintesis se llevé a cabo en una resina N-o-Fmoc-DMP [(4-(2°,4°-dimetoxifenil-Fmoc-
amino-metil)-fenoxi] (Novabiochem}, con aminoacidos Fmoc-protegidos activados in situ
con PyBOP (benzotriazol- 1 -il-oxi-tris-pirrolidinofosfonio hexa-fluorofosfato) en presencia
de N-metil morfolina y 20% piperidina/dimetilformamida para la desproteccion. Los
grupos de proteccion para las cadenas laterales son: tBu (serina, treonina y tirosina), pmc
(arginina), Trt (cisteina e histidina) y Boc (lisina). El péptido fue liberado de la resina con
etanoditiol al 2.5% (King et al., 1990) como secuestrante, precipitado y lavado con metil-
tert-butil éter, extraido con agua y liofilizado. El péptido fue posteriormente sometido a
purificacion mediante técnicas de HPLC de fase invertida en una columna Ultrasphere-
ODS C,; (10x150 mm) con un gradiente lineal agua/acetonitrilo 35 %, ambos con écido
trifluoroacético (0.1%). El peso molecular estimado mediante espectrometria de
bombardeo atémico fue 2660, siendo el tedrico 2659. La composicidn de aminoacidos del
péptido purificado se correspondié con la tedrica. La concentracion de péptido se
determind mediante andlisis de aminodcidos y por medidas de absorcién a 278 nm,
empleando un coeficiente de extincién molar a pH 7.0 de 2700 M cm™. Los analisis de
aminoacidos se llevaron a cabo como se ha indicado anteriormente.
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1. AGREGACION Y MEZCLA DE LIPIDOS DE VESICULAS DE DIMIRIS-
TOILFOSFATIDILSERINA POR «-SARCINA

Unién de o-sarcina a vesiculas compuestas por DMPS

La unién de la toxina a-sarcina a vesiculas unilamelares grandes de DMPS se ha
estudiado mediante ultrafiltracién y ultracentrifugacion. Los resultados obtenidos en ambos
casos son comparables, lo cual significa que la interaccidn entre proteina y vesicula no se
ve afectada significativamente por ambos procesos. Los datos de unién han sido analizados
considerando 1a existencia de un equilibrio de interaccion como el indicado (Gasset et al.,
1989):

proteina (P) + "sitios libres lipidicos” = PL,.

Este modelo de unién considera la existencia de una constante de disociacion
aparente, K, y un pariametro, n, que definiria el nimero de molécuias de fosfolipido que
se ven afectadas por molécula de proteina. La ecuacidn que relaciona estos parametros es:

L/P, = K, - n/(P,- P) + n

en donde P, y P, son la concentracidn de proteina unida y total, respectivamente;
mientras que L, es la concentracion total de lipido. La representacién de (L/P,) frente a
1/(P, - P,) permite calcular K, y n (figura 1). Los valores de estos pardmetros derivados
de las medidas de union realizadas a 42°C, temperatura superior a la de transicién de fase
de la DMPS, son: K,= 3-10° M, y n= 37. Del analisis realizado a una fuerza iénica
elevada, 0.3 M NaCl, se deduce que no hay unién de la proteina a las vesiculas en el
intervalo de relaciones molares proteina/lipido estudiado. Este mismo estudio se ha llevado
a cabo con vesiculas mixtas compuestas por DMPG y DMPS a una relacion molar 1:1.
Los pardmetros obtenidos mediante un anélisis como el anterior son n= 54 y K,= 1.9-10¢
M.

Cabe decir que la definicion de sitio lipidico de unidn, es puramente operativa; el
nimero n que lo caracteriza da idea del nimero medio de lipidos que se ven modificados
por molécula de proteina, por lo que, como tal, el "sitio de unién" no se constituye como
una realidad fisica definida.
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Figura 1. Unién de a-sarcina a vesiculas unilamelares de DMPS. (A) Representacion
de la relacion entre proteina unida y lipido total (P,/L,) frente a la relacién proteina total y lipido
total (P/L,). Los circulos (@) representan resultados obtenidos mediante ensayos de uitrafiitracién,

mientras que los tridngulos (a) son los obtenidos mediante ultracentrifugacion. (B) Andlisis de los
datos de acuerdo a la ecuacion L/P, = K-n/(P-P,)+n

Agregacion de vesiculas de DMPS por «-sarcina

Tras el proceso de unién a las vesiculas, la o-sarcina agrega las vesiculas de DMPS
seglin se deduce de!l aumento de la absorcidn aparente a 360 nm (AA,q ) de una
dispersién de vesiculas tras la adicion de la proteina. Como puede verse en la figura 2 el
AA,, . es dependiente del tiempo y de la relacidn proteina-DMPS. El tiempo que se
requiere para completarse la reaccion es de 40 min para la menor relacion proteina/lipido
empleada, produciéndose ¢! 80% del aumento en los primeros 20 min. El maximo incre-
mento de absorcion se produce a una relacién 35:1 (DMPS/a-sarcina), resultado que

coincide con la méaxima capacidad de las vesiculas de unir o-sarcina segiin se deriva de
los resultados anteriores de unidn.
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Figura 2. Agregacién de vesiculas de DMPS inducida por o-sarcina. (A) Aumento de
la absorcion a 360 nm producido por la interaccion de «-sarcina con vesiculas de DMPS. La
titulacion de las vesiculas de DMPS (30 nmoles totales de fostolipido) se realizé en tampén Mops
50 mM, pH 7.0 conteniendo NaCi 0.1 M, EDTA 1mM, a 42°C. La mezcla de reaccidn (1 ml)
se analiz6 en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Se representan los incrementos de
absorcion a 360 nm para cada relacion proteina/lipido (AA,4 ) S€ representan frente a los nmoles
de proteina aftadida. Los resultados son los promedios de tres ensayos independientes. Recuadro:
porcentaje de variacion de absorcién a 360 nm a diferentes concentraciones de NaCl correspondien-
tes a una relacién molar DMPS/e-sarcina (30:2). La normalizacidn se realiza considerando el
incremento producido obtenido a 0.1 M NaCl como 100%. (B) Efecto de la fuerza idnica sobre
la cinética de variacion de absorcién a 360 nm tras ia interaccion entre a-sarcina y vesiculas de
DMPS. La mezcla de reaccion contiene vesiculas de DMPS (30 nmoles de fosfolipido total} y 2.2
nmoles de a-sarcina en tamp6én Mops 50 mM, pH 7.0 con NaCl 0.1 M y EDTA 1 mM. A los
correspondientes tiempos, indicados mediante flechas, se afiaden 30 pl de una disolucidn
concentrada de NaCl de modo que se incrementa su concentracién en el medio hasta 0.4 M.

La agregacién de vesiculas de DMPS es dependiente de la fuerza idnica del medio
(figura 2, recuadro), de modo que un aumento en esta Gltima inhibe el proceso de
agregacion. De hecho, el mdximo AA,q o, producido a 0.3 M NaCl es un §% del que se
produce a 0.1 M. Considerando los anteriores resultados de unién a 0.3 M NaCl ha de
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concluirse que la inhibicion de la agregacién es consecuencia de {a ausencia de unidn de
a-sarcina a vesiculas; es decir, la inhibicién no se produce en etapas posteriores de
interaccién entre complejos proteina-vesicuia. Este comportamiento es caracteristico de un
proceso de agregacién para el que las interacciones electrostaticas son esenciales. Ahora
bien, tal y como se pone de manifiesto en la figura 2B, los complejos o-sarcina-DMPS
no se disocian completamente cuando la fuerza idnica del medio se incrementa hasta un
valor de 0.4 M NaCl por adicién de un pequefio volumen de una disolucion concentrada
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Figura 3, Variacion de la anisotropia de fluorescencia (r) de vesiculas de DMPS
marcadas con DPH frente a la temperatura (°C). Los perfiles de transici6n de fase corresponden
a diferentes relaciones molares lipido/proteina: (1) DMPS; (2) 100:1; (3) 50:1; (4) 30:1. Los
estudios se llevaron a cabo en Mops 50 mM, pH 7.0 conteniendo NaCl 0.1 M y EDTA 1 mM.
La concentracién total de fosfolipido fue de 80 pg/mi. La sonda fluorescente DPH se encontraba
a una relacion DPH/DMPS de 1:1000 en peso. Los valores de anisotropia determinados para cada
temperatura se determinaron tras estabilizarse fa muestra 10 min a dicha temperatura. Los valores
representan el promedio de tres determinaciones independientes.



RESULTADOS Y DISCUSION 42

de NaCl (30 gl en 1 ml total). Es mds, la reversion progresivamente disminuye a medida
que la agregacion tiene lugar. En conjunto, este resultado indicaria que tras una primera
etapa de interaccién electrostdtica entre a-sarcina y DMPS, se producirifan interacciones

no reversibles por fuerza idnica.

La adicidn de a-sarcina a complejos preformados «-sarcina-DMPS estables en
condiciones saturantes lipido/proteina no induce cambios en la absorcion de la muestra,
Sin embargo, la adicion de vesiculas, hasta alcanzar el doble de la concentracion inicial,
determina un nuevo aumento en la absorcién aparente (un 60% del inicial aproximadamen-
te}. Estos resultados indicarian que en condiciones saturantes lipido/proteina no existen
vesiculas libres, aunque si se pueden incorporar nuevas vesiculas a los complejos.

Efecto de la a-sarcina sobre el comportamiento termotrépico de DMPS

Se han estudiado los efectos que tiene 1a c-sarcina sobre la transicién de fase entre
el estado gel y liquido cristalino de la DMPS con la finalidad de un posterior anélisis de
la interaccién «a-sarcina-DMPS. Este estudio se ha realizado empleando [as sondas
fluorescentes DPH y TMA-DPH, que registrarian los efectos de la proteina a nivel de la
region de las cadenas de acilo de las bicapas y a nivel de la region de las cabezas
polares, respectivamente {Lentz et al., 1976; Prendergast er al., 1981). En la figura 3
aparece un resumen de los resultados obtenidos a diferentes relaciones molares DMPS/a-
sarcina, empleando ia sonda DPH (los resultados obtenidos con la sonda TMA-DPH son
similares). La proteina disminuye la amplitud de la transicién sin modificar la temperatura
de la misma (T,), 35°C en nuestras condiciones experimentales, hasta una relacion
saturante (30:1) DMPS/a-sarcina. La proteina afecta al estado fisico de los lipidos tanto
por encima como por debajo de la temperatura de transicion (figura 4). El grado de
anisotropia de fluorescencia de ambas sondas disminuye a una temperatura inferior a la
T, es decir, cuando el fosfolipido se encuentra en estado gel, mientras que aumenta en
estado liquido cristalino. Esto es, la «-sarcina aumenta el orden de las moléculas de
fosfolipido cuando éste se encuentra en estado liquido cristalino, mientras que lo
disminuye cuando se encuentra en estado gel. Estos resultados pueden interpretarse como
producto de una penetracion de la c-sarcina en la bicapa mediante interacciones
hidrofébicas. Este mismo estudio se ha realizado a alta fuerza idnica (0.3 M NaCl). En
este caso, la a-sarcina no modifica el comportamiento termotrépico de la DMPS, lo cual
estd de acuerdo con la ausencia de union en estas mismas condiciones.
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Figura 4. Variaciéon de la anisotropia de fluorescencia (r) de vesiculas de DMPS
marcadas con DPH frente a la relacién molar a-sarcina/DMPS (R). Los valores de anistropia
de fluorescencia de DPH por encima (@) y por debajo (a) de 1a temperatura de transicién de fase
del fosfolipido puro (35°C) se representan frente a la relacion molar «-sarcina/DMPS (R}).

El efecto de la a-sarcina sobre el comportamiento termotropico de DMPS se ha
estudiado también mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC). La proteina
disminuye aproximadamente en un 30% el AH asociado a la transicion térmica, sin variar
la T, (figura 5), lo cual estaria de acuerdo con los resultados obtenidos mediante los
estudios de anisotropia de fluorescencia,

La w-sarcina desestabiliza las membranas de DMPS, induciendo mezcla de lipidos
entre diferentes vesiculas tal y como se deduce de los ensayos de variacidn de transferen-
cia de energia. Asi, la adicion de «-sarcina a una mezcla de vesiculas compuesta por
vesiculas marcadas con las sondas fluorescentes NBD-PE y Rh-PE y vesiculas sin marcaje
a una relacion molar (1:9), produce un aumento de la intensidad de fluorescencia del
NBD-PE (donante) y simultineamente una disminucion de la intensidad de fluorescencia
de la Rh-PE (aceptor) (figura 6). La disminucion en la transferencia de energia es
dependiente de la concentracion de «-sarcina (figura 7). El porcentaje de transferencia de
energia (%ET) disminuye desde un 80% inicial hasta un 25% a una relacion molar
DMPS/x-sarcina de 140:1. Dicha disminucién corresponde a una dilucién de la densidad
superficial del aceptor de 10 veces (recuadro figura 7). La adicion de «-sarcina a una
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poblacién de vesiculas marcadas fluorescentemente no produce cambio alguno en la sefial
de fluorescencia, por lo que, en principio, los cambios en el tamafio de las vesiculas tras
la interaccion con w-sarcina, no interfieren en la medida. Lo mismo podria decirse de la
posible dispersién provocada por la turbidez de la muestra. De todo ello se deriva que la
variacién en la sefial de fluorescencia es debida a una mezcla de lipidos entre distintas
vesiculas y posterior difusién de las sondas fluorescentes en el plano de las vesiculas
resultantes.
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Figura 5. Variacién relativa del incremento de entalpia (AH) frente a la relacién molar
a-sarcina/DMPS (R). Los valores de AH se han calculado como el area bajo el pico de variacion
de la capacidad calorimétrica con la temperatura asociada a la transicion de fase de 1a DMPS. Los
valores se han referido al obtenido con DMPS en ausencia de proteina. Las muestras se prepararon
en tampén Mops 50 mM, pH 7.0, conteniendo NaCl 0.1 M y EDTA ImM. Los vailores
representan el promedio de tres mediciones independientes.

La existencia de mezcla de lipidos entre diferentes vesiculas puede derivarse
asimismo de medidas de polarizacion de fluorescencia de una poblacion de vesiculas de
DMPG y DMPS ambas marcadas con DPH. La figura 8 muestra la transicion de fase de
una disolucién de dichas vesiculas a una relacion molar (1:1). Se observan dos
transiciones, la primera de las cuales es debida a las vesiculas de DMPG (T,,= 23°C) y
la segunda a las de DMPS (T,,= 35°C). La adici6n de «-sarcina elimina este comporta-
miento determinando la aparicion de una unica transicién con una T,,= 28°C (figura 8),
lo cual corresponderia a una bicapa mixta DMPG-DMPS. Cuando en este mismo sistema
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se emplean relaciones no saturantes de o-sarcina/lipido se observa, junto a la principal
transicién correspondiente a las vesiculas mixtas, una pequefia transicion que corresponde-
ria a vesiculas de DMPS. Cuando el sistema estid compuesto por vesiculas de DMPS y
vesiculas de DMPC no se observa la aparicién de una transicién intermedia lo cual esta
de acuerdo con la ausencia de interaccion con fosfolipidos neutros (Gasset ef al., 1989).
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Figura 6. Efecto de la o-sarcina sobre la variacién de transferencia de energia entre
las sondas NBD-PE Y Rh-PE incorporadas en vesiculas de DMPS. Se mezclaron vesiculas de
DMPS marcadas con las sondas fluorescentes NBD-PE y Rh-PE (a una relacion molar
DMPS/NBD-PE/Rh-PE de 98:1:0.6) con vesiculas no marcadas a una relacién {1:9) en tampon
Tris 50 mM, pH 7.0 conteniendo NaCl 0.1 M y EDTA ImM. La concentracion total de lipido es
de 142 uM. A esta poblacion de vesiculas se afiade a-sarcina hasta alcanzar diferentes relaciones
ifpido/proteina: (a) sin a-sarcina; (b) 475:1; (c) 325:1; (d) 230:1; (e) 155:1; (f) 95:1; (g) 60:1. EI
espectro (g) es el obtenido con vesiculas compuestas por DMPS/NBD-PE (100: 0.1). Los espectros
de emisidn se obtuvieron tras incubar la muestra 60 min a 42 °C, empleando una longitud de onda
de excitacion de 450 nm. La intensidad de fluorescencia (F) se expresa en unidades arbitrarias.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran que la toxina a-sarcina interacciona con
vesiculas unilamelares grandes de DMPS a pH neutro y baja fuerza idnica 0.1 M NaCl,
produciendo su agregacion y mezcla de lipidos. Las primeras etapas de la interaccién son
esencialmente de caracter electrostatico, tal como lo demuestra la dependencia de la unién
con la fuerza idnica. Los ensayos de unidn llevados a cabo a 0.3 M NaCl indican la
ausencia de unidn. Los procesos derivados de la interaccién entre la a-sarcina y vesiculas,
evidentemente, no se observan en estas condiciones; no se observa agregacion ni mezcla
de lipidos, asi como efectos sobre €l comportamiento termotrépico. Sin embargo, la
interaccion entre la citotoxina y las vesiculas de DMPS no es exclusivamente de caracter
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Figura 7. Mezcla de lipidos entre vesiculas de DMPS inducida por a-sarcina. Efecto
de la o-sarcina sobre el porcentaje de transferencia de energia (%ET) entre las sondas NBD-PE
Y Rh-PE (ver parte experimental) frente a la concentracion de a-sarcina (nmoles/ml). Los
espectros de emision de fluorescencia se obtuvieron tras incubar la muestra 60 min a 42 °C. La
concentracion total de DMPS es 142 uM. Recuadro: variacion del porcentaje de transferencia de
energia entre las sondas NBD-PE y Rh-PE frente a la densidad superficial de Rh-PE. Las medidas
han sido realizadas a una concentracién constante de 1%.
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electrostatico, como lo demuestra el hecho de que una vez producida la interaccion ésta
no revierte totalmente al aumentar la fuerza idnica. En este sentido, el AA;q o, producido
como consecuencia de la agregacion de vesiculas de DMPS por la «-sarcina no alcanza
linea base tras aumentar la fuerza idnica hasta 0.3 M NaCl. Asimismo, la existencia de
interacciones no idnicas se deduce de los efectos que ejerce la proteina sobre la transicion
térmica de los lipidos entre ia fase gel y liquido cristalino. La disminuci6n de la amplitud
de la transicion ha de interpretarse como que un porcentaje de moléculas de fosfolipido
no participan en la transicién cooperativa.
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Figura 8. Variacién de anisotropia de fluorescencia DPH de vesiculas de DMPS-DPH

y vesiculas de DMPG-DPH. Perfiles de transici6n de fase de una disolucién de vesiculas formada
por vesiculas de DMPS y vesiculas de DMPG 2 una relacién molar (1:1). Las relaciones molares
lipido/proteina fueren: (1) en ausencia de a-sarcina; (2) 100:1; (3) 30:1. Los andlisis se llevaron
a cabo en tampdn Mops 50 mM, pH 7.0, conteniendo NaCl 0.1 M y EDTA | mM.
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La existencia de mezcla de lipidos entre diferentes vesiculas de DMPS inducido por
la e-sarcina conlleva necesariamente una previa desestabilizacién de membranas, lo cual
sugiere fuertemente la presencia de interacciones no idnicas. Estos resultados son
cualitativamente iguales a los obtenidos con el fosfolipido DMPG (Gasset et al., 1989,
1990).

La similitud de efectos producidos por la a-sarcina sobre las vesiculas de DMPG
y de DMPS se pueden explicar considerando el caricter 4cido de ambos fosfolipidos,
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Figura 9. Efectos producidos por o-sarcina en vesiculas de DMPS a diferentes
relaciones proteina/lipido (P/Ly). (M) Unién, (®) agregacién y (a) mezcla de lipidos. Los
valores se expresan como porcentajes (%) de: 1a mdxima unién observada, 1a maxima agregacion
(calculada a partir del mdximo aumento de abosrciéna 360 nm) y maxima mezcia de lipidos
{calculada a partir de la mdxima disminucién de la transferencia de energia).
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ambos poseen la misma carga neta, asi como teniendo en cuenta que poseen la misma
forma y tamafio. Sin embargo, la constante de disociacién derivada de los ensayos de
unién es diferente para uno y otro: 3-10° M para DMPS y 6-10®* M para DMPG. Estas
constantes de disociacion aparentes se han calculado considerando la situacion de equilibrio
"proteina libre” + "sitios lipidicos de unién" S "proteina unida". Se puede argumentar
que este formalismo es esencialmente valido para la uni6n de proteinas extrinsecas a la
superficie de membranas, ya que el equilibrio considera que la proteina se intercambia
entre los sitios lipidicos y la fase acuosa. Sin embargo, en la interaccion entre a-sarcina
y lipidos existe un componente hidrofobico, relacionado con la insercion de la proteina en
la bicapa. Independientemente de este razonamiento, este tratamiento resuita atil en
términos comparativos, aportando diferencias en cuanto a la afinidad de la proteina frente
a DMPS y DMPG. Existen, por todo ello, otros factores que intervienen en la interaccion
aparte de los puramente electrostaticos.

Ambos fosfolipidos poseen la mismas cadenas de acilo y carga neta a pH neutro,
sin embargo, son diferentes en términos de capacidad de establecer puentes de hidrégeno
(Boggs et al., 1980, 1986). La fosfatidilserina presenta puentes de hidrogeno a nivel de
la cabeza polar que no estin presentes en el fosfatidilglicerol (PG). La fosfatidilserina (PS)
posee dos grupos cargados negativamente y otro positivamente. Un grupo con carga
negativa podria establecer interacciones electrostiticas con grupos cationicos de la
proteina, mientras que el otro podria participar en el establecimiento de puentes de
hidrégeno con otras moléculas de fosfolipido. De hecho, se ha afirmado que el grupo
fosfato estd implicado en la formacién de puentes de hidrégeno con el grupo amino de
otras moléculas de fosfolipidos (Boggs er al., 1986), aunque esto no ha sido puesto de
manifiesto inequivocamente pues el grupo carboxilo también puede participar en la red de
puentes de hidrégeno. La carga neta negativa de las moléculas de PS determina la
existencia de repulsidon electrostitica entre ellas, lo cual tiene como consecuencia un
debilitamiento de la red de puentes de hidrogeno intermoleculares (Cevc er al., 1981;
Koshy y Boggs, 1983; Boggs et al., 1984). La neutralizacion de las cargas negativas de
la PS debido a la interaccion con grupos basicos de la wo-sarcina puede tener como
consecuencia un debilitamiento o un reforzamiento de dicha red de puentes de hidrogeno.
La consideracion de estas dos posibilidades implica una diferente interaccion con los dos
grupos negativos de la cabeza polar de la PS. Esio se ha sugerido como explicacién de Ja
interaccion entre la gentamicina y la PS, donde el polication parece interaccionar
preferentemente con el grupo fosfato mas que con el carboxilo (Chung ez al., 1985). El
reforzamiento de los puentes de hidrégeno tras la interaccién con ¢-sarcina permitiria un
mayor empaquetamiento de las moléculas de PS y, posiblemente, una mayor limitacién
en cuanto a la capacidad de interaccién proteina-lipido, lo cual se manifestarfa en una
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menor afinidad relativa. Asimismo, la interaccién entre ia o-sarcina y PS puede provocar
un debilitamiento en la capacidad de formacion de puentes de hidrogeno de ésta ultima,
en el caso de que la interaccion electrostitica se produjese entre grupos catidnicos de la
proteina y los grupos de la fosfatidilserina implicados en la formacién de dichos puentes
de hidrogeno. Sin embargo, este Gltimo tipo de interaccién no es probable que se produzca
debido a que la interaccion de la proteina con DMPG, fosfolipido que no puede establecer
puentes de hidrégeno interlipidicos, es distinta a la observada con DMPS. Por lo tanto,
el reforzamiento de la red de puentes de hidrégeno tras la interaccion es, de las dos
hipétesis manejadas para explicar la menor afinidad por la DMPS que por DMPG, la
hipétesis mas plausible. Ahora bien, los puentes de hidrégeno entre diferentes moléculas
de fosfolipido puede ocurrir a través de una molécula de agua como puente intermedio
(Teissie ef al., 1990). Estas moléculas de agua formarian toda una red de puentes de
hidrégeno cuya contribucion a las interacciones con proteinas no es bien conocida (Slater
et al., 1993).

La interaccion de diferentes péptidos sefial con fosfolipidos acidos se ha explicado
considerando la capacidad de éstos de establecer puentes de hidrégeno. Un analisis
estereoquimico revela que la formacion del complejo lipido-péptido tiene como
consecuencia la neutralizacion de cargas y, por lo tanto, una disminucién de la hidrofilia
del mismo (Kajava et al., 1991). Este complejo implica la formacién del maximo nimero
de puentes de hidrégeno entre la cabeza polar del fosfolipido y los grupos aceptores/dona-
dores del péptido. Asi, los complejos péptido sefial-PG o péptido sefial-PA son los
preferibles para una insercion del péptido en la bicapa lipidica pues contienen el minimo
namero de grupos formadores de puentes de hidrégeno libres (Kajava et af., 1991). Esta
minimizacion ha de producirse pues las cadenas de acilo de los fosfolipidos no pueden
participar en la formacion de este tipo de enlace. Los puentes de hidrégeno han de
saturarse, por lo tanto, intermolecularmente, entre la proteina y moléculas de fosfolipido,
o intramolecularmente, induciéndose la formacién de estructuras ordenadas en ia proteina
(Kennedy, 1978). Se ha determinado asimismo, que la actividad de translocacion de
proteinas en vesiculas derivadas de membranas de una cepa de E. coli deficiente en la
sintesis de PG era considerablemente menor que la mostrada por la cepa silvestre (De
Vrije et al., 1988). La actividad de translocacion se restauré por la incorporacion de este
fosfolipido gracias a la actividad de proteinas transferidoras de lipidos (Kusters er al.,
1989).

Cuando se compara la extension de la agregacion y de la mezcla de lipidos, con
la unién de a-sarcina a las vesfculas se puede observar un aspecto interesante. Los
resultados de las figuras 3 y 8 se pueden analizar tras su respectiva normalizacion, por lo
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que los tres procesos pueden compararse para cada relacién molar proteina/lipido (figura
9). Asi, la mezcla de lipidos se satura a una relacion molar proteina/lipido que constituye
sélamente un 20% de la unién total que puede llegar a producirse. La méxima agregacion
se produce aproximadamente cuando la unién ha alcanzado un 50%. Estas observaciones
sugieren la existencia de al menos dos tipos diferentes de unién, los cuales podrian estar
relacionados con la diferente interaccion en términos de puentes de hidrégeno. Uno de
estos tipos de sitios se saturaria a una relacién molar baja proteina/lipido (1:150) y estaria
directamente implicado en la induccién de mezcla de lipidos (o desestabilizacidn de
membrana). El otro tipo de sitios, de menor afinidad, serfa responsable de la union de la
mayor parte de la proteina. La mezcla de lipidos promovida por la o-sarcina entre
vesiculas de DMPG se satura a un porcentaje de unién similar al observado con vesiculas
de DMPS; sin embargo, el maximo de agregaciéon y unidon se produce a relaciones
proteina/lipido menores que las determinadas para DMPS. Esto ultimo también estaria de
acuerdo con la existencia de dos tipos de sitios de unién. En el caso de la unién a
vesiculas de DMPS la neutralizacién de cargas debido a al saturacién de los sitios de unidn
de mayor afinidad tendria como consecuencia una potenciacion en la formacion de puentes
de hidrégeno, lo cual tendria, a su vez, la consecuencia de una disminucion en la afinidad
de los restantes sitios de unién. En este sentido, se ha observado que la union de una
proteina a una bicapa puede mostrar un comportamiento aparentemente anticooperativo,
ya que la densidad de cargas superficiales disminuye a medida que se produce 1a union de
la proteina a la misma (Devaux y Seigneuret, 1985). Un comportamiento similar al
descrito para la o-sarcina se ha observado en la interaccién entre la proteina basica de la
mielina y vesiculas de PS (Ramsay er al., 1986). En este caso, una de las primeras etapas
de la interaccidn, segin se deriva de estudios calorimétricos, esta caracterizada por la
formacidn de enlaces relativamente fuertes entre la proteina y la vesicula (Ramsay ef al.,
1986). La caracterizacion de este dltimo sistema mediante estudios de difraccién de rayos
X permite obtener conclusiones similares (Sedzik er af., 1984).

Finalmente, este tipo de interacciones pueden tener algin tipo de relevancia en
cuanto a la situacidn in vive, es decir, en cuanto a las interacciones que ocurren a nivel
de la membrana plasmética de las células diana sobre las que actda la a-sarcina. En
realidad, la membrana plasmaética es una estructura de caricter dindmico desde el punto
de vista espacial y temporal. La composicion lipidica de ésta puede variar como respuesta
a variaciones ambientales de modo que la célula puede desarrollar sus funciones
fisioldgicas en condiciones éptimas. Las diferencias observadas en la interaccidn entre la
a-sarcina y vesiculas de PG y PS pudiera tener significado biologico. Desde este punto
de vista, las células tumorales poseen un mayor contenido de PS en la monocapa externa
de la membrana plasmatica que sus correspondientes células no transformadas (Connor ez
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al., 1989; Utsugi et al., 1991; Zachowsky, 1993). Este hecho podria estar relacionado con
la actividad antitumoral que demuestra la «-sarcina y que fue la primera actividad
determinada para la proteina (Goldin et al., 1966).
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2. TRANSLOCACION DE «-SARCINA A TRAVES DE LA BICAPA LIPIDICA DE
VESICULAS DE ASOLECTINA

Fotomarcaje hidrofébico de la a-sarcina

Con la finalidad de estudiar la posible insercion de la a-sarcina en el interior
hidrofébico de las bicapas de asolectina (PC 24%, PE 39%, PS 19%, PA 6%, P1 1%,
lisoderivados 9%, otros fosfolipidos 2%) se lievaron a cabo experimentos de fotomarcaje
empleando vesiculas que poseen trazas de dos tipos de fosfolipidos fotoactivables (figura
10). Cuando a estos fosfolipidos se los somete a iluminacion con luz UV de longitud de
onda farga se produce la generacién de intermediarios reactivos capaces de marcar
moléculas vecinas. PC-1 posee el grupo fotoactivable (nitroarilazida) préximo al grupo
polar, por lo que tal reactivo serviria de sonda de la region cercana a las cabezas polares
de los fosfolipidos. PC-II posee el grupo fotoactivable a nivel del carbono 12 de las
cadenas de acilo de los 4cidos grasos, por lo que sirve de sonda del nicleo hidrofébico de
la bicapa. La capacidad de tales sondas para discriminar entre regiones de proteinas
insertadas en la bicapa, a diferentes niveles, de regiones que no lo estan ha sido puesta de
manifiesto anteriormente (Bisson y Montecucco, 1985, 1986; Montecucco, 1988).
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Figura 10. Estructura de los fosfolipidos que portan los grupos fotoactivables. (PC-I})
[-palmitoil-2-(2-azido-4-nitroenzoil)-sn-glicerol-3-[*H]-fosfocolina; (PC-IT) 1-miristoil-2-{12-{(4-
azido-2-nitrofenil) amino} dodecanoil}-sn-glicerol-3-[“C]-fosfocolina.
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La figura 11 muestra los perfiles de marcaje del componente proteico de complejos
proteina-vesicula tras haberlos sometidos a irradiacion, tal como aparecen en geles de
poliacrilamida-SDS. Se pueden observar dos picos de radiactividad, correspondientes a las
fracciones de dimero y mondmero de a-sarcina, tal y como se deduce de la comparacion
con un gei paralelo tefiido con azul de Coomassie (figura l1c). El marcaje radiactivo
aparece con las dos sondas empleadas, PC-1 y PC-11, lo cual es indicativo de que la
interaccion de la «-sarcina con las vesiculas no es solamente de caracter superficial, sino
que la proteina es capaz de acceder al nicleo hidrofébico de la bicapa. La relacién
normalizada "C/*H resulta ser 4.5, lo cual indicaria un mayor marcaje con la sonda PC-11
que con PC-1. Estos resultados son similares a los obtenidos con vesiculas de DMPG, en
donde la relacién obtenida fue de 3.8 (Gasset et gl., 1991a). Asimismo, no se detecta
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marcaje cuando las vesiculas empleadas estdn contituidas por PC de huevo, con las que
no se ha observado interaccion con e-sarcina, lo cual descarta la existencia de un marcaje
inespecifico que pudiera ser debido a la difusién de la sonda activa al medio.

Degradacion de tRNA encapsulado

Los ensayos de degradacion de tRNA intravesicular por a-sarcina afiadida al medio
extravesicular se llevaron a cabo para registrar la posible capacidad de la proteina de
acceder al interior de las vesiculas en estado nativo. La degradacion del tRNA por a-
sarcina en ausencia de vesiculas lipidicas origina fragmentos de RNA solubles por acido
perclérico. Controles previos de esta actividad enzimética demuestran una correlacion
directa entre la absorbancia a 260 nm de los productos solubles por 4cido y la degradacion
por «-sarcina de tRNA. La adicién de w«-sarcina a una disolucion de vesiculas de
asolectina que contienen tRNA en su interior determina la degradacion de éste (figura 12).

RNA degradado (ug)

10 20 30 40
(P/L) - 10°

Figura 12. Hidrélisis de tRNA encapsulade por o-sarcina afnadida extravesicu-
larmente. Los anilisis se llevaron a cabo en 0.2 ml de tampon Mops 50 mM, pH 7.0 con 0.1 M
NaCl. Se emplearon vesiculas de asolectina con tRNA encapsulado a una concentracion de lipido
total de 1 mM. Tras la adicién de la correspondiente cantidad de a-sarcina de una disolucién inicial
0.17 mM, la muestra se incuba y se determina la degradacién de tRNA (véase parte experimental).
Cada valor representa el promedio de tres medidas independientes.
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La cantidad de tRNA degradado es proporcional a la concentracién de «-sarcina afiadida
al medio extravesicular hasta una relacién molar 40:1 (lipido/proteina). Se deduce, por lo
tanto, que, o bien la a-sarcina integra, o bien la regién responsable de la hidrélisis del
tRNA accede al medio intravesicular en estado nativo.

La digestion de tRNA observada podria deberse sin embargo a una liberacion al
medio extravesicular del material encapsulado, espontinea o inducida por a-sarcina. En
este sentido, los controles llevados a cabo indican por una parte, que no hay tRNA libre
tras un lavado exhaustivo de las vesiculas, descartindose la posibilidad de liberacién
espontdnea y, por otra, que no hay tRNA libre en el medio tras lavar los complejos a-
sarcina-vesiculas. En este Gltimo caso, no puede descartarse, sin embargo, la existencia
de liberacién de tRNA, puesto que en el medio se encuentra a-sarcina cataliticamente

activa.
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Figura 13. Andlisis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS de la
degradacion de o-sarcina por tripsina encapsulada en vesiculas lipidicas. Las vesiculas
empleadas, de PC de huevo (PC; pocillos 3, S y 7) y de asolectina (ASO; pocillos 2, 4 y 6),
contenian tripsina en su interior. La concentraci6n total de lipido en el ensayo fue de 3.2 mM. La
o-sarcina se afiade al medio extravesicular (Mops 50 mM, pH 7.0 con NaCl 0.1 M). La presencia
de inhibidor de tripsina (TI; pocillos 1-5) y la de Triton X-100 al 1% (Triton; pocillos 4-7) se
indica con el signo (+). Las muestras se analizaron electroforéticamente tras 4 h de incubacion.
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Digestion de «-sarcina por tripsina intravesicular

Cuando se incuba «-sarcina en presencia de vesiculas que contienen tripsina en su
interior, asi como un exceso de inhibidor de tripsina en el exterior vesicular, se observa
que la proteina se digiere (figura 13). Tal como aparece en esta figura, a las 4 horas de
incubacidn ya puede observarse una sustancial degradacion de «-sarcina (figura L3, pociilo
2). La degradacion de o-sarcina, en las condiciones experimentales empleadas, sélo puede
deberse a la digestion intravesicular catalizada por tripsina, ya que cualquier traza de
proteasa que pudiese haber alcanzado el medio extravesicular estaria totalmente inhibida.
Este hecho queda confirmado por los siguientes controles: 1) una relaciéon 2:1 en peso
inhibidor/tripsina es suficiente para inhibir totalmente a la proteasa presente en el medio

60-

1Y
O
i

% a-sarcina no degradada

20~

Figura 14. Cinética de la degradacién de a-sarcina por tripsina encapsulada. Se incubé
a-sarcina (2.9 uM}) con vesiculas de asolectina que contenian tripsina en su interior, en 0.2 mi de
Mops 50 mM, pH 7.0 con NaCl 0.1 M, bajo las condiciones especificadas en la parte
experimental. E] porcentaje de proteina no degradada para cada tiempo fue evaluado mediante
andlisis densitométrico de los geles de poliacrilamida correspondientes. Los valores son el
promedio de cuatro medidas independientes.
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extravesicular (en estos ensayos se emplea una relacién 15-20:1); ii) la incubacién con a-
sarcina de los sobrenadantes obtenidos de los lavados de las vesiculas no induce su
degradacion triptica; iii) no se observa degradacion de «-sarcina cuando las vesiculas se
lisan con Triton X-100 (figura 13, pociilo 4), lo cual significa que la tripsina encapsulada
seria inhibida totalmente si estuviera en el medio extravesicular. En ausencia de inhibidor
de tripsina la lisis de las vesiculas con Triton X-100 determina la digestion total de o-
sarcina (figura 13, pocillo 6). Si estos experimentos se llevan a cabo con vesiculas de PC,
con las que no interacciona la o-sarcina (Gasset et al., 1989, 1990), no se observa
degradacion intravesicular (figura 13, pocillo 3; controles en los pocillos 5 y 7). El
volumen encapsulado por vesiculas de PC de huevo es, sin embargo, menor que el de las
vesiculas de asolectina (Hope e afl., 1985), con lo que la menor cantidad de tripsina
encapsulada podria explicar el hecho de no observarse una degradacion total de «-sarcina
cuando fas vesiculas son lisadas con Triton X-100 y en el medio no estd presente el
inhibidor de tripsina (figura 13, pocillo 7). Este resultado descarta a su vez cualquier
posibilidad relativa a la adsorcidn inespecifica de tripsina en la superficie de las vesiculas
lipidicas. Asimismo, se requieren aproximadamente 24 horas de incubacion para
observarse una degradacion triptica total de o-sarcina a una relacion en peso de 50:1 (a-
sarcina/tripsina} en ausencia de vesiculas, aun cuando el contenido en lisina mds arginina
de esta proteina es relativamente alto (15% del contenido total de aminoacidos). Por otra
parte, otra serie de experimentos de digestiones tripticas de «-sarcina demuestran que las
vesiculas la protegen frente a la proteolisis extravesicular. De hecho en estas altimas
condiciones no se observa degradacion total de «-sarcina (Ofiaderra et al., 1989).

En la figura 14 aparece la dependencia con el tiempo de la digestion de «-sarcina
por tripsina encapsulada. A las 24 h practicamente toda la proteina ha sido digerida. Un
analisis de este proceso mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
SDS aparece en la figura 15. La intensidad de la banda correspondiente a la «-sarcina
disminuye con el tiempo, lo cual reafirma la accesibilidad de la proteina a la tripsina
intravesicular.

DISCUSION

La «-sarcina se clasifica como una proteina inactivante de ribosomas de tipo | (RIP
[) (D*Alessio et al., 1991). Estas proteinas estin constituidas por una sola cadena
polipeptidica, que en numerosos casos se encuentra glicosilada (Lord ef al., 1991). Las
RIPs de tipo II sin embargo estin compuestas por dos cadenas polipeptidicas, una de las
cuales posee 1a capacidad de unidn a un receptor de membrana (Lord er al., 1994). Ambos



RESULTADOS Y DISCUSION , 59

tipos de proteinas tienen la capacidad de modificar especifica e irreversiblemente los
ribosomas, lo cual tiene como censecuencia la inactivacién de los mismos. Sin embargo,
para podér llevar a cabo tal accion catalitica han de pasar necesariamente al interior
celular, lo cual ha de implicar una interaccién con membranas en alguna fase del proceso
de internacién (Hausman y Burns, 1992). En general, se piensa que las citotoxinas pueden
penetrar al interior celular mediante dos mecanismos: endocitosis 0 paso directo a través
de la membrana plasmética. En este sentido se ha observado que la citotoxicidad de
algunas RIP de tipo I de plantas est4 relacionada con la actividad pinocitica de las células
sobre las que actian; asf, la accion citotoxica de éstas es elevada frente a macréfagos
(Barbieri y Stirpe, 1982) y trofoblastos (Yeung er al., 1988), células que se caracterizan
por su gran actividad de pinocitosis. Asimismo, la a-sarcina resulta citotoxica para
numerosas lineas celulares tumorales humanas, aun en ausencia de agentes permeabilizan-
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Figura 15. Anilisis electroforético de la cinética de degradacién de a-sarcina por
tripsina encapsulada. Se afiadi6 a-sarcina (0.6 nmoles) a una disolucién de vesiculas de asolectina
conteniendo tripsina a una relacién molar final lfpido/a-sarcina (260:1), siendo el volumen final
0.2 ml de Mops 50 mM, pH 7.0, con NaCl 0.1 M. Cuando se emplea inhibidor de tripsina
(pocillos 2-7) su concentracién es 13.6 uM. Triton X-100 al 1% final se emplea en los pocillos
7 y 8. Los tiempos de digestion estén indicados en cada pocillo.

Ye
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tes. siendo la causa de la citotoxicidad la inhibicion de la sintesis de proteinas (Turnay et
al.. 1993). En cualquier caso, la citotoxicidad de las RIPs de tipo I es menor que las de
tipo Il debido a la ausencia en las primeras de una cadena polipeptidica especializada en
la unién a un receptor de membrana (Stirpe et al., 1992). En este sentido, se ha
demostrado que la «-sarcina tiene la capacidad de interaccionar con vesiculas de
fosfolipidos (Gasset ef al., 1989, 1991a), produciéndose cambios conformacionales en la
proteina (Gasset ef al., 1991b), que se han explicado en términos de una combinacion de
interacciones electrostiticas e hidrofébicas. Tales interacciones se han sugerido como
implicadas en el proceso de translocacion de la proteina a través de la membrana celular.
En este sentido, se ha propuesto que las proteinas translocadas en sistemas celulares deben
pasar a través de la membrana por un entorno hidrofilico de naturaleza proteica (Gorlich
et al.. 1992; Vestweber et al., 1989). Sin embargo, el papel exacto que juegan los lipidos
en la transiocacion de proteinas no se conoce, llegando a proponerse procesos de
translocacion a través de la bicapa lipidica sin el auxilio de proteinas catalizadoras (von
Heijne y Blomberg, 1979: Wickner, 1979; Engelman y Steitz, 1981).

Los experimentos mostrados aqui pretenden demostrar la capacidad de la a-sarcina
de translocarse a través de la membrana plasmaética de vesiculas modelo de asolectina, lo
cual seria una prueba directa de la capacidad intrinseca de la proteina para actuar sobre
membranas y, como consecuencia de ello, translocarse a su través. [os ensayos de
fotomarcaje aportan informacion sobre la insercién de proteinas en membranas siempre
que los reactivos fotoactivables discriminen inequivocamente entre las regiones de la
proteina insertadas de las que no lo estdn (Harter et al., 1988). En este sentido, se ha
comprobado que las sondas empleadas en estos experimentos son adecuadas para ello
(Bisson y Montecucco, 1985, 1986; Papini ef al., 1987; Montecucco, 1988). Los
resultados obtenidos con el sistema «-sarcina - vesiculas de asolectina, son una evidencia
experimental de {a insercion de la proteina en la bicapa. Esta insercién no sélo se limitaria
a la region de la cabeza polar de los fosfolipidos (marcaje positivo con PC-I) sino que se
extienderia a la region de las cadenas de acilo de los mismos (marcaje positivo con PC-II).
Ademads, la «-sarcina es capaz de digerir tRNA encapsulado en las vesiculas, asi como de
ser digerida por tripsina encapsulada. Estas dos series de ensayos aportan sdlidas
evidencias del paso de la proteina al interior vesicular.

En la primera serie de ensayos, la translocacion se ha registrado empleando la
actividad ribonucleolitica de la «-sarcina como marcador. El tRNA encapsulado en el
interior vesicular es accesible a la proteina afiadida al medio extravesicular si ésta consigue
penetrar al interior en estado enzimaticamente activo. Sin embargo, la observacion de
digestion de tRNA no es una prueba inequivoca de entrada al interior vesicular pues en
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este caso, existe la posibilidad de liberacion de esta molécula al medio tras la interaccion
de la w-sarcina con las vesiculas. En nuestras condiciones experimentales esta posibilidad
no puede resolverse pues no se ha inhibido Ia actividad ribonucleasa extravesicular.

En la segunda serie de experimentos se ha empleado la actividad triptica
intravesicular como indicador de translocacién. En este caso, la «-sarcina anadida
extravesicularmente es accesible a la tripsina intravesicular si la toxina es capaz de pasar
a través de la bicapa lipidica. Las condiciones experimentales en esta segunda serie de
ensayos permiten descartar toda posibilidad de digestion triptica extravesicular, por lo que
la digestion de o-sarcina significaria inequivocamente que ésta ha pasado a través de la
membrana. En la escala de tiempo en la que se desarrollan los ensayos, la inhibicion de
la tripsina que pudiera encontrarse extravesicularmente es tal que aun liberandose toda la
tripsina encapsulada desde el comienzo de la incubacidn con a-sarcina ésta no se digeriria.

La capacidad de la «-sarcina de acceder al interior vesicular depende de la
naturaleza del lipido empleado, de hecho, la «-sarcina no es digerida por tripsina
encapsulada en vesiculas de PC de huevo ni resulta marcada por sondas incorporadas en
tales vesiculas (Gasset et al., 1991a}, todo lo cual estd de acuerdo con la ausencia de
interaccion entre o-sarcina y vesiculas neutras (Gasset ef al., 1989). Un requerimiento de
lipido similar se ha determinado para la translocacién del apocitocromo ¢ en sistemas
modelo (Rietveld er al., 1986). Asimismo, los requerimientos en cuanto al componente
lipidico de diferentes toxinas para translocarse en condiciones 6ptimas son variados
(Sandvig y Olsnes, 1980; Tomasi y Montecucco, 1981).
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3. PREDICCION DE LA CONFORMACION DE LA PROTEINA o-SARCINA:
MODELO ESTRUCTURAL PARA EXPLICAR LA INTERACCION «-SARCINA-
MEMBRANAS.

La «-sarcina exhibe un elevado grado de similitud de secuencia con otras proteinas
inactivantes de ribosomas de Aspergillus (836 % de identidad con mitogilina y restrictocina,
ambas de A. restrictus y 85% con el alergeno 1 (Asp f1) de A. fumigatus) (figura 16). Sin
embargo, esta similitud estructural es de escasa utilidad para el analisis de la conformacién
de la «-sarcina ya que no existen datos de la estructura tridimensional de estas tres
proteinas. Pero la «a-sarcina muestra también un alto grado de similitud de secuencia con
otras ribonucleasas (RNasas). Hay al menos tres subfamilias de RNasas microbianas de
las que la RNasa T1, barnasa y RNasa St son los representantes caracteristicos (Nakamura
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Figura 16. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de a-sarcina (SARC) (Sacco
et al., 1983), mitogilina (MITO) (Fernindez-Luna et al., 1985) y alergeno Asp f1 (FUMI)
(Moser et al., 1992). La numeracién de las secuencias se establece con respecto a la de la a-
sarcina. Los residuos de aminodcidos conservados en las tres proteinas estin marcados con el
simbolo (*). La secuencia de aminoicidos de la restrictocina se diferencia de la correspondiente
a la mitogilina en un solo aminoacido: en la restrictocina aparece una serina en la posicién 26
(Lopez-Otin er al., 1984), mientras que en la mitogilina es una Asn.
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Figura 17. Alineamiento miltiple de secuencias de diferentes ribonucleasas fingicas.
Alineamiento miltiple de secuencias de aminoicidos de «-sarcina (Sacco et al., 1983) (SARC),
RNasa T1 de Aspergillus oryzae (Takahashi, 1985) (RNAT), RNasa C2 de Aspergillus clavatus
{Bezborodava et al., 1983) (RNC?2), RNasa F1 de Fusarium moniliforme (Hyrabayashi y Yoshida,
1983) (RNF1), RNasa Ms de Aspergillus saltoi (Watanabe et al., 1982) (RNMS), RNasa Pbl de
Penicillium bevicompactum (Shlyapnikov et al., 1984) (RNPB), RNasa Ul (Takahashi y
Hashimoto, 1988) (RNU1) y RNasa U2 {(Kanaya y Uchida, 1986) (RNU2), ambas de Ustilago
spherogena. Los residuos conservados en las 8 proteinas aparecen marcados con el simbolo (*).
Los residuos de la e-sarcina conservados o que representan sustituciones conservativas en al menos
otras 2 proteinas aparecen marcados como (O). Se han considerado las siguientes equivalencias:
Trp = Tyr = Phe; Ala = Gly; Ser = Thr; Val = [le; Asn = Gln = Asp = Glu; Arg = Lys.
(@) residuos que participan en la catilisis; (a) residuos que interaccionan con la molécula de
tostato: (A) residuos que interaccionan con la base del nucleotido; (L) residuos que interaccionan
con la molécula de ribosa. La funcionalidad de los residuos es de 1a RNasa T1.
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et al., 1982). La a-sarcina muestra un significativo grado de similitud con las subfamilias
representadas por la barnasa y la RNasa St, aunque este grado es menor que el que
presenta con las proteinas de la subfamilia de la RNasa T1.

En la figura 17 aparece un alineamiento multiple de la secuencia de la «-sarcina
y las secuencias de todas las RNasas de la subfamilia de la RNasa T1 conocidas hasta el
momento. De acuerdo con este alineamiento hay 15 posiciones idénticas en las 8 proteinas
consideradas. Teniendo en cuenta las equivalencias de cardcter conservativo indicadas en
la figura 17, la a-sarcina poseeria hasta 50 residuos de aminoicidos conservados en tres
0 més secuencias. Asimismo de los datos de la figura 17 se puede afirmar también que
sOlo 7 residuos conservados en las proteinas de la subfamilia de la RNasa T1 sufren
cambios no conservativos en la «-sarcina: Gly por Lys-14; Ala por Lys-29; Asp por Ala-
120; Thr por Ala-136; Gly por Lys-139; Ala por Glu-140 y Phe por Leu-145 (para la
numeracion se toma como referencia la secuencia de la o-sarcina). Estos cambios suponen
un aumento neto de la carga positiva de la «-sarcina con respecto al resto de las proteinas
consideradas. La similitud de secuencia de aminoicidos entre la o-sarcina y el resto de las
ribonucleasas fingicas se extiende a practicamente la mitad de la molécula de las RNasas
ya que la o-sarcina contiene aproximadamente 40 residuos mds que las otras siete pro-
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Figura 18. Distribucién de los puentes disulfuro de las RNasas de la figura 17.
Patrones de puentes disulfuro de las 8 proteinas consideradas. Los residuos de cisteina se alinean
de acuerdo a los resultados de figura 17.
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tefnas. Tal similitud comprende a los residuos localizados en el centro activo de ia RNasa
T1 (figura 17). Es importante resaltar que el Asp-15 de la RNasa T1, implicado en fa
coordinacion de un atomo de calcio estaria sustituido por Arg-22 en la a-sarcina. El
caracter no conservativo de esta sustitucion descartaria la capacidad de unidn de este ion
por la «-sarcina. A este respecto, se ha verificado que la a-sarcina no une tales iones
(Martinez del Pozo et al., 1989).

Los puentes disulturo se constituyen como importantes restricciones conformaciona-
les en las proteinas. Las ocho proteinas consideradas poseen dos puentes disulfuro, excepto
la RNasa U2, que posee tres. De acuerdo con ¢l alineamiento las cisteinas implicadas en
estos puentes disulfuro se localizarian en posiciones homdlogas (figura 17). En la figura

RNasa C,

RNasa Pb

RNasa T, RNasa Ms

RNasa 1J,

19
RNasa U,

RNasa ') a-SARCINA

Figura 19. Arbol filogenético de las ribonucleasas fingicas construide a partir de de
la matriz de distancia calculada con el programa ALIGN (Doolittle y Feng, 1990). E!
porcentaje de desviacion estindar es 5.89. La distancia se expresa en unidades relativas.
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18 aparece un resumen del patrén de puentes disulfuro de las secuencias consideradas. Las
ocho proteinas exhiben un puente disulfuro que acerca en el espacio a los extremos amino
y carboxilo terminal. El segundo puente disulfuro de la a-sarcina seria equivalente al
presente en la RNasa Ul y U2 (figura 18).

El 4rbol filogenético calculado a partir de la comparacion de secuencias aparece
en la figura 19. Aunque la o-sarcina aparece distante con respecto de la mayoria de las
proteinas debido a que presenta unos 40 aminodcidos mds, todas las proteinas estin

relacionadas.

Tres proteinas de 1a subfamilia de la RNasa T1, la RNasa T1, la RNasa Fl y la
RNasa Ms, estin caracterizadas en términos de su estructura cristalina. Por lo tanto,
pueden ser utiles a la hora de predecir la conformacion de la a-sarcina. La estructura
tridimensional de la RNasa T1 (Pace et al., 1991) es la mejor caracterizada de todas ellas;
asimismo, recientemente se han determinado las de la RNasa Ms y la de la RNasa Fl
(Nonaka et al., 1993; Vassylyev et al., 1993), encontrindose que todas ellas son muy
similares. Un alineamiento de las estructuras de estas ribonucleasas considerando las
coordenadas espaciales de sus C, revela que las estructuras son coincidentes en una
extension del 90% (los rms son menores de 0.75 A) (figura 20). De acuerdo con la
similitud observada entre la a-sarcina y este grupo de proteinas, el siguiente estudio de
prediccion para la estructura de la a-sarcina se basa en la estructura de estas ribonuclea-
sas. El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la a-sarcina se ha llevado a cabo
considerando las regiones que contienen elementos de estructura secundaria comunes a las
estructuras de las ribonucleasas (figura 20). Posteriormente se ha llevado a cabo la
prediccion de estructura secundaria.

En la o-sarcina se predice la presencia de 15 giros 8. Con la finalidad de asignar
dichos giros en la proteina se consideran los siguientes criterios: los giros 8 predichos que
serian homodlogos a los presentes en la estructura tridimensional de la RNasa T1 se aceptan
(6 en total); los giros 8 predichos en la estructura de la w«-sarcina en regiones no
homdlogas a regiones de la RNasa T1 también se aceptan (6 en total); se descartan los
giros 3 homologos a los predichos en la RNasa T1 pero que no aparecen como tales en
la estructura tridimensional de la misma (1 del total). Estas consideraciones dan cuenta,
por lo tanto, de 13 de los 15 giros predichos. En cuanto a los otros 2 giros 3, se tiene que
tener en cuenta que en la RNasa T1 se predicen 10 giros 8 de los cuales s6lo 8 aparecen
realmente en la estructura cristalina de la proteina libre (Pace er al., 1991), apareciendo
uno mas (en las posiciones 1-5) cuando la proteina se encuentra formando un complejo con
2’AMP o0 2’GMP (Hakoshima ef al., 1992). El otro giro 8 sobrepredicho en la RNasa T1



RESULTADOS Y DISCUSION 67
) H
. P ‘ o ¥ * o] o- L A 2
6220 [AVIWTCILNDQKNPETNKYETKRLLYNQNKA
RMAT ACD GSINCYISISSDVSTARAQRARAG
RN S ESC csltcylWlsSDVSAAKAKG
— £esfazrTc) GSITNYSIARSQVERARAANRBR
T E-2 AT
- i ttt*l— * * o ¥ 1
SARC E{SNSHHAPLSDGKTGSSYP[HWFTN]GYDGDG
RNAT YQLHED|GETV CSNSYPHKY] NNYEG
RS YSLYESGDTI ppYe[EEY|] BEDYEG
RNFL  C QY Y QJNDD TA GSSTYPETY NNYEG
B_
| | o |
sre¢ KLPKGRTPIKFGKSDCDRPPKHESKDGNGET
RNAT FDFSV
RNMS FDF PV
RNF1 FDFPYV
i
- * A * ] P * * * ok |
SARC DHPTF?DGHDYK?DSKKPKENPGPA
RNAT SS’PYYEWPIILSSGDV‘I‘SGGS PGAE
RNMS S GTYYEYPIMSDYDVYTGGS P GA|D
N1 [DGPYQEFPIKSG GVYTGGS P G AlD
“B-3
v * b * * * x | o r o+
SAx2 RVIYTYPNKVFCGIIAETEENQGEL[RL|CsSH
RNAT RV VF N| ENNOQLAGVIITETGASGNNE[VECT
RNMS RV IF D GDDELAGVIT]HTGASGDDCSSS
RNT RVVIN TNCEYAGAITIETGCASGNNFVGCSGTN
BE-5 B-6

B-7

Figura 20. Resumen de las estructuras secundarias de: RNAT, RNMS y RNF1
deducido de las correspondientes estructuras cristalinas (Pace et al., 1991; Nonaka ef al., 1993
y Vassylyev et al., 1993, respectivamente). a-Hélice (A-1) y cadenas 8 (B-1 a B-7) se encuentran
en cajas; los giros 8 de la RNAT aparecen marcados por barras horizontales. El alineamiento de
las secuencias se ha llevado a cabo de acuerdo con las coordenadas de los C* empleando el
software Insightil de Biosym. La secuencia de aminoacidos de la «-sarcina se ha alineado con éstas
considerando las correspondientes coordenadas de las estructuras cristalinas de estas tres RNasas
empleando el software Insightll de Biosym. Los elementos de estructura secundaria aparecen

marcados como en la figura 20. (*) Residuos de «-sarcina que aparecen en al menos una de las
otras RNasas; (O) sustituciones conservativas.
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se encuentra en las posiciones 54-57. Ademads, el método de prediccion no encuentra un
giro 3 que si aparece en la estructura cristalina y que se sitda en las posicion 27-30; este
giro contiene, sin embargo, los tltimos tres residuos de la unica a-hélice de la molécula,
siendo ésta probablemente la razon de la inexactitud de la prediccién. Tras todas estas
consideraciones solo un giro de la RNasa T! (posiciones 92-95) no aparece predicho en
la «-sarcina, mientras que son 2 los giros 3 predichos en la «-sarcina que no aparecen en
la RNasa T1 (posiciones 31-34 y 116-119 en la «-sarcina), aunque uno de éstos podria ser
equivalente al no predicho en la RNasa T1 que se localiza en el extremo de la «-hélice.
De acuerdo con todo ello, la a-sarcina contendria 14 giros 8 (figura 20). Finalmente, es
importante resaltar el hecho de que algunos de los giros 8 predichos en la a-sarcina estin
localizados en posiciones equivalentes a los presentes en la estructura cristalina de la
RNasa T1, aunque tales regiones no exhiben un alto grado de similitud de secuencia.

FLEXIBLADAD

20 40 60 80 100 120 140

Figura 21. Perfil de flexibilidad derivado de la secuencia de la a-sarcina basado en
(Karplus y Schulz, 1986). Los datos se expresan en unidades arbitrarias. Las regiones predichas
en o-hélice (A) y en estructura 8 (B) se indican también. Se ha empleado una ventana de 7
residuos.
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Con la misma metodologia se han predicho las regiones de a-hélice y de estructura
3. Los resultados obtenidos aparecen en la figura 20, en comparacion con las estructuras
secundarias de la RNasa T1, RNasa Ms y RNasa F1, segin se derivan de sus correspon-
dientes estructuras cristalinas. De este modo, partiendo de la secuencia de la w-sarcina,
se predicen 7 hebras 8, 6 de las cuales corresponden a regiones § equivalentes en la
RNasa T1 (esta proteina contiene 7 hebras 3), apareciendo la restante en una region extra
de la a-sarcina (posiciones 69-71). La hebra 8 de la RNasa T1 localizada al comienzo de
la a-hélice no aparece predicha en la o-sarcina. Es importante considerar las dos hebras
B8 de la a-sarcina que aparecen en las posiciones 120-125 y 130-135. Ambas son
equivalentes a las que aparecen en las posiciones 76-81 y 86-90 de la RNasa T1, que son
precisamente las que constituyen la parte central del ndcleo en § de esta proteina.
Finalmente, la molécula de o-sarcina contendria una «-hélice en una posicidn equivalente
a la de la RNasa T1.

De acuerdo con este estudio de prediccién la «-sarcina tendria un 10% de
contenido en «-hélice y un 22% de estructura 8. A este respecto, los porcentajes de o-
hélice obtenidos mediante estudios de dicroismo circular y de espectroscopia de infrarrojo
son 20% y 22 %, respectivamente (Gasset ef al., 1991b). Estos valores son mayores que
el predicho mediante este método de prediccion. En este sentido, la regién en a-hélice de
la RNasa T1, determinada a partir de la estructura cristalina, resulta ser comparativamente
mayor que la predicha para la o-sarcina, por lo que la a-hélice de la o-sarcina podria ser
mayor que la predicha. En cuanto al contenido en estructura g3, el valor obtenido mediante
estudios de dicroismo circutar (21%) se aproxima razonablemente al derivado de la
prediccién tedrica (22%). Mediante espectroscopia de infrarrojo se obtienen valores de
17% de estructura 8 y 23% de laminas 3 de baja frecuencia (Gasset et al., 1991b).

Las regiones extra de la «-sarcina serian regiones expuestas de la proteina,
claramente relacionadas con "loops", en las cuales el Gnico elemento de estructura
secundaria regular serian giros $. Previsiblemente, por su caricter superficial, estas
regiones no iniroducirian alteraciones significativas en el plegamiento de la proteina en
comparacién con la RNasa T1.

De la figura 20 pueden deducirse facilmente las equivalencias entre los elementos
de estructura secundaria presentes en la RNasa T1 y los predichos en la estructura de la
a-sarcina. Asimismo, pueden observarse dos discrepancias significativas, ambas relativas
a las dos cadenas 8 de tres residuos. E! segmento B2 en la RNasa T1 no se predice en la
c-sarcina, mientras que si se predice un segmento 8 en una region extra de la «-sarcina
(residuos 69-71). Probablemente, la cadena B-2 también esté presente en la o-sarcina,
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segin se puede derivar de la similitud de secuencia en esta region. Aun asi, la posibilidad
de un error en la interpretacién, no modificaria la validez del modelo de plegamiento, ya
que esta cadena 3 estd implicada en la denominada ldmina § "menor” de las ribonucleasas
tingicas (Nonaka et al., 1993).

Finalmente, se ha llevado a cabo el analisis de flexibilidad para la secuencia de la
a-sarcina {(figura 21). Aquellos residuos de aminodcidos presentes en la a-hélice 0 en las
cadenas 3 predichas, asi como los residuos de la a-sarcina potencialmente implicados en
la catalisis, aparecen en minimos de flexibilidad, tal como ocurre con la RNasa T1 cuando
se analizan los datos de difraccion de rayos-X (Pace et al., 1991).

DISCUSION

[.a w-sarcina interacciona con vesiculas compuestas por fosfolipidos acidos {Gasset
et al., 1989: Gasset et al., 199Q: Gasset et al., 1991a, 1991b; Ofaderra ef al., 1993). A
consecuencia de esta interaccién se produce la agregacion y fusién de tales vesiculas. El
analisis de estos efectos ha revelado la presencia en la interacciéon de un componente
electrostitico y de un componente hidrofdbico. El primero es facilmente explicable si se
considera la naturaleza bisica de la «-sarcina (Sacco er al., 1983), mientras que el
segundo no lo es a priori, teniendo en cuenta que en [a secuencia de la «-sarcina no
aparecen segmentos lo suficientemente hidrofébicos que puedan dar cuenta de una
interaccion hidrofdbica con el nicleo de las membranas. Sin embargo, tales interacciones
han de ocurrir y, es mas, han de explicarse en el contexto del proceso de translocacién de
proteinas a través de las membranas, puesto que la o-sarcina es capaz de translocarse, en
condiciones en las que dicho proceso depende exclusivamente de la proteina, a través de
vesiculas modelo de asolectina (Ofiaderra et al., 1993). Obviamente, el plegamiento de la
cadena polipeptidica de la a-sarcina debe ser tal que origine la aparicion de uno o varios
ndcleos hidrofébicos de suficiente envergadura como para estar implicados en tales
interacciones hidrofobicas. El estudio de prediccién tiene como finalidad, por 1o tanto, el
buscar tales nicleos hidrofébicos originados a consecuenia del plegamiento de la proteina.

La «-sarcina muestra un significativo grado de similitud de secuencia con varias
ribonucleasas fungicas. Entre los residuos localizados en posiciones homologas no sélo se
encueniran los implicados en el mecanismo catalitico, sino también los residuos de cisteina
que forman parte del puente disuifuro que acerca los extremos N y C-terminales de la
cadena polipeptidica. Esto podria querer decir que la restriccién conformacional impuesta
por tal puente disulfuro se mantiene en este grupo de proteinas. Ya ha sido determinada
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la estructura cristalina de tres de estas ribonucleasas fungicas. Las estructuras de la RNasa
Tl y la de la RNasa Ms son muy similares (Pace et al., 1991; Nonaka et al., 1993),
mientras que fa RNasa F1 muestra ligeras diferencias con la de la RNasa T1. Estas
diferencias estan relacionadas con la organizacioén de los puentes disulfuro y parecen estar
limitadas a la region definida por los residuos 81-84 (Vassylyev et al., 1993). Por todo
elio, este grupo de ribonucleasas fiingicas puede razonablemente tomarse como modelo
para el plegamiento de la cadena polipeptidica de la o-sarcina. Tomando como base los
resultados de los estudios de prediccion, la estructura tridimensional de la a-sarcina podria
no ser muy diferente a la de la RNasa T1. Como principales elementos estructurales de
la o-sarcina estarian, al menos, 6 cadenas 3 y una «-hélice, los mismos motivos que
aparecen en la estructura cristalina de la RNasa T1, aun existiendo diferencias en la
secuencia de aminoacidos. Los giros § predichos para [a a-sarcina se pueden relacionar
de un modo relativamente directo con los presentes en la RNasa T1. Por lo tanto, se puede
proponer que el plegamiento de la cadena polipeptidica de la a-sarcina es similar al de la
RNasa T1. Segin los resultados de este estudio, la distancia entre los C* de los residuos
de cisteina implicados en el puente disulfuro (Cys-6 Cys-148) de la o-sarcina serfa de 4.5
A, igualmente a la RNasa T1. La similitud de! segundo puente disulfuro de la o-sarcina
es mas dificil de analizar puesto que uno de los residuos de cisteina implicados aparece
en una region extra de la «-sarcina (posicién 76). La regién limitada por este "loop”
contiene a la mayoria de los residuos extra de la a-sarcina, por lo que la modelizacion
resulta mas delicada. Aun asi, si se considera el alineamiento miltiple de secuencias de
la figura 17, los residuos de Cys-76 y Cys-132 de la o-sarcina, serian equivalentes a los
residuos Val-52 y Ala-87 de la RNasa T1; la distancia entre los C* de tales residuos de
la RNasa T1 seria de 5.9 A, distancia que permite ia formacion de un puente disulfuro.

De acuerdo con este modelo, la estructura de la a-sarcina estaria compuesia por
un nicleo central de cadenas 8 muy similar al presente en la estructura de la RNasa T1
(la lamina 8 mayor de las ribonucleasas fingicas; Nonaka er al., 1993). La principal
caracteristica de este nicleo 8 es la presencia en €l de las cuatro hebras 8 mayores de la
RNasa T1 (Pace et al., 1991). Precisamente, estas cuatro cadenas S se encuentran entre
las regiones de mayor grado de similitud entre las dos proteinas, lo cual proporciona ain
mas solidez al modelo propuesto.

La ldmina B que corresponderia a la «-sarcina aparece en la figura 22, Esta
estructura posee la caracteristica de definir un niicleo hidrofébico. Ambas superficies de
la lamina contienen aminoécidos con cadenas laterales hidrof6bicas a excepcién del Glu-96
y Arg-121; sin embargo, estos dos residuos, junto con la His-50, son los potencialmente
implicados en el mecanismo de catélisis. Por lo tanto, estas superficies son buenos
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Figura 22. Lamina § antiparalela formada por la cuatro hebras § mas conservativas
de la o~sarcina (b, d, e, y f de Ia figura 20). Los residuos en negrita aparecen a un lado de Ia
limina 3, mientras que el resto lo hacen hacia el otro lado. Los residuos en circulos son los
implicados en la catilisis en la RNasa T1. Los nimeros representan la posicion en la secuencia.
Las flechas indican los extremos C-terminales de cada segmento.

candidatos como participantes en las interacciones hidrofébicas entre la ¢-sarcina y las
membranas lipidicas. El plegamiento tridimensional de la «-sarcina originaria un niicleo
hidrofébico que explicaria las interacciones hidrofdbicas con las vesiculas.

Segun la similitud de secuencia encontrada entre la «-sarcina y la RNasa TlI,
preisamente en el nicleo 3, potencialmente responsable de la interaccion hidrofobica con
membranas, cabria esperar que esta itltima proteina interaccionase con vesiculas. Esto no
se ha observado hasta la fecha; sin embargo, hay que resaltar una diferencia clara entre
ambas proteinas: mientras que la RNasa T1 es una proteina 4cida, la «-sarcina es una
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proteina bésica. Tal y como se ha indicado anteriormente, la diferencia més significativa
entre ambas proteinas es la presencia de regiones extra en la o-sarcina. Estas regiones
extra son "loops" gque contienen un exceso de carga positiva. Es més, Lys-21, Lys-22, y
Lys-29 estarfa cercanas entre si, en la superficie de ia o-héiice predicha para la «-sarcina,
constituyendo una regién adicional con exceso de carga positiva (en la RNasa T1 estas
cargas positivas no estan presentes). Todas estas regiones con densidad de carga positiva
elevada podrian participar en las interacciones con lipidos dcidos. La ausencia de dichas
cargas en la RNasa T1 explicaria la ausencia de interaccion membranas.

Considerando los resultados de este estudio de prediccion, el efecto de la o-sarcina
sobre las membranas podria explicarse del siguiente modo: la proteina, de naturaleza
basica, interacciona con fosfolipidos cargados negativamente (etapa de union); la presencia
de cargas positivas en los diferentes foops de la proteina permitiria una interacciion
simultdnea con dos vesiculas. El puente entre ellas podria ser mantenido bien por una sola
molécula o bien por un agregado de moléculas de proteina (etapa de agregacion). Estas
dos etapas implican la neutralizacién de cargas a nivel de la superficie de las vesiculas.
Esta neutralizacion modificaria la capa de hidratacion de las vesiculas. Las cadenas de
dcidos grasos de los fosfelipidos podrian intercambiarse enire las vesiculas agregadas e
interaccionar con el ndcleo B hidrofébico de [a w-sarcina (la [dmina 8 mayor de la o-
sarcina). Este proceso seria la desestabilizacion misma de la bicapa y conduciria a la
mezcla de los lipidos de las diferentes vesiculas (etapa de mezcla de lipidos). Tras estas
etapas se pueden desencadenar numerosos procesos. Las bicapas pueden originar grandes
estructuras de fusidn, proceso durante el cual algunas moléculas de «-sarcina podrian
quedar atrapadas en su interior, habiéndose producido una translocacion efectiva de la
proteina. Las defensinas (Fujii er al., 1993) constituyen una familia de péptidos basicos
de unos 30 residuos de aminoédcidos, con 3 puentes disulfuro y sin homologfa alguna con
la a-sarcina. Originalmente se aislaron de granulocitos de mamiferos. Estructuralmente
se caracterizan por presentar tres cadenas (3 antiparalelas segin se deriva de los datos
cristalograficos (Hill et af., 1991). Estos péptidos producen fusion y lisis de vesiculas de
fosfolipidos mediante un mecanismo (Fujii ez al., 1993) muy similar al descrito aqui para
la «-sarcina. Tal modelo estd basado en la naturaleza hidrofébica de las superficies
definidas por la lamina 3 del péptido.

En resumen, la «-sarcina seria una proteina o/ que a pesar de ser altamente polar,
contendria un niicleo hidrofébico que vendria definido por una ldmina 8. Este dominio
permitiria dar cuenta del componente hidrofébico de la interaccion entre la a-sarcina y las
bicapas necesario para comprender el proceso de translocacion de la proteina a través de
la membrana, la dnica forma de explicar ia citotoxicidad de la a-sarcina.
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4. ESTUDIO CINETICO DE LA AGREGACION Y MEZCLA DE LIPIDOS DE
VESICULAS DE PG Y PS PRODUCIDAS POR oa-SARCINA: MEDIDAS DE
DISPERSION DE LUZ MEDIANTE TECNICAS DE FLUJO DETENIDO Y
MEDIDAS DE TRANSFERENCIA DE ENERGIA DE FLUORESCENCIA

Medida de las velocidades iniciales de agregacion de vesiculas por técnicas de
flujo detenido

La adicién de «-sarcina a una dispersion de vesiculas de fosfolipidos acidos
produce un aumento en la turbidez de la muestra dependiente del tiempo, debido a la
agregacion de las vesiculas. El analisis de las velocidades iniciales de agregacion produ-
cida por la proteina se ha llevado a cabo mediante medidas de flujo detenido, debido
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Figura 23. Medidas de variacién de intensidad de luz dispersada a 90° mediante
técnicas de flujo detenido tras la adicién de a-sarcina a una disolucién de vesiculas lipidicas.
(A) Variacion de intensidad de luz dispersada (V) frente al tiempo (s) tras la adicién de a-sarcina
(1 uM concentracion final) a vesiculas de PS de cerebro bovino (a), o a vesiculas de DMPS (b).
En ambos casos, la concentracion final de lipido es 30 uM. (B) Variacién de intensidad de luz
dispersada tras la adicién de o-sarcina (0.8 pM) a vesiculas de DMPS (30 uM) a mayor escala de
tiempo (s). Este segundo tipo de registros es el empleado para la determinacion de velocidades
iniciales. Los ensayos s¢ realizaron a 42°C para DMPS y a 37°C para el resto de los lipidos.
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a que la escala de tiempo en la que transcurre el proceso hace necesario el empieo de
técnicas de mezcla rapida. Un ejemplo de las curvas de variacion de intensidad de luz
dispersada frente al tiempo aparece en la figura 23. Las velocidades iniciales del proceso
de agregacion se han determinado a partir de la pendiente del tramo lineal de variacion de
la intensidad de luz dispersada (figura 23B). Este anilisis se ha llevado a cabo con
vesiculas compuestas por PG de huevo, PS de cerebro bovino, DMPG y DMPS. Mientras
que los registros de la agregacion de vesiculas de fosfolipidos naturales mostraban el
aspecto que aparece en el trazo (a) de la figura 23A, los obtenidos con vesiculas de
fosfolipidos sintéticos mostraban el que aparece como trazo (b). En la figura 24 aparece
un resumen de los resultados obtenidos para diferentes relaciones lipido/proteina. Las
velocidades iniciales obtenidas con vesiculas de DMPG son entre 4 y 6 veces mayores que
las obtenidas con vesiculas de PG de huevo, mientras que son similares para ambas
fosfatidilserinas, excepto para una concentracion de 60 uM en donde la velocidad inicial
para DMPS es 1.5 veces mayor que para PS de cerebro bovino. Las velocidades iniciales
con vesiculas de fosfolipidos naturales son similares.

En la figura 24 se puede observar que para todos los lipidos empleados las
velocidades iniciales tienen un comportamiento hiperbdlico. La representacién logaritmica
de las velocidades maximas de agregacion frente a la concentracion de vesiculas es una
recta de pendiente 2 para todos los lipidos empleados (figura 24E). Por lo tanto, el
proceso de agregaciébn de vesiculas inducida por o-sarcina es de segundo orden con
respecto a la concentracion de vesiculas, al menos en el intervalo de concentraciones de
lipido empleado (10 a 60 xM). Las velocidades iniciales, medidas a nivel de milisegundos,
aportan informacion principalmente de la primera etapa del proceso de agregacion. Por
lo tanto, la anterior dependencia con respecto a la concentracion de vesiculas indicaria,
por una parte, que la agregacion de éstas procede via formacion de un dimero de vesiculas
COMmo primera etapa, y, por otra, que este proceso es cualitativamente similar para todos
los lipidos empleados.

La formacién de un dimero puede responder a diferentes esquemas, segin la
naturaleza del contacto entre las vesiculas. En concreto, un dimero podria mantenerse
mediante un puente constituido por una lnica molécula de proteina, o bien, por uno
constituiddo por varias moléculas. De acuerdo con la primera posibilidad, la velocidad
inicial de agregacion seria inhibida en condiciones en las que las vesiculas se encuentran
saturadas de proteina, es decir, en condiciones en las que las vesiculas libres de moléculas
de proteina son cinéticamente limitantes. Sin embargo, tal y como se observa en la figura
24, las velociades iniciales no disminuyen en ningin caso, incluso a relaciones
lipido/proteina tan elevadas como 10:7. Por lo tanto, ha de concluirse que en el manteni-
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Figura 24. Velocidades iniciales del proceso de agregacion de vesiculas lipidicas (R,) producido por a-sarcina. Representaciones de las
velocidades iniciales (V/s) de variacién de luz dispersada producida cuando se afiade a-sarcina a diferentes tipos de vesiculas frente a la concentracion
de proteina (uM): (A) vesiculas de PG de huevo; (B) de PS de cerebro bovino: (C) de DMPG: (D) de DMPS. Para cada tipo de fostolipido aparecen
cuatro graficas diferentes, correspondientes a diferentes concentraciones de lipido: (1) 10 uM; (2) 20 pM; (3) 30 xM; (4) 60 uM. Los pesos moleculares
promedios de PG y PS que se han considerado son 750 y 805, respectivamente. Las barras representan 0.2 V/s (Ry}. (E) Repfesentacion iogaritmica de
las velocidades méximas de agregacion (valores maximos R,, de las figuras A-D; R, en unidades de V/s) para cada tipo de )ipido frente a la concentracion
del mismo (M): (a) vesiculas de PG de huevo; (b) de PS de cerebro bovino; (¢) DMPG; (d) DMPS. Los experimentos llevados a cabo con DMPS se
Fealizaron a 42 °C y a 37 °C con el resto de los lipidos.
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miento del dimero de vesiculas estidn implicadas interacciones proteina-proteina.

La cinética de agregacion obtenida con vesiculas de fosfolipidos naturales (PG o
PS) es claramente distinta a la obtenida con vesiculas de fosfolipidos sintéticos (DMPG
o DMPS) (figura 23A). Mientras que con estos Gltimos se observan curvas saturables, en
el primer caso se observa una disminuacion progresiva de la intensidad de luz dispersada,
siendo esta disminucién menos pronunciada cuanto menor es la concentracion de vesiculas.
Este comportamiento ya ha sido observado anteriormente en otros sistemas, y explicado
en términos de la formacion de grandes agregados que reducirian el nimero de particulas
dispersantes, con la consiguiente disminucién del paso dptico efectivo (Diizgiines et al.,
1981). Sin embargo, también tendria que considerarse que la dependencia angular de la
dispersion de luz para grandes agregados podria ser significativa, aunque para las vesiculas
monoémericas ésta sea minima (Wei er al., 1982). Las diferentes cinéticas observadas
podrian indicar que los complejos formados entre la w-sarcina y las vesiculas de
fosfolipidos naturales y los sintéticos son diferentes, a pesar de que la primera etapa del
proceso de agregacion venga caracterizada por un mismo orden de reaccion. Este diferente
comportamiento entre los fosfolipidos naturales y los sintéticos también se puede deducir
de los resultados obtenidos estudiando los valores de absorcion a 360 nm de una
suspension de vesiculas lipidicas y a-sarcina en situacion de equilibrio (figura 25). Tanto
para DMPG como para DMPS se obtienen curvas hiperbdlicas, con un tramo inicial
préacticamente lineal (Gasset et al., 1989), lo cual no se observa con fosfolipidos naturales.
Es mas, los valores de absorcién obtenidos con DMPG o DMPS son mayores que los
obtenidos con PG o PS, tal y como se espera de las curvas de dispersion.

Medidas de las velocidades de mezcla de lipidos por transferencia de energia
por resonancia

El proceso de mezcla de lipidos producido por la w-sarcina se ha analizado
midiendo la variacion de la transferencia de energia por resonancia de un sistema
compuesto por vesiculas marcadas con 1% NBD-PE (donante) y 0.6% Rh-PE (aceptor)
y por vesiculas no marcadas en proporcion 1:1. El estudio cinético se ha Hevado a cabo
para vesiculas de diferente composicién lipidica. Las figuras 4 y 5 resumen los resultados
obtenidos con vesiculas de DMPG. La adicion de a-sarcina produce mezcla de lipidos tal
como se deduce del incremento en la intensidad de fluorescencia del NBD-PE. La figura
26 muestra la cinética de mezcla de lipidos obtenida para una concentracién de DMPG 150
pM y concentraciones de «-sarcina comprendidas entre 1 y 10 uM. Todas las curvas
muestran un comportamiento sigmoideo, resultado de un retraso en el comienzo del pro-
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Figura 25. Aumento de la absorcion a 360 nm de disoluciones de vesiculas de
diferentes tipos de lipidos tras la adicién de a-sarcina. Representacién del incremento de
absorcion a 360 nm de disoluciones de lipidos tras al adicidn de «-sarcina frente a la concentracion
de ésta (uM): (1) vesiculas de PG de huevo (75 pM); (2) PS de cerebro bovino (75 uM); (3)
DMPG (30 uM); (4) DMPS (30 uM). La cinética de variacién de absorcién de las diferentes
muestras (1 mi volumen total) se determind en cubetas termostatizadas de 1 cm de paso 6ptico. Los
valores representados son los obtenidos tras la estabilizacién de dicho valor de absorcién. Estos
son ¢l promedio de tres diferentes medidas.

ceso. Esto sugiere la existencia de un estado intermedio previo al proceso de mezcla de
lipidos propiamente dicho. La velocidad maxima de mezcla de lipidos, calculada del
segmento lineal de las curvas de la figura 26, se alcanza tras un periodo de tiempo que
varia con la concentracién de «-sarcina; asi, cuanto mayor es la concentracion de proteina,
menor es dicho periodo de tiempo. Este estudio se ha llevado a cabo para diferentes

concentraciones de DMPG (entre 15 y 150 uM). Las velocidades maximas calculadas de
este modo para diferentes concentraciones de a-sarcina y de DMPG aparecen en la figura
27A. Estas curvas tienden a saturarse a una concentracion de «-sarcina de 10 pM
aproximadamente. Por lo tanto, las velocidades de mezcla de lipidos a esta concentracion
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de «-sarcina se han considerado como valores saturantes. Estas velocidades, en unidades
de intensidad de fluorescencia por segundo, se han convertido en unidades de porcentaje
de dimeros fusionados por segundo (%fd/s) para poder hacer una comparacion direcia,
indenpendientemente de las diferentes concentraciones de sondas fluorescentes para cada
concentracion de liptdo. Los resultados aparecen en la figura 27B. Es evidente que las
velocidades maximas saturantes corresponden a un valor constante de %fd por segundo
para todo el intervalo de concentraciones de DMPG considerado (entre [5 vy 150 uM).
Para calcular el orden de reaccion del proceso de mezcla de lipido con respecto a la
concentracion de vesiculas, los datos de la figura 27A se han representado como valores
de (velocidad de formacion de dimeros X concentracidn) vs (concentracion), en una
representacion doble logaritmica. El resultado es una recta de pendiente uno (recuadro
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Figura 26. Estudio cinético de la variacién de transferencia de energia producido por
a-sarcina en un sistema de vesiculas de DMPG. La variacién de la intensidad de fluorescencia
a 530 nm tras excitacién a 450 nm (Fs,, ,,) medida en unidades arbitrarias, se representa frente al
tiempo (s). Todos los registros corresponden a una misma concentracién de DMPG (150 gM),
apareciendo la concentracién de o-sarcina indicada en cada caso. La disolucion de vesiculas estaba
formada por dos subpoblaciones: vesiculas marcadas (NBD 1%; Rh 0.6%) y vesiculas no
marcadas, e¢n proporcién molar (1:1). Los experimentos se realizaron a 37°C.

figura 27B), lo cual indica que la reaccién de mezcla de lipidos es de primer orden
respecto a la concentracion de fosfolipidos. Este resultado es el esperado si el proceso de
fusion como tal se produce a partir de un complejo de vesiculas agregadas cuya formacion
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no es cinéticamente limitante respecto al proceso de desestabilizacion de las membranas

propiamente dicho.

El cardcter sigmoideo de las cinéticas de mezcla de lipidos es dependiente de la
relacion proteina/lipido. En [a figura 28A aparecen las cinéticas de variacion de intensidad
de fluorescencia de NBD-PE para diferentes relaciones molares proteina/DMPG. A la
mayor relacidon considerada aparece un comportamiento hiperbdlico, mientras que a
medida que la relacion proteina/lipido disminuye las cinéticas van siendo progresivamente
sigmoideas. Este hecho sugiere que en el estado intermedio responsable del comportamien-
to sigmoideo estin implicadas interacciones proteina-proteina. Para obtener informacion
sobre este proceso se ha definido el pardmetro t,,, como el tiempo necesario para
alcanzarse el 50% de la maxima variacion de fluorescencia. La representacion de los
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Figura 27. Velocidades de mezcla de lipidos producidas por a-sarcina sobre vesiculas
de DMPG. Representaciones de las velocidades de mezcla de lipidos (medida en unidades
arbitrarias de intensidad de fluorescencia a 530 nm tras excitacién a 450 nm, Fiy, .. por segundo;
Fis./S) frente a la concentracion de proteina (M). Las concentraciones totales de lipido aparecen
en cada trazo (15, 60, 105 y 150 uM). Las velocidades se han calculado a partir del tramo lineal
de cada cinética, tales como las que aparecen en la figura 26. (B) Representacién de las
velocidades maximas de mezcla de lipidos expresadas como (%fd/s),,, +SD (véase materiales y
meétodos) frente a la concentracion de lipido (M). (Recuadro) Representacién logaritmica de
((%fd/$)ma (DMPG) p M)] frente a la concentracién de DMPG (uM).
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valores obtenidos de los t,, frente a las inversas de las concentraciones de «-sarcina
(figura 28B) es una recta, lo cual sugiere que el proceso es de segundo orden respecto la

concentracion de proteina.

Este tipo de ensayo también se ha realizado con vesiculas compuestas por DMPS.
La figura 29A muestra las cinéticas de mezcla de lipidos para 70 uM DMPS y diferentes
concentraciones de a-sarcina (entre 5 y 20 uM). El proceso es sensiblemente mas lento
que el observado con vesiculas de DMPG (figura 26). En la figura 29B aparece una
representacion de las velocidades maximas trente a la concentracidn de proteina. Las
velocidades méaximas tienden a saturarse a una concentracion de «-sarcina de 20 yM para

1/P - 10° (M
004 0QQ8 012 016
I T 1 T
A =200 ¢, ,
80 4100 4
60 B -120
%F
40 -8 [1/2
. S
20 14
L )
1 1 L 1
5 10 15 20 5 02 04 08 08
/P - 10% (MY

Figura 28. Cinéticas de variacién de intensidad de fluorescencia a 530 nm nor-
malizada, tras excitacion a 450 nm. (A) La intensidad de fluorescencia (en unidades arbitrarias,
pero las mismas que las consideradas en las figuras 4 y 5) se expresan como porcentaje de la
correspondiente variacion maxima para cada concentracion de fosfolipido (%F), con la finalidad
de poder comparar las diferentes cinéticas realizadas con diferentes concentraciones de lipido. Se
representa %F530 nm frente al tiempo (s). Los cuatro trazos que aparecen corresponden a
diferentes concentracines de DMPG (15, 60, 105, 150 M) para una concentracién de w«-sarcina
{10 uM). (B) Representacion de los valores de t1/2 (s) frente a la inversa de la concentracidn de
we-sarcina (1/P) (M-1), para una concentracion de DMPG (150 uM). (C) representacion similar a
(B) pero con resultados obtenidos con vesiculas de DMPS (70 uM). Los experimentos con DMPG
se realizaron a 37°C, mientras que con DMPS se emple6 42°C.
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70 uM DMPS. Sin embargo, para mayores concentraciones de lipido se requieren mayores
concentraciones de w-sarcina. En la figura 29C aparece un resumen de los resultados
obtenidos para concentraciones de w-sarcina de 10 y 20 uM para un intervalo de
concentraciones de DMPS entre 70 y 285 uM. La velocidad de mezcla de lipido en
unidades de %fd/s disminuye a medida que aumenta la relacion lipido/proteina. Este
resultado estd de acuerdo con los datos de unién de «-sarcina a este tipo de lipido. A
concentraciones mayores de 100 uM de DMPS, las vesiculas no estan saturadas por la
proteina en el intervalo de concentraciones empleado debido a la mas baja afinidad relativa
por este tipo de fosfolipido que por DMPG.

La mezcla de lipidos también se ha estudiado con vesiculas compuestas por
fosfolipidos naturales, PG de huevo o PS de cerebro bovino. En las mismas condiciones
que para DMPS, no se ha detectado mezcla de lipidos para PS bovina, mientras que para
PG de huevo si, pero a una velocidad 3000 veces menor que para DMPG.

% fd/s
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Figura 29. Estudio cinético de la mezcla de lipidos producida por «-sarcina con
vesiculas de DMPS. (A) Cinética de variacion de intensidad de fluorescencia a 530 nm tras
excitacion a 450 nm (Fay ) (medida en unidades arbitrarias, pero las mismas que las consideradas
anteriormente). Todos los trazos corresponden a una misma concentracion de DMPS (70 uM),
siendo 1as concentraciones de «-sarcina las que aparecen indicadas. Se empled una mezcla (1:1)
de vesiculas marcadas (NBD 1%: Rh 0.6%) y vesiculas no marcadas. (B) Velocidades de mezcla
de lipidos medidas en unidaddes de Fgy, /s frente a [a concentracién de «-sarcina (M). La
concentracién de fostolipido fue 70 uM. Las velocidades se calcularon a partir del tramo lineal de
las correspondientes cinéticas (A). (C) Dependencia de los valores maximos de velocidad de mezcla
de lipidos correspondientes a dos concentraciones de a-sarcina (10 y 20 uM) en unidades de

(%fd/s) frente a la concentracién de DMPS (M). Todos los experimentos se llevaron a cabo a
42°C.
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En sistemas heterogéneos compuestos por vesiculas de fosfolipidos sintéticos y
vesiculas de fosfolipidos naturales (DMPG + PG) o (DMPS + PS), el estudio se ha
llevado a cabo de dos modos diferentes, en un caso las vesiculas marcadas eran las
constituidas por fosfolipidos naturales y en el otro lo eran las de fosfolipidos sintéticos.
En los cuatro casos considerados se ha visto mezcla de lipidos, lo cual implica
necesariamente que ambos tipos de fosfolipidos participan en la reaccion de tusién. En la
tabla I se resumen los resultados de estos estudios. Todos los valores son apreciablemente
menores que los obtenidos con los sintéticos. Un aspecto interesante es que los valores de
mezcla de lipidos son diferentes segiin qué tipo de vesiculas sean las marcadas. Asi las
velocidades son entre 5 y 6 veces mayores cuando las sondas estdn incorporadas en las
vesiculas de fosfolipidos sintéticos. Los valores de anisotropia de fluorescencia de DPH
incorporado en vesiculas de DMPG o PG a 37°C son 0.070 y 0.064, respectivamente,
mientras que para DMPS y PS son 0.092 y 0.066, respectivamente, Este parametro se
puede relacionar con la fluidez de membrana, por lo que segin esto, las vesiculas de
fostolipidos naturales serian mds fluidas que las de fosfolipidos sintéticos. Siguiendo este
razonamiento, las mayores velocidades de mezcla de lipido se obtienen cuando las sondas
han de diluirse desde una bicapa menos fluida a otra més fluida, es decir, desde vesiculas
de fosfolipidos sintéticos a vesiculas de fosfolipidos naturales.

DISCUSION

La citotoxina c-sarcina produce agregacion (Gasset ef al., 1989) y fusidon (Gasset
et al., 1990) de vesiculas compuestas por fosfolipidos acidos. l.as micrografias de
criofractura ponen de manifiesto que las vesiculas unilamelares de DMPG fusionan para
formar vesiculas multllamelares a relaciones bajas de «-sarcina/lipido, mientras que a altas
relaciones «-sarcina/lipido éste se organiza en estructuras planas. Tales estructuras
representan estados finales de interaccion, pues el sistema se encuentra en equilibrio. Estos
resultados indican que la proteina promueve reordenaciones drasticas de las estructuras
lipidicas. [as primeras etapas de la interaccion -sarcina lipido se producen en una escala
de tiempo muy pequefa, por lo que su estudio requiere el empleo de técnicas de mezcla
rapida (t€cnicas de flujo detenido). La adicidn de a-sarcina a una suspension de vesiculas
de fosfolipidos &cidos produce un aumento en la intensidad de luz dispersada a nivel de
milisegundos (figura 23). Las medidas de las velocidades iniciales de esta variacion
revelan que el proceso es de segundo orden con respecto a la concentracion de fosfolipido.
Esto se interpreta en términos de la formacién de un dimero de vesiculas como etapa
inicial del proceso de agregacion.
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La velocidad inicial de agregacion de vesiculas (figura 24) no se inhibe a altas
relaciones proteina/lipido, condiciones en las que las vesiculas libres de moléculas de
proteina se convierten en cinéticamente limitantes para cualquier proceso en el que
intervengan. Esto indicaria que el puente proteico que agrega los monémeros de vesiculas
no estd formado por una sola molécula de proteina como ocurre, por ejemplo, con la
agregacion de vesiculas inducida por poli-lisina, en donde, tras alcanzarse una velocidad
maxima. este pardmetro disminuye a mayores relaciones péptido/lipido (Lampe er al..
1983). En el caso de la agregacion inducida por «-sarcina, las velocidades son saturables,

TABLA 1. Velocidades iniciales de mezcla de lipidos inducida por a-sarcina en
sisternas de vesiculas de PG y DMPG, y de PS y DMPS.

Concentracion total de fosfolipido (mg/ml)

Concentracion de a-sarcina 200 100 50
(M}

Al B A B A B

Vesiculas de PG

20 1.290  7.070 1.005 5380 0.763 2.600

15 0.825 4570 0.698 4400 0493 2470
Vesiculas de PS

20 0260 1640 0.180 1.050 0.103 0610

15 0.190 1.040 0.160 0.780 0.085 0.450

Los valores las velocidades iniciales se expresan como Fg,/s (emisién de fluorescencia en
unidades arbitrarias).

+ Ensayos de tipo A: el sistema de transferencia de energia estd compuesto por (NBD-
PE/Rh-PE)-PG y DMPG sin marcaje (parte 1) y (NBD-PE/Rh-PE)-PS y DMPS (parte 2). En todos
los casos, la relacion entre vesiculas marcadas y vesiculas no marcadas es (1:1).

1 Ensayos de tipo B: el sistema de transferencia de energia estd compuesto por (NBD-
PE/Rh-PE)-DMPG y PG (parte 1) y (NBD-PE/Rh-PE)-PS y DMPS (parte 2).

no observdndose inhibicion a altas relaciones proteina/lipido, lo cual indicaria que en la
formacion del dimero estan implicadas interacciones proteina-proteina, como previamente
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se ha descrito para la agregacion de vesiculas inducida por la proteina bésica de la mielina
(Lampe er af., 1983). Sin embargo, en este caso la dependencia de la agregacion con la
concentracion de proteina es cooperativa; es decir, existe una proporcién proteina/lipido
critica a partir de la cual se produce la agregacion. La explicacion aportada por los autores
se basa en Ja elevada inestabilidad de los agregados cuando la relacién proteina/lipido es
baja. Esta estabilidad aumentaria a medida que lo hace dicha relacion, condiciones en las
que existirfa una mayor densidad de entrecruzamientos entre vesiculas. Sin embargo, el
comportamiento observado con {a «-sarcina no muestra esta tase de retraso con respecto
a la concentracion de proteina, por lo que habria que concluir que la estabilidad de los
complejos de agregacion es lo suficientemente elevada como para darse incluso a muy
bajas relaciones proteina/lipido.

Los resultados obtenidos de las medidas de velocidades iniciales también indican
que, aunque en el mantenimiento del dimero de vesiculas intervengan més de una molécula
de «-sarcina, las interacciones proteina-proteina no resuitan cinéticamente limitantes para
el proceso global de agregacién. De hecho, de ser asi, debiera observarse una dependencia
sigmoidea de las velocidades iniciales con respecto a la concentracién de proteina.
Asimismo, se puede excluir la existencia de un proceso de agregacién mantenido por un
agregado de moléculas de proteina formado previamente a la interaccidn con las vesiculas.
De hecho, no se han detectado agregados de «-sarcina, en el intervalo de concentraciones

empleado, incluso en presencia de reactivos de entrecruzamiento.

Tras el proceso de agregacion de vesiculas, la a-sarcina produce una desestabiliza-
cion de la bicapa. En este sentido, la «-sarcina accede lo suficiente al interior hidrofébico
de la bicapa para ser marcada con una sonda fotoactivable localizada en el carbono 12 de
la cadena de acilo del fosfolipido (Gasset et al., 1991a). La adiciéon de «-sarcina a una
suspensidn de vesiculas de fosfolipidos acidos produce una pérdida de la transferencia de
energia por resonancia en un ensayo tipico de dilucidén de sondas (Struck er al., 1981).
Este resultado se interpreta en términos de existencia de mezcla de lipidos entre diferentes
bicapas promovido por la proteina. Este proceso es mas lento que el reflejado por
dispersion de luz a 90°, ya que requiere mas tiempo para completarse considerando todo
el intervalo de concentraciones de lipido estudiado. Las cinéticas de variacidon de
intensidad de fluorescencia tienen un caracter sigmoideo, es decir, ha de transcurrir un
lapso de tiempo hasta el desencadenamiento del proceso (figura 26). Las medidas de
velocidades méaximas revelan que el proceso es de primer orden respecto a la concentra-
cion de lipido, tal y como cabria esperar si el proceso ocurriese segin un esquema que
considerase las etapas siguientes: vesiculas - dimero de vesiculas — vesicula fusionada.
Pero, de acuerdo con este mecanismo, el orden de reaccién aparente serfa 2 si Ia
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concentracion de vesiculas es lo suficientemente baja como para que la etapa de formacion
de dimeros se convierta en la etapa limitante de la velocidad, como es el caso de la mezcla
de lipidos de fosfatidilserina inducida por cationes divalentes (Waiter y Siegel, 1993). Sin
embargo, tal dependencia de segundo orden no se observa, incluso a las concentraciones
de vesiculas mas bajas de entre las empleadas; es decir, la etapa limitante de la velocidad
del proceso global de mezcla de lipidos no es la formacién de dimeros. Esto io iinico que
significa es que la constante de velocidad del proceso de agregacion de vesiculas es mayor
que la de mezcla de lipidos. Sin embargo, incluso considerando este hecho, la dependencia
de primer orden observada en todo el intervalo de concentraciones de vesiculas estudiado,
indicaria que la etapa de mezcla de lipidos ocurre predominantemente a partir de
agregados de vesiculas de mayor orden que el de dimero. Esto explicarfa el retraso
observado en el desencadenamiento del proceso de mezcla de lipidos, retraso que es
dependiente de la concentracion de proteina (figuras 4 y 6). De hecho, en el tiempo que
se requiere para observar mezcla de lipidos ya se han formado agregados de vesiculas
mayores que dimeros. Por lo tanto, el proceso de mezcla de lipidos inducido por «-sarcina
no puede modelizarse como anteriormente se especificé, sino que se hace necesaria la
incorporacion de una etapa intermedia entre dimeros y vesiculas fusionadas que seria la
de formacion de agregados de vesiculas de un orden mayor que el de dimeros. Esto puede
correlacionarse con el hecho de que se requieran interacciones entre moléculas de proteina
para la formacion del agregado de vesiculas, tal y como se dedujo de los estudios de
dispersion de luz a 90°. La dependencia de segundo orden con respecto la concentracion
de a-sarcina que se observa para la etapa de mezcla de lipidos sugiere que se requieren
interacciones proteina-proteina, al menos en una etapa del proceso. De hecho, un agregado
de vesiculas implica a numerosas moléculas de a-sarcina y la mezcla de lipidos ocurre en
dicho agregado.

Cuando se estudian vesiculas compuestas por fosfolipidos naturales, PG de huevo
o PS de cerebro bovino, no se observa mezcla de lipidos aunque si agregacion de estas
vesiculas. La diferente respuesta ante unos y otros, se podria pensar que reside en las
diferencias de fluidez que presentan unas vesiculas con respecto de las otras, ya que ambos
tipos de fosfolipidos, compartiendo la misma cabeza polar, difieren en la composicién de
las cadenas de acilo. Tal composicion para los fosfolipidos naturales proporcionaria una
mayor fluidez que en el caso de los dimiristoil-fosfolipido. Sin embargo, las diferencias
de fluidez determinadas mediante medidas de anisotropia de fluorescencia de DPH, no son
lo suficientemente importantes como para explicar la ausencia de mezcla de lipidos. Esta
aparente discrepancia entre los resultados obtenidos con diferentes tipos de fosfolipidos que
compartiendo ia misma cabeza polar difieren en la composicién de las cadenas de acilo,
ya ha sido observada anteriormente. Asi, Walter y Siegel (1993) han observado que,
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aunque las vesiculas de POPS agregan en presencia de cationes divalentes, no presentan
mezcla de lipidos, mientras que las compuestas por PS de cerebro bovino si lo presentan
en las mismas condiciones experimentales. El diferente comportamiento se ha relacionado
con la composicién y distribucion de las cadenas de acilo de estos fosfolipidos. Estos
autores concluyeron que las velocidades de desestabilizacién de la bicapa, para el sistema
de PS. pueden controlarse por factores diferentes al relativo a la quimica de la cabeza
polar o a la transicion de fase del fosfolipido. Asimismo, Eklund (1990) ha observado que
las vesiculas compuestas por fosfolipidos que presentan cadenas de acilo totalmente
saturadas (DMPG y DPPS) fusionan en presencia de cationes monovalentes, mientras que
no se observa fusion con las compuestas por cadenas de acilo con insaturaciones (PG o
PS). Estos experimentos fueron llevados a cabo con vesiculas preparadas en ausencia de
Na*, por lo que la posterior adicién de este catién monovalente al medio supondria la
aparicion de un gradiente de concentraciones significativo a través de la bicapa. A este
respecto, se ha sugerido que la protonacion de la superficie interna de la bicapa de
vesiculas de PS obtenidas por sonicacién podria ser la responsable de la estabilidad
termodindmica de estas vesiculas (Demel et al., 1987). Por lo tanto, la fusidon podria
producirse con las vesiculas menos estables en las condiciones dei estrés creado por el
gradiente de Na™. También se ha sugerido que el aumento del nimero de insaturaciones
de las cadenas de acilo en las membranas modifica de alguna forma la red de puentes de
hidrégeno interlipidicos en los que intervienen moléculas de agua, y que el proceso es
independiente de los efectos sobre el orden lipidico (Slater et al., 1993). Por lo tanto,
podria especularse que la «-sarcina promueve la mezcla de lipidos a partir de un estado
de agregacién de un orden mayor que el de dimero, cuando las vesiculas estan compuestas
por fosfolipidos que poseen cadenas de acilo totalmente saturadas, debido a la diferente
red de puentes de hidrogeno que poseen cuando se comparan con la existente en las
vesiculas compuestas por fosfolipidos naturales.

La w«-sarcina produce mezcla de lipidos cuando en el medio existen vesiculas
compuestas por fosfolipidos naturales y vesiculas compuestas por fosfolipidos sintéticos.
Tal proceso solo se produce a través de una desestabilizacion de la bicapa. La «-sarcina
promueve agregacion de ambos tipos de vesiculas pero dnicamente es capaz de
desestabilizar las compuestas por fosfolipidos sintéticos. Este conjunto de resultados
llevaria a concluir que la desestabilizacion promovida por la a-sarcina en las vesiculas de
DMPG se transmitiria a las vesiculas de fosfolipidos naturales. Considerando que ia
formacion de un dimero de vesiculas implica numerosas moléculas de «-sarcina, y que la
desestabilizacion de la bicapa requiere interacciones proteina-proteina, podria pensarse que
tal interaccion seria el vehiculo por el cual se transmite tal desestabilizacién. En este
sentido, cabe decir que la o-sarcina sufre un cambio conformacional cuando interacciona
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con vesiculas de DMPG (Gasset et al., 1991b). Una posible explicacion para el
comportamiento observado en los sistemas heterogéneos podria ser la siguiente: como
consecuencia de la desestabilizacion de la bicapa producida por la «-sarcina en las
vesiculas de fosfolipidos sintéticos, la proteina sufriria un cambio conformacional. Este
cambio modificaria, mediante interacciones proteina-proteina, la conformacion de otra(s)
molécula(s) de proteina unida(s) a la membrana de fosfolipidos naturales y tal cambio
promoveria su desestabilizacién. Esta hipotesis implicaria la existencia de dos tipos
diferentes de conformacidn de la a-sarcina, una en presencia de vesiculas de fosfolipidos
sintéticos y otra en presencia de vesiculas de fosfolipidos naturales. En este sentido, ya
se ha descrito que la rodanasa muestra diferentes conformaciones segun esté unida a
cardiolipina o a fosfatidil serina (Zardeneta y Horowitz, 1993). Sin embargo, no se pueden
descartar otras posibilidades. La interaccion de la a-sarcina con ambos tipos de vesiculas
podria resultar en una diferente modificacién de la superficie de hidratacion de las mismas.
En el sistema heterogéneo, en condiciones de agregacion, tal modificacion podria conducir
a mezcla de lipidos entre las vesiculas. Las vesiculas compuestas por fosfolipidos naturales
o por fosfolipidos sintéticos podrian exhibir una diferente superficie de hidratacion,
independientemente de ia coincidencia de la cabeza polar, ya que, como se ha indicado
anteriormente, la existencia de insaturaciones implicaria una perturbacion en la red de
puentes de hidrégeno de la superficie de la bicapa (Slater er al., 1993). Asimismo,
también se han observado cambios en los espetros de infrarrojo tras la adicién de cationes
divalentes a dispersiones de fosfatilserina, cambios que se han interpretado en términos
de modificaciones del patrén de puentes de hidrogeno establecidos (Hiibner et al., 1994),

En resumen, la a-sarcina agrega vesiculas compuestas por fosfolipidos acidos. Este
proceso se inicia con la formacién de un dimero de vesiculas que resulta mantenido por
puentes proteina-proteina. Una vez que transcurre la agregacion, se produce la
desestabilizacion de las bicapas, desestabilizacion que conduce a la mezcla de lipidos. Este
proceso estd relacionado con la presencia de vesiculas compuestas por fosfolipidos con
cadenas de acilo totalmente saturadas. Esta desestabilizacién puede ser transmitida a
vesiculas compuestas por fosfolipidos naturales.
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5. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE LA «-SARCINA REDUCIDA
Y CARBOXIAMIDOMETILADA. ANALISIS DE LOS REQUERIMIENTOS
ESTRUCTURALES PARA LA INTERACCION HIDROFOBICA CON BICAPAS
LIPIDICAS

Caracterizacion espectroscopica de la a-sarcina reducida y carboxiamidometi-
lada.

El anilisis de aminoacidos de la «-sarcina reducida y carboxiamidometilada (-
SRC) revela la presencia de 4 carboximetil-cisteinas, indicando que la reaccién de
modificacién ha sido completa. Esta modificacion quimica desnaturaliza la proteina segin
se deriva de su caracterizacion espectroscopica (figura 30}. En primer lugar, el espectro
de absorcién UV esti desplazado hacia el azul cuando se compara con el de la proteina
nativa, resultado esperable si los croméforos de la proteina se encuentran en un entorno
mds polar tras la desnaturalizacién. El maximo de absorcién de la «-sarcina nativa se
encuentra a 278 nm mientras que en la a-SRC aparece a 275 nm (figura 30A). En segundo
lugar, el espectro de dicroismo circular (CD) de la «-SRC en la regién del enlace
peptidico (figura 30B), indica una fuerte contribucidn de estructura secundaria no ordenada
(banda con un minimo de absorcién por debajo de 200 nm), y una contribucién minima
de estructura a-hélice (el valor de elipticidad negativa a 220 nm es muy bajo). El anélisis
de este espectro de dicroismo circular revela la presencia de elementos residuales de
estructura secundaria, giros y estructura 8 (figura 30B). Asimismo, la pérdida de las
bandas de dicroismo en el UV-proximo tras la modificacion es significativo de la ausencia
de estructura terciaria. Las mismas conclusiones pueden derivarse de los estudios de
fluorescencia de la «-SRC (figura 30C). El espectro de emisién de fluorescencia de la
proteina cuando ésta se excita a 275 nm muestra dos maximos centrados en torno a los 305
y 345 nm, respectivamente. La contribucidn de los residuos de triptéfano y tirosina puede
determinarse separadamente comparando este espectro con ¢l obtenido cuando la muestra
se excita a 295 nm, longitud de onda donde la absorcion de los residuos de tirosina es
menor del 10% que a 275 nm. La comparaciéon ha de realizarse entre el especiro de
emision para una longitud de onda de 275 nm (contribucidn de triptofanos y tirosinas;
espectro 1 en la figura 30C) y el espectro de emision cuando se excita a 295 nm
normalizado (contribucion especifica de triptéfanos; espectro 2 figura 30C). La banda de
emision de las tirosinas estd centrada en torno a los 305 nm, mientras que el dnico
maximo debido a los residuos de triptéfano aparece en torno a los 345 nm. El espectro de
emision de fluorescencia de ambos fluordéforos individuaimente es diferente a los obtenidos
con la a-sarcina nativa (figura 30C, espectros 4 y 5). La modificacién quimica produce
un aumento de aproximadamente 3 veces en la intensidad de fluorescencia de las tirosinas,
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Figura 30. Caracterizacién espectroscdpica de la a-SRC. (A) Espectros de absorcion
{medidos en cubetas de 1 cm de paso Optico) de o-sarcina nativa ( ) ¥y &-SRC (---). (B)
Espectro de dicroismo en la regién del enlace peptidico (UV-lejano) de a-sarcina nativa ( )
y a-SRC (---). Los valores de elipticidad se expresan en unidades de grados-cm®dmol”. Se
representan los valores tedricos (@) correspondientes a espectros con los siguientes porcentajes
de estructura secundaria: 21% o-hélice, 33% lamina # antiparalela, 18% giros G y 28% estructura
no ordenada, para q-sarcina nativa; y, 21% lamina § antiparalela, 17% giros 8 y 62% estructura
no ordenada para «-SRC. Estos valores se han calculado de acuerdo a Perczel er al. (1991). (C)
Espectros de emision de fluorescencia (los valores de intensidad de fluorescencia se expresan en
unidades arbitrarias) de «-SRC, para excitacion a 275 nm (espectro 1); para excitacion a 295 nm,
normalizado para la emision de residuos de triptéfano (espectro 2); espectre diferencia (1 menos
2) (espectro 3); espectros de emision de fluorescencia de c-sarcina nativa, (espectro 4) contribucién
de triptofanos y (espectro 5) contribucién de tirosinas. Todas las disoluciones de proteina se
prepararon en Mops 50 mM, pH 7.0, con NaCl 0.1 M y EDTA 1 mM.
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Figura 31. Espectros de emisién de fluorescencia y dicroismo circular de «-SRC en
presencia de TFE. (A) Espectros de dicroismo circular en el UV-lejano (regi6n del enlace
peptidico) de la q-sarcina nativa ( } y de la «-SRC (---) en presencia de 65% TFE. Los
valores de elipticidad se expresan en unidades de grados-cm*-dmol™. (B} Espectros de dicroismo
circufar en el UV-préximo (region de los residuos arométicos) de la a-sarcina nativa ( )y
de la @-SRC (---) (espectros 1 y 3 en ausencia de TFE; espectros 2 y 4 en presencia de 65% TFE).
Las unidades de elipticidad son las mismas que las de la parte A. (C} Espectros de emision de
fluorescencia de la -sarcina nativa ( ) ¥ a-SRC (---) para excitacidén a 295 nm, en presencia
de 65% TFE. Las unidades de intensidad de fluorescencia son las mismas gue ias de la figura 30).

sin apreciarse cambio alguno en la posicion del maximo de emision. En la a-sarcina nativa
no se observa transferencia de energia entre los residuos de tirosina y triptéfano (Martinez
del Pozo et al., 1988), por lo tanto, el aumento de la intensidad de fluorescencia de los
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residuos de tirosina no puede atribuirse a la eliminacién de tal proceso. Podria deberse,
sin embargo, a una disminucién del apagamiento estatico producido por grupos adyacentes
a las tirosinas como consecuencia del cambio conformacional producido por la modifica-
cién quimica. Un aumento similar en intensidad de fluorescencia se ha observado en la «-
sarcina a consecuencia de una transicion desnaturalizante inducida por pH é4cido (Martinez
del Pozo et al., 1988). En lo que se refiere a la emision de los residuos de triptéfano, en
la -sarcina nativa se observan dos maximos, uno a 325 nm y otro a 335 nm (figura 30C,
espectro 4). La aparicién de un dnico mdximo en el espectro de emision de fluorescencia
de la «-SRC, asi como el hecho de que aparezca desplazado hacia el rojo comparado con
los de la w-sarcina nativa, es indicativo de que ambos fluordforos han pasado a un entorno
de mayor polaridad, lo cual es caracteristico de una proteina desnaturalizada. La intensidad
de fluorescencia de la «-SRC se multiplica aproximadamente 3 veces en comparacién con
la de la a-sarcina nativa. Un aumento similar se observa en una transicion conformacional
que ocurre a pH 8.0 y que se atribuye a la desprotonacion del grupo «-NH, de la proteina
(Martinez del Pozo et al., 1988). En resumen, todos los datos espectroscépicos indican
que la «-SRC es una proteina desnaturalizada. Este hecho es corroborado a su vez por la
pérdida de actividad ribonucleasa. La «-sarcina nativa, cuando actia sobre el RNA
ribosémico 288, produce un fragmento de aproximadamente 400 nucleétidos, el fragmento
«, por la hidrdlisis de un unico enlace fosfodiéster (Wool et al., 1990). Este fragmento
no es producido por la «-SRC en condiciones experimentales en las que si lo produce la
o-sarcina nativa. Finalmente, cabe decir que las caracteristicas espectroscépicas de la a-
SRC no varfan, al menos durante una semana, cuando la proteina se incuba a 4°C 6 37°C.
Por todo ello, la «-SRC puede considerarse una proteina desnaturalizada estable que no
sufre un proceso de replegamiento.

El trifluoroetanol promueve una conformacion en la «-SRC espectroscopica-
mente similar a la adquirida por la «-sarcina nativa

El trifluoroetanol (TFE) es un agente que promueve la formacion de puentes de
hidrogeno intramoleculares en polipéptidos, disminuyendo el nimero de este tipo de
interacciones entre los enlaces peptidicos y el disolvente (Nelson y Kallenbach, 1986); la
consecuencia de esto es la generacion de estructuras secundarias ordenadas en dichos
polipéptidos. El efecto del TFE sobre las estructuras secundarias de la «-sarcina nativa y
la a-SRC se ha estudiado mediante dicroismo circular (CD) y fluorescencia. En presencia
de TFE ambas proteinas muestran un espectro de CD similar, tanto en la regién del UV-
lejano como en el UV-préximo, asi como un espectro parecido de emision de fluorescencia
(figura 31). Los espectros de CD en la regi6n del enlace peptidico, corresponderian a una
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Figura 32. Agregacion y
mezcla de lipidos de vesiculas de
fosfolipidos por «-SRC. (A)
Aumento de 1a absorcion a 360 nm
(AA;q o) producido por la interac-
cién de 1a a-SRC con vesiculas de
DMPG (30 nmoles) a diferentes
relaciones molares. Los resultados
representan el promedio de tres
medidas independientes. (B) Efecto
de la a-SRC sobre la eficacia de la
transferencia de energia (%ET)
entre las sondas NBD-PE (dona-
dor) y Rh-PE (aceptor) incorpora-
das en vesiculas unilamelares de
DMPG (DMPG/NBD-PE/Rh-PE a
una relacion molar 98 .4:1:0.6). El
ensayo se realizé con una propor-
cién de vesiculas marcadas a no
marcadas de (1:9), siendo la con-
centracion total de fosfolipido 150
(uM).

60
&
o 40
-

20

-

_

2 3 4

(P/L) - 1P

estructura secundaria compuesta por un 15% o-hélice, 17% ldmina 8 antiparalela, 17%
giro 8y 51% estructura irregular, de acuerdo al método de ajuste de Perczel et al. (1991).
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Por io tanto, el TFE aumenta el contenido de «-hélice de la «-SRC. Las
semejanzas espectroscopicas existentes han de interpretarse como que tanto la estructura
secundaria como el microentorno de los croméforos de ambas proteinas son muy similares
tras la adicién de TFE. Por lo tanto, en condiciones en las que se promueven los puentes
de hidrégeno intramoleculares, la a-sarcina nativa y la a-SRC adoptan una conformacion
similar, aunque esta ltima proteina carece de puentes disulfuro. El efecto del TFE al
estabilizar los elementos de estructura secundaria ordenada pareceria depender por lo tanto
de la secuencia de aminoécidos; el disolvente induciria una estructura secundaria por la
que la cadena polipeptidica posee determinada propension (Sonnichsen et al., 1992). Esto
es lo que parece ocurrir con la a-sarcina, por 1o que ha de concluirse que los puentes
disulfuro no suponen realmente una restriccion en tal propension.

La «-SRC interacciona con vesiculas compuestas por fosfolipidos acidos

la o-sarcina nativa interacciona con vesiculas compuestas por fosfolipidos acidos.
Se ha procedido a comprobar si la «-SRC posee tal capacidad. Cuando se afiade «-SRC
a una dispersion de vesiculas de DMPG se produce un aumento en la turbidez de la
muestra debido a la agregacion de las vesiculas. La cinética de este proceso de agregacion
se ha estudiado midiendo ia variacion de la absorcién de dicha muestra a 360 nm (AA,,
) En la figura 32A se representa la variacion del AA;g, ., frente a la concentracién de
a-SRC. El efecto se satura a una relacion molar aproximada de 0.04:1 proteina/fosfolipi-
do. La «-sarcina nativa produce un efecto similar y, bajo estas mismas condiciones la
saturacion se observa a una relacién molar 0.02:1 proteina/fosfolipido (Gasset et al.,
1989). Cabe resaltar el hecho de que a las correspondientes relaciones de saturacion el
AA4 o producido por la @-SRC es 1.5 veces mayor que el producido por la o-sarcina
nativa. Al igual que la proteina nativa, la «-SRC no produce cambio alguno en la
absorcion de una muestra compuesta por vesiculas de fosfolipidos neutros de DMPC.

La o-SRC desestabiliza bicapas de DMPG promoviendo mezcla de lipidos entre
diferentes vesiculas de este fosfolipido, tal y como se detecta mediante el ensayo clésico
de variacién de transferencia de energia (Struck e al., 1981) (figura 32B). El porcentaje
de transferencia de energia disminuye a medida que aumenta la concentracién de a-SRC,
observandose la saturacion a una relacion 0.01:1 proteina/fosfolipido. Este resultado es
el mismo que ¢l obtenido con la «-sarcina nativa en estas mismas condiciones experimen-
tales (Gasset et al., 1990). Cuando se comparan las figuras 3A y 3B en términos de
relacién molar proteina/fosfolipido, puede concluirse que se produce agregacion de
vesiculas fusionadas, pues 10s AA;q o, 1O s€ han saturado a relaciones proteina/fosfolipido
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Figura 33. Mezcla de lipidos y liberacién de contenides acuosos de vesiculas de PG de
huevo inducido por o-SRC. (A) Liberacion de contenidos acuosos de vesiculas de PG de huevo
inducida por «-SRC, registrada como aumento en la emisién de fluorescencia de ANTS (véase
parte experimental). Se representa la extension de la liberacion (@), expresada como porcentaje
de liberacion [(%)L], asi como las velocidades iniciales del proceso {a}, expresadas como
[(%)L]/s, frente a la cantidad de «-SRC presente en el ensayo (nmoles). Las vesiculas se
encontraban en Tris 10 mM, pH 7.5 conteniendo NaCl 0.1 M y EDTA 1 mM a una concentracién
de 0.1 mg/ml. (B) Cinéticas de mezcla de lipido (a) y liberacion de contenidos (b) de vesiculas de
PG de huevo (0.1 mg/ml) inducidos por o-SRC (5 nmoles). Los valores se expresan como
porcentajes de la variacidn maixima de cada ensayo (véase parte experimental). Recuadro:
representacion de los datos de la grifica (B) de acuerdo con la expresion In[100/(100-%)] frente
a tiempo (s), siendo (%) los valores de la grifica (B).
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a las que la transferencia de energfa ya lo ha hecho.

La «-SRC produce liberacién de contenidos acuosos de vesiculas compuestas por
PG de huevo, segiin se ha detectado empleando el ensayo del ANTS/DPX (Ellens et al.,
1985) (figura 33A). En nuestro sistema, el porcentaje de liberacion de contenidos es
directamente proporcional a la concentracion de «-SRC, requiriéndose al menos 10 min
para completarse el proceso, a la menor concentracion de proteina empleada. Consideran-
do como 100% de liberacidn la fluorescencia medida tras lisar las vesiculas con Triton X-
100 (1% concentracién final), el maximo valor de liberacion de contenidos seria del 85%.
La velocidad inicial del proceso aumenta linealmente con la concentracion de proteina en
el intervalo de concentraciones estudiado.

La «-SRC también produce mezcla de lipidos de vesiculas compuestas por PG de
huevo (figura 33B). Cuando se compara la cinética de este proceso con la de liberacion
de contenidos acuosos, se puede observar que este dltimo proceso es, o bien coincidente
en el tiempo al primero, o bien posterior. Es esperable observar un retraso de la liberacién
de contenidos con respecto a la mezcla de lipidos si la interaccion transcurre a través de
una primera etapa en la que se forman estructuras en las que se mantiene la integridad
vesicular (no hay variaciones de permeabilidad de membrana). Las cinéticas de ambos
procesos indican que tal retraso no existe (figura 33B). Si las cinéticas se comparan
considerando Inf{100/(100-%)] vs. tiempo (recuadro figura 33B), se puede concluir que la
mezcla de lipidos es un proceso de primer orden, lo cual, a su vez, significa que la
agregacion de vesiculas no es la etapa limitante del proceso global de interaccién. Un
analisis similar para las cinéticas de liberacion de contenidos indica que la constante de
velocidad del procesc disminuiria a medida que éste transcurre (recuadro figura 33B). De
acuerdo con esto, la mezcla de lipidos promovida por la o-SRC es un proceso que
conlleva liberacion de contenidos acuosos desde las primeras etapas, aunque una vez que
se desarrolla la mezcla de lipidos, la liberacién de contenidos se retarda (recuadro figura
33B).

El analisis de los efectos de una proteina sobre el comportamiento termotropico de
las vesiculas proporciona informacién sobre la posible naturaleza de las interacciones
proteina-vesicula. La implicacidn de componentes hidrofébicos y/o electrostaticos en una
interaccion puede deducirse de este tipo de estudios. La «-SRC modifica el comportamien-
to termotrépico de las vesiculas de fosfolipidos é4cidos, no observindose efecto alguno
sobre vesiculas de fosfolipidos neutros como fosfatidilcolina. La a-SRC disminuye la
amplitud de la transicion de fase entre el estado gel y el estado liquido cristalino de
vesiculas de DMPG marcadas con la sonda DPH, de modo dependiente de ia relacién
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proteina/lipido (figura 34A). La «-SRC tiende a eliminar dicha transicién de fase sin
afectar significativamente al valor de la temperatura a la que ésta tiene lugar. Relaciones
molares mayores que 10:1 (lipido/proteina) ya no moditican el perfil de la variacién de

anisotropia. Estos resultados sugieren que la o-SRC induce una desorganizacion de las

Figura 34. Efecto de [a a-
SRC sobre la transicion de fase
de vesiculas lkipidicas. (A) Varia-
cion de la anisotropia de fluores-
cencia de vesiculas de DMPG-
DPH tras la interaccién con o-SRC
a las siguientes relaciones molares
DMPG/a-SRC: (1) DMPG sdlo;
(2) 100:1; (3) 50:1; (4) 10:1. Los
estudios se realizaron en Mops 50
mM, pH 7.0 conteniendo NaCl 0.1
M y EDTA 1 mM. La concentra-
cion de fosfolipido tue 80 ug/mi,
siendo ;1000 la relacién en peso
DPH/DMPG. Los valores son los
promedios de tres medidas inde-
pendientes. (B) Efecto de la a-SRC
sobre la transicion de fase de
vesiculas de DMPG estudiada
mediante calorimetria diferencial
de barrido (DSC). Los termogra-
mas corresponden a las siguientes
relaciones molares lpido/proteina:
(a) DMPG solo; (b} 400:1; (c)
200:1; (d) 100:1 y (e) 50:1. La
concentracion de lipido fue de 0.3
mg/ml. Las muestras se sometieron
aun ciclo previo de calentamiento-
enfriamiento. Los perfiles mostra-
dos se obtienen posteriormente a
una velocidad de barrido de 30
°C-h’', no encontrandose diferen-
cias con ciclos posteriores.

30 35 °C
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cadenas de acilo de los fosfolipidos, modificando su grado de movilidad, lo cual estaria
de acuerdo con una penetracion de la proteina en las bicapas.

El efecto de la «-SRC sobre la transicién térmica de las vesiculas ha sido analizado
también mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC). Los resultados obtenidos con
mezclas de DMPG y o-SRC a diferentes relaciones proteina/lipido aparecen en la figura
34B. La proteina determina una disminucién del valor de AH (calculada a partir del area
bajo la curva de capacidad calorifica) asociada a la transicion de fase del fosfolipido.
Asimismo, el aumento de la relacion proteina/lipido supone también un aumento en la
anchura de la banda que define la transicién, de un modo similar al observado en las
transiciones analizadas mediante estudios de poiarizacién de fluorescencia de DPH. Estos
resultados sugieren que la proteina ejerce una importante desorganizacién de ia bicapa
lipidica, impidiendo a un elevado porcentaje de moléculas de fosfolipido participar en la
transicion de fase. Un andlisis de estos resultados en términos de la ecuacién

AH/AH, = 1-N(P/L)

en donde AH, es el cambio de entalpia asociado a la transicion del lipido en ausencia de
la proteina y (P/L) es la relacidn proteina/lipido, proporciona un valor de N, = 60, siendo
este parametro en nimero medio de moiéculas de fosfolipido afectadas por una molécula
de proteina. Resultados similares se han obtenido con vesiculas de DMPS.

Los residuos de triptéfano de la «-SRC se transfieren a un medio de menor
polaridad tras interaccionar con vesiculas de fosfolipidos

La emisién de fluorescencia del grupo indol de los residuos de triptéfano es muy
sensible a la constante dieléctrica del entorno en el que se encuentran. El espectro de
emision de fluorescencia de la «-SRC se modifica significativamente tras la interaccion
con vesiculas de fosfolipidos. La figura 35 muestra un resumen de los resultados obtenidos
con vesiculas de DMPG. La interaccién de la o-SRC con estas vesiculas produce un
desplazamiento hacia el azul en la posicién del maximo de emision de fluorescencia (ver
recuadro de la figura 35), desplazandose éste desde los 345 nm hasta 330 nm. Asimismo,
se observa un aumento en el rendimiento cuantico de la proteina, multiplicAndose la
intensidad de fluorescencia de la proteina por un factor de 3 tras la interaccién. La
saturacion de estos cambios se produce a una relacién lipido/proteina de 125:1. El
aumento del rendimiento cudntico de la proteina podria deberse a una proteccion de los
fluordforos frente a los grupos polarizables responsables del apagamiento de la
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fluorescencia de estos residuos. Estas observaciones se pueden interpretar en términos de
una transferencia del grupo indol de los residuos de triptdfano a un entorno de menor
polaridad tras la interaccion con vesiculas lipidicas. Esta nueva localizacién de los grupos
indol también puede deducirse de los resuitados derivados del apagamiento de la
fluorescencia de los mismos residuos de triptdfano, llevado a cabo por antraceno
incorporado en la bicapa. Esta molécula puede considerarse localizada en la region de las
cadenas de acilo, segun se puede derivar de su caracter hidrofobico (Uemura ef al., 1983).
El espectro de emision de fluorescencia del grupo indol solapa con el de absorcion del
antraceno, por lo que entre ellos puede existir transferencia de energia (Uemura ef al.,
1983). El antraceno incorporado en vesiculas de DMPG apaga la emision de fluorescencia
de la o-SRC, produciéndose un aumento simultdneo en la emisién a 400 nm (figura 36).
La transferencia de energia entre ambos fluoréforos aumenta a medida que lo hace la
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Figura 35. Efecto de las vesiculas de DMPG sobre la emisién de fluorescencia de o-
SRC. Representacién de la intensidad de fluorescencia a 330 nm para excitacion a 275 nm (@)
y de la longitud de onda del miximo de emisién de fluorescencia (a) con respecto la relacion
lipido/proteina (L/P). Los resultados son los promedios de tres medidas independientes, empleando
una concentracion constante de proteina. Recuadro: espectros de emision de fluorescencia de o-
SRC (a) y DMPG/a-SRC a una relacion 150:1 (b). Las muestras fueron preparadas en Mops 50
mM, pH 7.0, con NaC1 0.1 M y EDTA | mM. En todas las medidas se emplearon polarizadores
con el fin de evitar los efectos de la posible dispersién de luz.
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relacion antraceno/proteina, saturandose el valor de tal transferencia tanto con la relacion
DMPG/proteina como con la relacién antraceno/proteina (figura 36A y 36B). La magnitud
de la transferencia es de un orden similar al observado con la cardiotoxina II (Batenburg
et al., 1985), melitina (Batenburg et al., 1987) o el péptido Boc-Trp-Phe-OET (Uemura
et al.. 1983).

La a-sarcina nativa y la «~SRC muestran diferentes conformaciones tras la
interaccién con bicapas lipidicas. Estudios de espectroscopia de infrarrojo.

El efecto de las vesiculas [ipidicas sobre la estructura secundaria de la «-SRC se
ha examinado mediante FTIR ya que la turbidez de la mezcla a-SRC-vesiculas impide una
caracterizacion estructural mediante técnicas de dicroismo circular. La validez de la
espectroscopia de infrarrojo para caracterizar la estructura secundaria de las proteinas esta
bien reconocida (Goormaghtigh y Ruysschaert, 1991). En la figura 37 aparece la banda
amida I’ del espectro de infrarrojo de la «-SRC, en presencia y en ausencia de vesiculas,
tras desconvolucién. Un posterior ajuste para determinar las bandas componentes del
espectro no pudo realizarse de un modo fiable pues el resultado de la desconvolucién del
espectro de la «-SRC no presentd maximos definidos. Un incremento en et factor de
resolucién o una disminucidn de la anchura de banda Lorentziana no hizo sino incrementar
el cardcter asimétrico del espectro sin conducir a una diferenciacién de las bandas. Tras
la interaccidn con vesiculas, la o-SRC sufre un cambio conformacional segin se deriva
del cambio en [a banda amida [’. El espectro de diferencia puede observarse en la figura
37. Las bandas negativas dan cuenta de los elementos de estructura perdidos tras la
interaccion, mientras que los positivos darfan cuenta de los ganados. De este modo, la o-
SRC en presencia de vesiculas de DMPG tendrfa mayor contenido en «-hélice y giros,
mientras que perderia estructura 3. Esta pérdida corrobora la presencia previa de este tipo
de estructura en la a-SRC libre, tal y como se deduce del espectro de CD. De acuerdo con
medidas de FTIR la «-sarcina nativa aumenta su contenido en «-hélice tras interaccionar
con vesiculas (Gasset er al., 1991b).

DISCUSION

La interaccion de la «-sarcina con vesiculas lipidicas viene caracterizada por una
combinacion de factores electrostaticos e hidrofobicos (Gasset et al., 1991a, 1991b). El
componente electrostitico de la interaccién es facilmente explicable en términos de una
neutralizacion de cargas entre las cabezas polares de los fosfolipidos cargados negativa-
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menie y residuos de cardcter basico de la a-sarcina. El componente hidrofébico sin
embargo, no se explica a priori ficilmente debido a que la proteina carece de regiones de
secuencia de una hidrofobicidad significativa. En este sentido, el modelo predictivo de la
conformacién de la «-sarcina predice la existencia de un nicleo hidrofébico formado por
cuatro cadenas 8, potencialmente responsable de la interaccién hidrofobica. Ahora bien,
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Figura 36. Apagamiento de la emision de fluorescencia de los residuos de tript6fano
de la o-SRC por antraceno incorporado en vesiculas de DMPG. El efecto del antraceno (ANT)
se evalda considerando una eficacia aparente de transferencia de energia (%), definida como
(%)=[1-(F/Fy)]- 100, donde F y F, son la intensidad de fluorescencia a 340 nm, para excitacion
a 295 nm, en presencia y ausencia de ANT, respectivamente. (A) Las medidas de (%) se realizaron
tras incubar una mezcla de «-SRC (1.47 M) y vesiculas de DMPG-ANT durante 1h a 37°C, a
dos relaciones lipido/proteina: 188:1 (a) y 70:1 (@). (B) Representacion de eficacia aparente de
transferencia de energia (%) frente a la relacién molar ANT/a-SRC.
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Figura 37. Estructura secundaria de la «-SRC en presencia y ausencia de vesiculas
lipidicas. (A) Regién de [a banda amida I* del espectro de FTIR de «-SRC en ausencia (I) y
presencia (2) de vesiculas de DMPG a una relacién molar lipido/protefna de 150:1. (B) espectro
diferencia (espectro 2 menos espectro 1). La desconvolucién de los espectros se hizo empleando
un factor de aumento de resolucién K de 2 y una anchura media de banda Lorentziana de 30 cm™.
Las muestras se prepararon en ventanas de CaF, mezclando 10 pul de «-SRC (5 mg/ml en d-
tampon: Mops 50 mM, pH 7.0, con NaCl 0.1 M, EDTA 1 mM en D,0) y d-tampdn o la
correspondiente cantidad de DMPG en tampdn. Las correcciones por el efectos isotdpico sobre el
pH no fueron consideradas. Las regiones de la banda amida I’ correspondientes a los diferentes
elementos de estructura secundaria considerados fueron: 1662-1645 cm™, «-hélice; 1689-1682 y
1637-1613, estructura §8; 1644-1637, estructura no ordenada; 1682-1662, giros 8 (Goormaghtigh
er al., 1990).

los efectos producidos por una proteina pueden deberse bien a su conformacién nativa bien
a la conformacidén inducida por el ligando tras la interaccion. Es decir, las regiones de la
a-sarcina responsables de la interaccién hidrofébica (potencialmente el nicleo 8) pueden
estar presentes en la forma nativa de la proteina o bien inducirse al interaccionar con
bicapas. El hecho de que la a-sarcina sufra cambios conformacionales al interaccionar con
bicapas lipidicas (Gasset et al., 1991b) no permite diferenciar estas dos posibilidades. Una
forma de a-sarcina desnaturalizada podria proporcionar informacién valiosa sobre este
punto.



RESULTADQS Y DISCUSION 103

La a-sarcina desnaturalizada térmicamente sufre un proceso de renaturalizacion
parcial (Martinez del Pozo et al., 1988), por lo que su empleo no resulta adecuado en este
estudio. Asimismo, el uso de agentes desnaturalizantes que han de emplearse simultinea-
mente con las vesiculas, se descarta por los efectos que éstos podrian causar sobre las
membranas. La simple reduccién de los puentes disulfuro de la «-sarcina no se empleo
tampoco, debido a que posibles reacciones de oxidacidn pudieran conducir a la
renaturalizacion de la proteina. La reduccion y carboxiamidometilacion de la o-sarcina
determina una modificacion quimica estable e irreversible en la proteina, por lo que se
consideré adecuada. La iodoacetamida, al no introducir cambios en la carga neta de la
proteina tras la modificacion, se prefirié al iodoacetato, que introduce cargas negativas.

La caracterizacion espectroscopica de la «-SRC muestra cambios en las bandas de
absorcion y emision de los residuos de triptofano tipicas de un polipéptido desnaturalizado.
Esto queda confirmado por los resultados de dicroismo circular, tanto en el UV-lejano
como en el UV-proximo. De este mismo estudio se deriva que la «-SRC retiene aigunos
elementos de estructura secundaria: giros y cadenas 3. No obstante, este resultado no
resulta sorprendente en el sentido de que numerosas proteinas desnaturalizadas conservan
una fraccion significativa de estructura secundaria (Montelione y Scheraga, 1989; Shortle,
1993).

la «-SRC interacciona con vesiculas de fosfolipidos acidos, de un modo similar
al de la «-sarcina nativa. La agregacién de vesiculas observada se relaciona con la
capacidad de la proteina para disminuir la repulsién electrostatica entre las vesiculas
mediante una neutralizacién de cargas. El que se conserve la capacidad de agregacion
podria explicarse facilmente considerando que la reduccion y carboxiamidometilacién de
la «-sarcina no introduce, previsiblemente, cambios en la carga neta de la proteina. Ahora
bien, de este resuitado ha de concluirse que dicha capacidad de agregacion no es
dependiente de la conformacién nativa de la proteina. Asimismo, la «-SRC no interacciona
con vesiculas de fosfolipidos neutros de fosfatidilcolina, aun cuando la desnaturalizacion
de la proteina supone la exposicion al disolvente acuoso de residuos hidrofébicos. Esto
significaria que tales residuos no pueden considerarse como la fuerza conductora de la
interaccién con vesiculas, sino que como etapa previa a la interaccion hidrofébica hay otra
de caracter electrostatico que se convierte en un requisito previo inicial.

Al igual que la a-sarcina nativa, la «-SRC posee 1a capacidad de desestabilizar
bicapas lipidicas. La a-SRC produce mezcla de lipidos asi como liberacién de contenidos
acuosos. Iguaimente, la proteina disminuye la amplitud de la transicién de fase del
fosfolipido, segin se deriva de estudios de calorimetria diferencial de barrido. Estos



RESULTADOS Y DISCUSION 104

resultados, junto con el hecho de observarse transferencia de energia entre los residuos de
triptéfano y antraceno incorporado en las bicapas, indican un paso de la proteina al interior
hidrofébico. Por 1o tanto, la «-sarcina nativa y la «-SRC interaccionan hidrofébicamente
con membranas aunque su conformacién es diferente. En este sentido, el modelo
estructural de la conformacion de la «-sarcina predice la existencia en la proteina nativa
de un nicleo hidrofébico formado per cinco cadenas 3, que pudiera estar implicado en la
interaccion con membranas. La «-SRC conserva elementos de estructura secundaria segin
se deriva de los resultados de CD y de FTIR. En concreto, el porcentaje de estructura
determinado resulta ser del 20%. Una hipétesis que puede manejarse en este sentido es
que la «-SRC conserva dicho niicleo, lo que la habilitaria para interaccionar hidrofébica-
mente con membranas. Contrariamente a este razonamiento, no puede descartarse el hecho
de que la interaccion de la «-SRC con membranas sea un proceso inespecifico tipico de
proteinas desnaturalizadas. En oposicion a esta afirmacion se podria decir que la «-SRC
es una proteina soluble y estable, en la que no se ha observado fenémenos de agregacién,
incluso a concentraciones elevadas. En este sentido, se ha comprobado que numerosas
proteinas hidrosolubles interaccionan con vesiculas lipidicas a pH acide, condiciones en
las que dichas proteinas sufren una exposicion de residuos hidrofébicos. En este caso sin
embargo, dichas proteinas agregan intensamente en ausencia de vesiculas (Hong er al.,
1985; Kim y Kim, 1986; Harter e al., 1988).

En resumen, los resultados obtenidos indicarian que no se requiere la conformacion
nativa de la a-sarcina para que existan interacciones electrostaticas con vesiculas modelo,
va que la o-SRC posee la capacidad de interaccionar electrostdtica e hidrofébicamente con
membranas. Los elementos estructurales que posee esta proteina modificada la capacitarian
para ello; dichos elementos de estructura secundaria determinados serian estructura 3 y
giros.
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6. DESNATURALIZACION TERMICA DE LA «-SARCINA: DESESTABILIZA-
CION DE LA PROTEINA INDUCIDA POR LA UNION A MEMBRANAS

Estudios de la desnaturalizacion de la a-sarcina mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC)

En la figura 38 aparece un resumen de las curvas de DSC obtenidas para Ila
desnaturalizacion térmica de la «-sarcina y para la desnaturalizacién de diferentes
complejos «-sarcina-vesiculas de fosfolipido, empleando una velocidad de barrido de
0.5°C-min'. El termograma correspondiente a la proteina sola exhibe un tnico pico
altamente simétrico centrado en torno a los 52.6°C, temperatura que corresponde a la de
desnaturalizacion térmica de la «-sarcina. La temperatura del mdximo de capacidad
calorifica, T,, es dependiente de la velocidad de barrido; de hecho, la T, determinada a
una velocidad de barrido de 1.0°C-min™ es 1.5°C mayor que la determinada anteriormen-
te. La dependencia de la T, con la velocidad de barrido sugiere que el proceso estudiado
podria estar controlado cinéticamente (Freire ef al., 1990). Sin embargo, el estudio se ha
llevado a cabo a una velocidad baja (0.5°C-min™) con fines comparativos. La desnaturali-
zacibn térmica de la o-sarcina se caracteriza por un cambio de entalpia aparente (AH,,)
de 136 kcal-mol™ (tabla II), sin considerar la correccién por la entalpia de ionizacién del
tampén. Este valor normalizado por masa de proteina (8 cal-g™) es similar a los obtenidos
para otras proteinas hidrosolubles (Murphy ef ai., 1992; Haltia ef al., 1994) lo cual
sugiere que [a desnaturalizacién térmica de la o-sarcina afecta a la totalidad de la
molécula. El cambio de capacidad calorifica estimado (Murphy y Freire, 1992) asociado
a la denaturalizacién térmica de la w-sarcina es 1380 cal-mol'-K, por lo que la
desnaturalizacion térmica de la proteina viene probablemente acompaiiada de una
hidratacién de gran parte de la proteina. La relacion entre la entalpfa de van’t Hoff, AHyy,
y la entalpia calorimétrica AH_,; (AHy,/AH_,) es 1.1, lo cual sugiere que la desnaturaliza-
cion de la proteina puede describirse como una transicién entre dos estados (Privalov,
1979; Sturtevant, 1987). La reversibilidad del proceso se ha estudiado mediante un nuevo
ciclo de calentamiento tras enfriar y estabilizar la muestra después del primer ciclo. El
porcentaje de AH,, recuperado es funcién tanto de la temperatura maxima alcanzada en
el primer ciclo como del tiempo de estabilizacion previo al segundo ciclo. El porcentaje
de AH,, recuperado es un 70% del inicial cuando la temperatura maxima es 70°C y la
muesira se mantiene 2 h a 10°C antes del segundo ciclo. No se han empleado temperaturas
superiores a 70°C por la posible induccion de modificaciones covalentes en la molécula
de proteina (Sturtevant, 1987; Freire et al., 1990).
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Figura 38. Termogramas de la a-sarcina en disolucion y unida a diferentes tipos de
vesiculas de PG. Representacion del exceso de capacidad calorifica (AC,) frente a la temperatura,
de la ¢-sarcina en disolucion (A) y unida a vesiculas de DMPG (B), DOPG (C) y de PG de huevo
(D), a una retacién molar lpido/proteina de 200:1. La barra representa una capacidad calorifica
de 10 kcal-K'-mol?, L.a velocidad de barrido fue de 30°C-h". Los experimentos se han llevado
a cabo a una concentracion constante de proteina (1 mg/ml) en tampon Mops 50 mM, pH 7.0, con
NaCl 0.1 M y EDTA imM.

El estudio de los efectos del PG sobre la desnaturalizacién térmica de la -sarcina
se ha estudiado empleando mezclas protefna-lipido a una relacion molar (1:200).
Considerando que la relacién proteina/lipido saturante es (1:50) (Gasset ef al., 1989), en
las condiciones anteriores toda la proteina se debe encontrar unida, por lo que las
variaciones observadas en los termogramas no estardn relacionadas con diferentes
proporciones entre formas libres y unidas de «-sarcina. Este analisis calorimétrico es, sin



RESULTADOS Y DISCUSION 107

embargo, complejo debido a la formacion de grandes agregados de vesiculas y complejos
de fusidn inducidos por «-sarcina (Gasset er al., 1989. 1990). En las condiciones
empleadas para las medidas calorimétricas la precipitacion de los complejos se produce
en pocos segundos, por 10 que la interaccién «-sarcina-lipido se realizo en la propia célula
calorimétrica. Este tratamiento no debiera afectar a la desnaturalizacién de la proteina ya
que la temperatura de incubacion es de 37°C, muy por debajo de la T determinada
anteriormente. Sin embargo, este procedimiento supone el manejo de un Sistema con una
interfase solido-liquido en la célula que puede constituir una fuente de error en las medidas
de los parametros termodinamicos considerados.

En [a figura 38 aparecen sélamente las regiones de temperaturas elevadas de los
termogramas correspondientes a los compiejos a-sarcina-PG. A temperaturas inferiores
a 30°C los termogramas estin dominados por la transicion termotrdpica del lipido (Gasset
et al., 1991). Se puede observar que el DMPG modifica el termograma de desnaturaliza-
cion de la a-sarcina (figura 38B), apareciendo un dnico pico asimétrico caracterizado por
una T, de 49.1°C. E! valor calculado de AH, es 77 kcal-moi™, sensiblemente inferior al
obtenido para la proteina en disolucién (tabla II). Este resultado sugiere que la desnaturali-
zacion térmica de [a proteina unida a vesiculas no afecta a la totalidad de la molécuia. La
estabilidad de una proteina se suele definir como la diferencia de energia libre entre la
forma nativa y la forma desnaturalizada. Por lo tanto, la disminucién tanto de la T,, como
del incremento de entalpia calorimétrica asociado a la desnaturalizacion térmica de la «-
sarcina, es una evidencia de la desestabilizacion de la forma unida a membranas de la a-
sarcina, comparada con la forma libre, no unida.

El valor de AHyy/AH,,, calculado para la transicidn anterior es de 2.7. hecho que,
junto con la agudeza y caricter asimétrico del pico endotérmico del termograma, sugieren
que el proceso no puede ser descrito como una transicién entre dos estados, pudiendo
ocurrir procesos de agregacion de la proteina, ya sea entre estados plegados o desnaturali-
zados, o bien, entre ambas formas (Sturtevant, 1987). En este sentido, el andlisis cinético
de las primeras etapas del proceso de agregacion de vesiculas inducida por «-sarcina
revela la implicacion de interacciones proteina-proteina en la formacion de tales agregados
(véase Estudio cinético de la agregacién y mezcla de lipidos de vesiculas de PG y PS
producidas por a-sarcina: medidas de dispersioén de luz mediante técnicas de flujo detenido
y medidas de transferencia de energia de fluorescencia). Hay, sin embargo, otras posibles
explicaciones para el hecho de que AH,y; > AH_, en el proceso de desnaturalizacién
térmica de una proteina, como pueden ser, la existencia de intermedios en la desnaturaliza-
cion del tipo "molten globule" (Xie et al., 1991), o errores en la determinacion de la
concentracion de proteina (Hu ef al., 1992). Esta dltima posibilidad puede descartarse en
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nuestro caso ya que la concentracion de w-sarcina se determina rutinariamente mediante
anilisis de aminodcidos y por medidas espectroscopicas. Por otro lado, hasta hoy dia no
hay ningin indicio sobre la existencia de un intermedio "molten globule” en el
plegamiento de la «-sarcina. La existencia de un estado estable tras la desnaturalizacién
de la proteina (Privalov y Potekhin, 1986) o una situacion experimental en condiciones de
no equilibrio (Freire y Biltonen, 1978), pueden también explicar una desviacion del
comportamiento definido por una transicion entre dos estados. Otra posible explicaciéon de
este comportamiento puede derivarse de la existencia de diferentes formas de w-sarcina
unida a membrana; de hecho se observa un comportamiento dual cuando se consideran
otros tipos de PG. Asi, el termograma de la «-sarcina unida a vesiculas de DOPG (a una
relacion molar proteina/lipido de 1:200), viene caracterizado por una T, y por un AH

menores que los de la «-sarcina en disolucion, asi como por un ensanchamiento
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Figura 39. Espectros de FTIR de la a-sarcina en disolucién y unida a diferentes tipos
de vesiculas de PG. (A) Espectros de FTIR de la a-sarcina libre en disolucion (a), y unida a
DMPG (b}, DOPG (c) y PG de huevo (d) a una relacion molar lipido/proteina de 150:1. (B) Los
mismos espectros tras desconvolucién de Fourier empleando una anchura de banda Lorentziana de
30 cm™ y un factor de aumento de resolucion de 1.8. Los espectros se han realizado a 37°C y en
Mops 50 mM, pD 7.0, con NaCi 0.1 M y EDTA [ mM,
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pronunciado del pico endotérmico de desnaturalizacion (figura 38C). Los valores de los
pardmetros termodindmicos aparecen en la tabla I1. La relacion AHy,/AH,, tiene un valor
de 1.0, que puede interpretarse como reflejo de una desnaturalizacion térmica descrita
como una transicion entre dos estados. Sin embargo, la desconvolucion del perfil del
exceso de capacidad calorifica muestra la existencia de al menos dos picos endotérmicos,
y por lo tanto el proceso no puede aproximarse al modelo anterior. El andlisis de los
pardmetros termodindmicos individuales no se ha llevado a cabo ya que ia determinacion
de la linea base de una transicion de esta anchura de banda resulta poco exacta.

Las vesiculas formadas por PG de huevo también producen una disminucion en los
valores de T, y de AH,,, asociados a la desnaturalizacién térmica de la a-sarcina. Los
valores de los pardmetros termodindmicos del termograma de los complejos «-sarcina-PG
(figura 38D) aparecen en la tabla II. El valor de AH,,/AH,,, es 1.2, aunque la desconvolu-
¢ién del perfil térmico muestra asimismo dos picos, al igual que con DOPG. Finalmente,
nuevos ciclos de calentamiento de los diferentes complejos «-sarcina-lipido revelan
cambios en los perfiles de capacidad calorifica. En este sentido, cabe decir que la «-
sarcina quimicamente modificada y desnaturalizada interacciona con bicapas lipidicas
(véase Caracterizacion espectroscopica de la a-sarcina reducida y carboxiamidometilada.
Anidlisis de los requerimientos estructurales para la interaccion hidrofébica con bicapas
lipidicas). Por lo tanto, la «-sarcina desnaturalizada térmicamente podria también
interaccionar con lipidos y verse, por consiguiente, alterado el proceso de renaturalizacion.

De acuerdo con los datos termodinamicos obtenidos, y aunque existen diferencias
entre los efectos producidos por los diferentes tipos de fosfatidilglicerol, se puede concluir
que la «-sarcina unida a vesiculas lipidicas se ve desestabilizada, ya que tanto el valor de
T, como el de AH,,, asociados a su transicién térmica se ven disminuidos.

Estudios de la desnaturalizacion térmica de la a-sarcina mediante espectrosco-
pia de infrarrojo

La desnaturalizacion térmica de la «-sarcina se ha estudiado también mediante
espectroscopia de infrarrojos. La frecuencia exacta de la vibracién que origina la banda
amida | en los espectros de infrarrojo depende de la naturaleza de los puentes de
hidrdgeno en los que intervienen los grupos C=0 y NH, lo cual a su vez, estd determina-
do por la estructura secundaria de la cadena polipeptidica (Arrondo et al., 1993; Surewicz
et al., 1993). De este modo, hemos registrado la variacion con la temperatura de la banda
amida I’ con la finalidad de analizar los cambios que se producen en la estructura
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Figura 40. Dependencia con la temperatura de los espectros de FTIR de la «-sarcina
libre y unida a diferentes tipes de vesiculas de PG. (a) Espectros correspondientes a la a-sarcina
libre; (b,c.d) espectros correspondientes a c-sarcina unida a DMPG, DOPG y PG de huevo,
respectivamente a una relacion molar lipido/péptido de 150:1. (A) espectros originales; (B)
espectros resueltos por desconvolucion empleando las mismas condiciones que aparecen en la
figura 39. Los espectros se han realizado a 37°C en Mops 50 mM, pD 7.0, con NaCl 0.1 M y

EDTA 1 mM.
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secundaria de la x-sarcina a consecuencia de su desnaturalizacion térmica (figura 39). Esta
banda es ligeramente diferente que la obtenida mediante ATR-FTIR (espectroscopia de
infrarrojo por transformada de Fourier de reflexi6n total atenuada) (Gasset ef al., 1991).
Esta diferencia es probablemente debida a un intercambio parcial HxD (hidrogeno por
deuterio). De hecho, hemos observado que dicho intercambio se completa a las 2 h cuando
se hidrata una pelicula seca de proteina (Gasset ez al., 1991), mientras que en disolucion
permanece una banda amida II residual incluso a 48 h de intercambio HxD (la relacion de
intensidades entre la banda amida I y la banda amida I es 0.21 para la «a-sarcina). Este
intercambio parcial explicaria asimismo ia aparicién de un hombro que se observa a 1635
cm™ en el espectro de FTIR de la a-sarcina en disolucion (figura 39A) y que no aparece
en el espectro de ATR-FTIR (Gasset et al., 1991).

La desconvolucién del espectro de la o-sarcina (figura 39B) revela la presencia de
siete bandas en la regién amida I’. La banda débil a 1612 cm™ se puede atribuir a las
vibraciones de las cadenas laterales de los residuos de tirosina y arginina (Chirgadze er al.,
1975). La banda que aparece a 1626 cm™ puede representar estructuras $ de baja
frecuencia (Cabiaux et al., 1989), mientras que las bandas a 1637, 1652 y 1667 cm”,
representarian estructura 3, a-hélice y giros, respectivamente. Las bandas débiles a 1677
y 1687 cm' serian vibraciones en fase de los grupos amida implicados en estructuras 3
(Surewicz et al., 1990), aunque también pueden originarse a partir de giros (Surewicz y
Mantsch, 1988).

La banda amida I’ de la a-sarcina se ve modificada tras la union de la proteina a
vesiculas de fosfatidilglicerol (figura 39). Las principales diferencias se relacionan con las
bandas a 1626 cm™ y 1643 cm™; la intensidad de ambas aumenta tras la interaccion. Estos
efetos son mas pronunciados para DOPG y PG de huevo que para DMPG (figura 39). En
presencia de estas vesiculas lipidicas, la relacion entre las bandas amida Il y amida 1* varia
entre 0.15 y 0.17, indicando un aumento en el intercambio hidrégeno-deuterio en
comparacion con la proteina en disolucion. Este aumento de accesibilidad al intercambio
indica una perturbacién en la estructura nativa de la o~sarcina, resultante de la interaccion
con membranas.

El estudio de la dependencia con la temperatura de las bandas amida I puede
aportar informacion (til acerca de la estabilidad térmica y del mecanismo de desnaturaliza-
cion de las proteinas (Surewicz ef al., 1987; Arrondo et al., 1988). Los espectros de
infrarrojo de la «-sarcina libre en disolucién y unida a membranas, a diferentes
temperaturas aparece en la figura 40. El perfil de la banda amida I’ de la «-sarcina libre
permanece invariable entre los 20°C y los 43 °C (figura 40A, espectro a), indicando que
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en este intervalo de temperaturas la proteina mantiene la estructura nativa. Un aumento
posterior de la temperatura, en el intervalo comprendido entre los 47°C y 57°C, produce
cambios en la forma inicial de los espectros, lo cual estd de acuerdo con los resultados
obtenidos mediante DSC. Es de resaltar el hecho de que de la desconvolucion de los
espectros se deduce que la banda a 1626 cm’, correspondiente a estructuras § de baja
frecuencia, desaparece progresivamente (figura 40B). Es mas, los espectros de la o-sarcina
tras sufrir la transicion térmica, son diferentes para cada tipo de lipido (figura 40B). Para
la a-sarcina en disolucién se observa una banda amida I' asimétrica, con un maximo a
1648 cm™ y un hombro a 1668 cm. Sin embargo, los espectros de la «-sarcina en forma
de complejo con los diferentes tipos de PG muestran mayor simetria y, tras la desconvolu-
cién aparece una banda diferenciada a los 1655 cm™, caracteristica de a-hélices. Todos
los métodos empleados para determinar las contribuciones de los diferentes elementos de
estructura secundaria a partir de los espectros de FTIR se basan en el conocimiento de la
posicién y anchura de las bandas individuales. En este sentido, hemos observado que: i)
los espectros de FTIR de la «-sarcina desnaturalizada térmicamente son anchos,
englobando la regién de giros-hélice-estructura irregular; ii) la desconvolucidn de estos
espectros no proporciona un estrechamiento de las bandas, incluso empleando un factor
de aumento de resolucion, K= 2.4; y iii) el contenido en a-hélice se puede sobreestimar
(para la a-sarcina reducida y carboxiamidometilada se deduce un contenido en a-hélice
mucho mayor que el determinado mediante dicroismo circular). Por lo tanto, se ha evitado
cualquier tratamiento matematico de los espectros. Debe resaltarse, sin embargo, que los
lipidos podrian permitir conservar elementos helicoidales en la a-sarcina desnaturalizada
térmicamente, ya que se observan bandas a 1655 cm” en los espectros analizados por
desconvolucion. Algunos autores han intentado ajustar los espectros de FTIR de proteinas
desnaturalizadas térmicamente, encontrando estructuras secundarias remanentes. Asi,
Fabian et al. (1993) y Seshadri et al. (1994) han concluido la existencia de elementos de
estructura secundaria remanente en la RNasa T1 y RNasa A, respectivamente.

La a-sarcina desnaturalizada térmicamente exhibe una mayor accesibilidad al
intercambio hidrégeno por deuterio (la relacidon entre las bandas amida [l y amida " es
0.14 y 0.21 para la proteina desnaturalizada y nativa, respectivamente). Asi, la proteina
unida a bicapas a una temperatura inferior a la T, solamente muestra un ligeramente
menor intercambio HxD (la relacion entre las bandas amida I1 y amida I’ se encuentra
entre 0.15-0.17) que el mostrado por la proteina desnaturalizada. Un aumento de la
accesibilidad al intercambio HxD se observa también para la proteina desnaturalizada
unida a membranas. La reiacion entre las bandas amida Il y amida I’ es 0.09, 0.03 y 0.03
para ia proteina desnaturalizada unida a DMPG, DOPG y PG de huevo, respectivamente.
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Figura 41. Variacién de la relacién de intensidades a 1637 cm™ y 1660 cmn™ con la
temperatura. Representacion de la relacion (I,4,/1i6), Calculada a partir de los espectros de la
figura 40 frente a la temperatura, para la c-sarcina en disolucién (@), o unida a DMPG (a), a
DOPG (A) y PG de huevo (H).

Un método empirico para seguir la desnaturalizacion térmica de la «-sarcina es el
andlisis de la relacion de intensidades a 1637 y 1660 cm™ (1,43,/1,45). Los resultados
obtenidos para la variacion de este pardmetro con la temperatura, tanto para la w-sarcina
libre como unida a los diferentes PG, se resumen en la figura 41. La temperatura a la que
se produce el 50% de la transicion térmica de la w«-sarcina libre es 52.7°C, valor que
disminuye en presencia de las diferentes vesiculas: 51.3°C, 45.9°C y 47.3°C para los
complejos con DMPG, DOPG y PG de huevo, respectivamente. Estos valores de
temperatura estan de acuerdo con los determinados mediante medidas de DSC. Las curvas
de 1a figura 41 se pueden emplear para calcular la fraccion de moléculas desnaturalizadas
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para cada temperatura, que a Su vez permiten determinar una constanie de equilibrio
aparente para el proceso de desnaturalizacién. Tal constante puede posteriormente
emplearse para determinar el incremento de entalpia aparente asociado 2 la transicion
térmica a partir de las correspondientes representaciones de van’t Hoff. Sin embargo, de
acuerdo con los resultados obtenidos mediante los estudios de DSC, la desnaturalizacién
térmica de la o-sarcina en presencia de vesiculas lipidicas no puede ajustarse a una
transicion entre dos estados. Por lo tanto, en estos casos el pardmetro calculado a partir
de las represeniaciones de van’t Hoff darfa idea solamente de la cooperatividad de la
transicidén y no la variacidn de entalpia asociada al proceso.

Estudios de la desnaturalizacion térmica de la a-sarcina mediante espectrosco-
pia de fluorescencia

La emision de fluorescencia de los fluordforos de una proteina esta condicionada
por las caracteristicas de su microentorno, que viene a su vez determinado por la
estructura terciaria de la proteina. El espectro de emision de fluorescencia de la o-sarcina
viene dominado por la contribucién de sus dos residuos de triptéfano que se encuentran
localizados en un entorno hidrofdbico (el miximo de emision se centra en torno a los 330
nm, para una fongitud de onda de excitacion de 275 nm y 295 nm). Se ha observado que
la adicion de vesiculas de PG promueve un aumento de la intensidad de emision de
fluorescencia (Gasset et al., 1991); por lo tanto, la desnaturalizacion de la ¢-sarcina libre
o unida a vesiculas puede estudiarse mediante espectroscopia de fluorescencia. La
desnaturalizacion térmica de la proteina viene acompafiada de un desplazamiento hacia el
rojo del maximo de emision de los triptéfanos (desde los 330 nm hasta los 345 nm)}, asi
como por una disminucién en el rendimiento cudntico de estos residuos. De este modo,
la relacion entre las intensidades de fluorescencia a 325 nm y 350 nm, para una excitacion
de 295 nm, es un pardmetro empirico que puede emplearse para seguir la desnaturalizacion
térmica de la «-sarcina. La variacion de este parAmetro con la temperatura daria cuenta
de cambios a nivel de la estructura terciaria de la proteina (microentorno de los residuos
de triptéfano) tras la desnaturalizacién de la proteina. En la figura 42 aparece un resumen
de los resultados obtenidos para la «-sarcina libre en disolucion, y para la o-sarcina unida
a los diferentes tipos de PG. La temperatura a la que tiene lugar el 50% de la transicién
térmica para la a-sarcina en disolucién es 52°C, mientras que disminuye hasta 46.5°C,
46.5°C y 45°C para los complejos con DMPG, DOPG y PG de huevo, respectivamente,
10 cual estd de acuerdo con los resultados obtenidos mediante DSC y FTIR.
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Figura 42. Variacion de la relacién de intensidades de fluorescencia F,,./F,, con la
temperatura. Representacion de 1a relacion F,,/F,;,, para excitacién a 295 nm con la temperatura,
para la a-sarcina en disolucién (@), unida a DMPG (a), a DOPG (4) y PG de huevo (H). la
relacion molar lipido/péptido es de 125:1. Los experimentos se han llevado a cabo en Mops 50
mM, pH 7.0 con NaCl 6.1 M y EDTA 1 mM.

DISCUSION

Las tres metodologias empleadas para estudiar la desnaturalizacidn térmica de la
a-sarcina, DSC, FTIR y espectroscopia de fluorescencia, permiten obtener informacion
del proceso a nivel de la proteina completa, a nivel de la estructura secundaria y terciaria,
respectivamente.

A pH neutro y a una concentracién 0.1 M de NaCl, el proceso de desnaturalizacion
térmica de la e-sarcina puede describirse como una transicion entre dos estados controlada
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TABLA [I. Parametros termodindmicos asociados a Ja desnaturalizacién térmica
de la w-sarcina y de diversos complejos a-sarcina-fosfatidilglicerol (relacion molar 200:1).
L.a velocidad de barrido fue de 30°C h’!

SISTEMA T, (°C)* AH, AHyy
(kcal-mol™)® (kcal-mol™)
a-sarcina 52.6 136 148
a-sarcina-DMPG 49.1 77 210
a-sarcina-DOPG 49.8 105 105
a-sarcina-PG, 47.7 84 100

* Temperatura del maximo de capacidad calorifica.

® Valores obtenidos de la transicién térmica.

cinéticamente, con una T,, de 52.6°C segin los resultados de DSC. Una estimacion del
incremento de energfa libre a 25°C de este proceso proporciona un valor de 10 kcal-mol”,
que estd en el intervalo de los valores de estabilidad conformacional determinados para
otras proteinas hidrosolubles {5-15 kcal-mol™') (Privalov, 1979; Pace, 1975). La a-sarcina
muestra un elevado grado de similitud de secuencia con la RNasa T1 de Aspergilius oryzae
(Sacco et al., 1983), y con otras RNasas flingicas de la subfamilia de la RNasa T1, aunque
la a-sarcina posee alrededor de 40 residuos de aminodcidos en exceso. El valor de la
temperatura de transicion térmica de la RNasa T1 a pH neutro varia entre 48.9°C y
65.6°C (Hu et al., 1992; Plaza del Pino er al., 1992; Yu et al., 1994). Estos valores
podrian considerarse similares al de la T,, de la «-sarcina, de hecho, ia mayoria de los
estudios llevados a cabo con la RNasa T1 se han realizado a baja fuerza idnica, mientras
que los realizados con la «-sarcina se han hecho a 0.1 M NaCl (para mantener unas
condiciones estindar en la formacion de los complejos lipido-proteina), y es conocido que
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la RNasa T1 se estabiliza por la adicién de NaCi (Qobatake et al., 1979; Pace y Grimsley,
1988). Asi, el valor de T, para la desnaturalizacion térmica de la RNasa T1 a2 0.1 M NaCl
y pH neutro es 52.6°C (Hu er al., 1992); sin embargo, en este caso la desnaturalizacion
es totalmente reversible (Plaza del Pino e al., 1992) mientras que la transicion térmica
de la «-sarcina no lo es en su totalidad (el porcentaje de recuperacion del AH, es €l
70%). Por otra parte, el AH_, para la desnaturalizacion térmica de [a «-sarcina es 136
kcal-mol?, mientras que el correspondiente a la RNasa T1 se encuentra alrededor de 95
kcal-mol™. Esta diferencia podria ser explicada considerando el mayor numero de residuos
que posee la o-sarcina con respecto a la RNasa T1, ya que ambos valores se aproximan
notablemente cuando se expresan por mol de residuos de aminoacidos.

Los termogramas de DSC de la proteina unida a membranas sugieren la existencia
de diferentes formas de proteina unida. En este sentido, el andlisis de la agregacion de
vesiculas lipidicas inducida por «-sarcina mediante técnicas de flujo detenido (véase
Estudio cinético de la agregacion y mezcla de lipidos de vesiculas de PG y PS producidas
por «-sarcina: medidas de dispersion de luz mediante técnicas de flujo detenido y medidas
de transferencia de energia de fluorescencia) revela la participacion en el proceso de
interacciones prote{na-proteina, manteniendo los agregados lipido-proteina. Esto podria
explicar la presencia de diferentes conformaciones de la proteina unida. Asimismo, esta
dltima posibilidad de las dos diferentes conformaciones para la proteina unida a
membranas se ha manejado para explicar el comportamiento diferencial que muestra la c-
sarcina en cuanto a su capacidad de desestabilizar membranas. Existen diferencias entre
los termogramas de la protefna unida a los diferentes tipos de vesiculas de PG estudiados,
DMPG, DOPG, y PG de huevo. Sin embargo, los resultados obtenidos mediante DSC
tienen en coman que tanto la T, como el AH,, son menores comparados con los valores
obtenidos para la proteina libre en disolucion, lo cual significaria que la proteina unida
tiene una menor estabilidad conformacional que la proteina libre.

L.as medidas de FTIR revelan que la unién de la «-sarcina a los diferentes tipos de
vesiculas de PG produce cambios conformacionales en la proteina, aumenta la accesibili-
dad al intercambio de hidrégeno por deuterio y disminuye la T, de la transicién térmica
analizada mediante el pardmetro empirico (1,3+/1,¢60). Estos analisis muestran asimismo que
la o-sarcina desnaturalizada unida a membranas contiene elementos de estructura
secundaria, «-hélice, que no aparece en la a-sarcina desnaturalizada en disolucion. La
transicién térmica se ha analizado también considerando el parametro (F.,/F;). Este
cociente ofrece informacién relativa a los cambios que se producen en el microentorno de
los residuos de triptéfano de Ia proteina a consecuencia de [a desnaturalizacion térmica.
De nuevo, se observa una disminucién en los valores de T, de las formas de a-sarcina
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unidas a las membranas.

Cuando se comparan los valores de T, obtenidos por las tres metodologias
empleadas, se observa que coinciden significativamente. Este parametro es siempre
inferior para las formas unidas a bicapas, siendo el mayor efecto el producido por las
vesiculas de DOPG seguido por PG de huevo y DMPG. La interaccion del ferricitocromo
¢ con membranas de DMPG o DOPG revelan también diferencias sutiles en cuanto a los
datos calorimétricos relativos a su transicion térmica (Muga et al., 1991). Las dnicas
diferencias quimicas entre los diferentes PG considerados es la presencia de cadenas de
acilo insaturadas en DOPG y PG de huevo. Estas diferencias pueden resultar en diferentes
grados de fluidez de membrana; sin embargo, por una parte, los complejos «-sarcina-
lipido siempre se han preparado a una temperatura superior a la de transicion de fase del
correspondiente fosfolipido y, por otra, la transicién térmica de la «-sarcina se produce
siempre a temperaturas muy superiores a la de transicion del lipido. Por todo esto, es muy
probable que las diferencias relativas a este parametro en el intervalo de temperaturas en
el que se produce la transicién térmica de la «-sarcina no sean lo suficientemente grandes
como para explicar las variaciones en la T,, de la desnaturalizacién. Por otra parte, se ha
propuesto que el grado de insaturacidon de las cadenas de acilo afecta a la red de puentes
de hidrégeno interlipidicos en los que intervienen moléculas de agua, y que este proceso
es independiente del grado de orden de las cadenas de acilo (Slater er al., 1993). El
diferente grado de insaturacion de las cadenas de acilo de los fosfolipidos empleados
podria resultar en distintas areas superficiales para cada fosfolipido, lo cual puede afectar
a la superficie de hidratacion global de las vesiculas y, por lo tanto, a las interacciones
electrostaticas en las que participan al interaccionar con ia «-sarcina. La w-sarcina es
capaz de distinguir entre PG de huevo y DMPG en términos de mezcla de lipidos. Asi,
la a-sarcina promueve agregacion y mezcla de lipidos de vesiculas de DMPG, mientras
que solo promueve agregacion con PG de huevo (véase Estudio cinético de la agregacion
y mezcla de lipidos de vesiculas de PG y PS producidas por a-sarcina: medidas de
dispersién de luz mediante técnicas de flujo detenido y medidas de transferencia de energia
de fluorescencia), aunque si se observa cuando la mezcla se produce entre vesiculas de
DMPG y PG de huevo. Este comportamiento se ha explicado considerando la existencia
de al menos dos tipos de conformaciones de la proteina. Por todo ello, las diferencias
observadas entre las vesiculas de DMPG, DOPG y PG de huevo podrian deberse al
diferente grado de saturacion de las cadenas de acilo.

Este estudio demuestra que la interaccion de la «-sarcina con vesiculas modelo
compuestas por diferentes PG resulta en una desestabilizacion global de la proteina. Esto
queda demostrado por lo siguiente: i) por una disminucion de su estabilidad térmica; ii)
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por un aumento en la accesibilidad al intercambio hidrégeno por deuterio de los grupos
amida del esqueleto peptidico de la forma unida con respecto a la forma libre. La o-
sarcina es una proteina basica; a pH neutro posee una carga neta aproximada de +7
(Sacco et al., 1983). Por lo tanto, su interaccién con bicapas de fosfolipidos acidos estd
gobernada esencialmente por interacciones electrostaticas (Gasset et al., 1989). Esta
interaccion produce una reordenacion de la molécula de «-sarcina, ya que las interacciones
electrostaticas en las que intervienen los grupos cargados positivamente de la misma han
de debilitarse para establecer interacciones con los grupos negativos de las cabezas polares
de los fosfolipidos, lo cual podria resultar en una desestabilizacion de ia proteina. Un
efecto similar ha sido propuesto para la interaccion de ferricitocromo ¢ con vesiculas
compuestas por fosfolipidos acidos (Muga er af., 1991). Estos autores destacaron la
posibilidad de que una desestabilizacién conformacional de las proteinas en la superficie
de las bicapas podria representar una propiedad general de proteinas pelares cuya unién
esta gobernada esencialmente por interacciones electrostiticas, tal como ocurre con la o-
sarcina. Surewicz et al. (1990) observaron una conformacién fluctuante ("loose") en la
subunidad A de la toxina del colera, sugiriendo que tal conformacién podria ser operativa
para permitir su adaptacion a diferentes entornos (medio acuoso, interfase disolvente
acuoso-membrana e interior hidrofobico de la bicapa lipidica) en el proceso de insercion
y translocacion a través de membranas. De acuerdo con esta posibilidad, la subunidad B
de esta toxina serviria de portador polar para la subunidad A (Surewicz et al., 1990). Al
contrario que la toxina del cdlera, la a-sarcina estd formada por una sola cadena
polipeptidica. Por lo tanto, la desestabilizacion observada tras su unidn a las bicapas
podria ser la responsable de la aparicion de una regidn competente para insertarse en la
membrana. Otros autores (Endo et al., 1989) han postulado que los cambios conformacio-
nales mediados por los fosfolipidos podrian ser un factor adicional a aquellos responsables
de la induccién y mantenimiento del estado competente de la translocacion posttraduccional
de proteinas.
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7. INTERACCION CON MEMBRANAS DEL PEPTIDO SINTETICO «5(116-139)
CORRESPONDIENTE A LA REGION ({116-139) DE LA SECUENCIA DE LA «-
SARCINA

Caracterizacion espectroscopica del péptido sintético «S(116-139)

En la figura 43 aparece un resumen de las caracteristicas espectroscopicas del
péptido sintético aS(116-139). E!l espectro de absorcién UV muestra caracteristicas tipicas
de cromdforos de tirosina. El mdximo de absorcién aparece centrado en torno a los 275
nm. El coeficiente de extincion E*'* (278 nm, 1 cm) es 1.02, lo cual estd de acuerdo con
la presencia de dos residuos de tirosina como tnicos croméforos presentes en esta region
del espectro (figura 43A). El péptido oS(116-139) exhibe, para una excitacién a 275 nm,
una Unica banda de emision de fluorescencia, con su maximo localizado en torno a los 304
nm (figura 43B). El espectro de dicroismo circular (CD) en la region del UV-lejano
aparece en la figura 43C (espectro a). Los porcentajes de estructura secundaria calculados
de este espectro son: 11.0% estructura 3 antiparalela, 26% giros 8 y 63 % estructura no
ordenada. El método empleado para la estimacién de los diferentes porcentajes de
estructura secundaria a partir de los espectros de CD (Perczel ef al., 1991), esta basado
en datos procedentes de estructuras de proteinas, por 1o que podria no ser la aproximacién
mas adecuada para un péptido. En cualquier caso, considerando simplemente la forma del
espectro, la presencia de estructura no ordenada en el péptido en disolucion es el hecho
mas destacado. Asimismo, la estructura del péptido sintético ha sido analizada en
condiciones en las que se maximiza [a formacién de puentes de hidrégeno intramolecula-
res. El trifluoroetanol (TFE), promueve la formacion de puentes de hidrégeno intramole-
culares en polipé€ptidos, por lo que suele considerarse como un agente mimetizador de
membranas. Por todo esto, se ha analizado el efecto del TFE sobre Ia conformacion dei
péptido, observandose la induccién de conformacién helicoidal (figura 43C y 43D). El
TFE, hasta una concentracion del 10%, no tiene efecto alguno sobre la estructura del
péptido, apareciendo una transicién conformacional en el intervalo entre 10% vy 40%
(figura 43D). El espectro de CD (d) en la figura 43C corresponde a una concentracion de
TFE 60%. La estructura secundaria deducida de este espectro seria: 59% a-hélice, 17%
giros 3y 23% estructura no ordenada. En conclusién, el péptido puede adoptar estructuras
helicoidales a pesar de la abundancia de residuos desestabilizadores de este tipo de
estructura (Val, [le, Thr o Gly). Finalmente cabe decir que ¢l espectro de CD del péptido
sintético en disoluciones acuosas no cambia en el intervalo de concentraciones 0.3-3.0
mg/m! (0.11-1.13 mM).
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Figura 43. Caracterizacién espectroscépica del péptido «S5(116-139). (A} Espectro de
absorcién del péptido oS(116-139) (0.5 mg/ml). (B) Espectro de emisién de fluorescencia, para
una excitacion a 275 nm. Las unidades de fluorescencia son arbitrarias. (C} Espectro de dicroismo
circular en: (a) TFE 0-10%; (b) TFE 20%; (c) TFE 30%; (d)} TFE 40-60%. Las unidades de
elipticidad molar por residuo [©] son grados-cm’-dmo!™. Los valores tedricos correspondientes a
las estructuras secundarias determinadas de los espectros de dicrofsmo de acuerdo a Perczel er al.
(1991) son (@) para el espectro en ausencia de TFE; (a) en TFE 40%. (D) Elipticidad media por
residuo a 220 nm [©115 .0, €0 unidades de grados-cm’-dmol”, frente al porcentaje de TFE. Todas
las disoluciones se han preparado en tampon Mops 50 mM, pH 7.0, con NaCi 0.1 y EDTA 1 mM.
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Interaccién del péptido o:S(116-139) con vesiculas de fosfolipidos

El péptido «S(116-139) interacciona con vesiculas unilamelares grandes de
fosfolipidos 4cidos. La interaccién se puede observar mediante microscopia electronica.
La figura 44B muestra una preparacion de vesiculas unilamelares grandes de fosfatidil-
serina (PS) (figura 44A) tratadas con el péptido. Se observan dos tipos de estructuras
predominantes. Tras el tratamiento con el péptido, particulas de menos de 50 nm de
didmetro son las predominantes, aunque también aparecen agregados de estas particulas.
Estas se pueden relacionar con vesiculas pequefias ya que aparentemente conservan la
estructura biasica de bicapa; no se puede descartar, sin embargo, la presencia de

ordenaciones no lamelares.

Figura 44. Micrografias electrénicas de (A) vesiculas de fosfatidilserina y (B)
complejos péptido «S(116-139) con vesiculas de fosfatidilserina a una relacién molar
lipido/péptido (150:1) y (C) (60:1).

e
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Este altimo tipo de particulas se podrian relacionar con estructuras discoidales, del mismo
tipo que las producidas por la melitina (Dufourcq et al., 1986a,b), por la alameticina
{Mclntosh er al., 1982; Chapman et al., 1969) y por la &-hemolisina (Freer, 1986).
Asimismo, aparecen grandes estructuras resuitantes de la agregacion de estas pequefias
particulas de 50 nm de didmetro. Un aumento de la relacién molar péptido/lipido
determina la desaparicion de particulas individuales; de hecho, a una relacion 60:1
(lipido/péptido) lo inico que se observa es una red amorfa de estructuras agregadas (figura
44C). Por lo tanto, aparentemente segin los cambios morfologicos producidos por el
péptido «S(116-139), éste provoca fragmentacion de vesiculas.

{rj

Figura 45. Efecto del péptido «S(116-139) sobre el comportamiento termotrdpico de
vesiculas de DMPG. Las muestras se disolvieron en tampén Mops 50 mM, pH 7.0, con NaCl1 0.1
M y EDTA 1 mM. Se emplea una concentracion constante de DMPG-DPH (120 nmoles) y
diferentes relaciones molares péptido/lipido: (A} 0; (B) 0.05; (C) 0.10; (D) 0.15 y (E) 0.30.
Recuadro: incremento de anisotropia de fluorescencia de DPH medido a 35°C, A(r),,, en funcion
de la relacién molar lipido/péptido (R). Los correspondientes A(r).; se calculan con respecto el
valor de anisotropia del lipido puro a 35°C.
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La interaccion entre el péptido y las vesiculas de fosfolipidos también puede
deducirse del analisis de los efectos que produce éste sobre el comportamiento termotropi-
co de vesiculas de DMPG. E! péptido modifica la transicion de fase de fas vesiculas. En
la figura 45 aparece el perfil de variacion de anisotropia de vesiculas de DMPG marcadas
con DPH. a diferentes relaciones péptido/lipido. Estas medidas se han realizado hasta 60
°C no observandose transiciones adicionales. La anisotropia de fluorescencia del DPH
disminuye paulatinamente una vez producida la transicién que, en el caso de este
fosfolipido, ocurre a los 23°C aproximadamente. La adicién de péptido no provoca cambio
alguno en dicho valor de temperatura sino que produce una progresiva disminucion de la
amplitud de la transicién a medida que aumenta la relacién molar péptido/lipido. Ei valor
de anisotropia disminuye ligeramente en el estado gel, mientras que aumenta significativa-
mente a T > T,. Los valores de anisotropia de DPH (r) a 35°C se pueden emplear para
poner de manifiesto los efectos del péptido sobre el comportamiento termotropico del
lipido (figura 45, recuadro). El efecto del péptido es méximo a una relacién molar 3:1
lipido/péptido (R= 0.3), en donde se elimina totalmente la transicién. La o-sarcina
también disminuye la amplitud de la transicion de fase de las vesiculas de DMPG, aunque
en menor extensién que la producida por el péptido aS(116-139). El efecto de la proteina
se satura a una relacion molar 50:1 (lipido/proteina) sin llegar a eliminar totalmente la
transicion del fosfolipido (Gasset et af., 1989).

La adicién del péptido aS(116-139) a una suspesioén de vesiculas de fosfolipidos
cargadas negativamente provoca un moderado aumento de la turbidez de la misma. La
absorcion aparente a 360 nm de la mezcla aumenta con el tiempo, requiriéndose 1 h para
estabilizarse dicho valor, aunque el 80% de la variacién total se produce en los primeros
10 min de la reaccion. En la figura 46A aparece un resumen de los resultados obtenidos.
Puede observarse que se requiere una relacion molar minima de 1:10 (péptido/DMPG)
para observar variacion en la absorcién aparente, saturdndose el efecto a una relacién
molar 3:1. Ensayada en las mismas condiciones, la «-sarcina produce un AA;,, maximo
2.5 veces mayor que el producido por el péptido sintético, saturdndose el efecto a una
relacion molar 50:1 (DMPG/péptido) (Gasset et al., 1989). En este caso, este incremento
de absorcion se ha relacionado con la agregacion y fusidn de vesiculas unilamelares
grandes promovida por la proteina (Gasset er al., 1989, 1990).

El péptido aS(116-139) destabiliza las vesiculas de DMPG produciendo mezcla de
lipidos entre diferentes vesiculas tal y como se detecta mediante el ensayo clasico de
dilucién de sondas (Struck et al., 1981). En la figura 46B aparece un resumen de los
resultados obtenidos con este ensayo. La dependencia del porcentaje de transferencia de
energia (%ET) respecto de la concentracion de péptido muestra un comportamiento
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Figura 46. Estudio de la interaccién del péptido «S(116-139) con vesiculas de DMPG.
(A) Variacion de la absorcién a 360 nm de una suspension de vesiculas de DMPG (30 nmoles)
producida por diferentes cantidades del péptido S(116-139). Los valores de AA;g o Calculados
tras 1 h de reaccién se representan frente a la relacién péptido/lipido (R). (B) Mezcla de lipidos
promovida por el péptido sintético oS(116-139). Los resultados se expresan como porcentaje de
transferencia de energia (%ET), calculados a partir de la emision de fluorescencia a 530 nm de la
sonda NBD-PE (véase parte experimental) tras excitacion a 450 nm, frente a la relacion molar
péptido/lipido (R). La concentracion de DMPG fue de 75 nmoles/ml. (C) Porcentajes del miaximo
AA o (@) y miximo %ET (a) frente a la relacién molar péptido/lipido. () Variacion de los
porcentajes de anisotropia de DPH a 35°C (tomados de la figura 44) frente a la relacién molar
péptido/lipido. Se considera 100% el valor de anisotropia a 35°C del lipido puro. Todas las
disoluciones fueron preparadas en tampén Mops 50 mM, pH 7.0, con NaCl 0.1 M y EDTA 1
mM. Los resultados son ¢l promedio de tres mediciones independientes.
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sigmoideo, similar al que aparece en la variacion de los valores de AA;q,. El proceso se
satura a una relacion motar entre 3-4 (lipido/péptido). La variacién del (%ET) en el
ensayo de mezcla de lipidos es consistente con una dilucion de las sondas enire 4 y 3
veces. Considerando que la relacion vesiculas marcadas/no marcadas es 1:9, esta
observacion indicaria que no hay una gran extension en [a mezcla de lipidos, pues la
méxima dilucién que podria darse seria de 10 veces. En estas condiciones, la «-sarcina
produce la maxima mezcla de lipidos que se puede detectar con este ensayo, hecho que
queda corroborado mediante estudios de microscopia electrénica. De nuevo, el efecto se

satura a una relacion molar 50:1 (lipido/x-sarcina).

Cuando los valores de AA,, y de (%ET) se expresan en forma porcentual,
considerando la mdxima variacidn observada en cada ensayo como el 100%, y se
representan frente a la relacion molar péptido/DMPG (figura 46C), puede observarse que
los dos procesos son paralelos. Asimismo se pone de manifiesto que el péptido modifica
el empaquetamiento de los lipidos, tal y como se deduce del andlisis de los efectos del
péptido sobre la transicion de fase del lipido, a relaciones a las que ain no se ha detectado
efecto alguno a nivel de agregacién o de mecla de lipidos. La relacién a la que se saturan
los tres efectos es, sin embargo, 1a misma. En este sentido, es interesante destacar que,
de acuerdo con la composicion de aminoacidos del péptido aS(116-139), éste presenta una
carga neta a pH 7.0 de +4. La variacién de A, la mezcla de lipidos y la variacion de
los valores de anisotropia se saturan a una relacién molar 3:1 (DMPG/péptido), lo cual
corresponde a una relacion de cargas de aproximadamente i.3. Todo ello sugiere la
implicacion de la neutralizacion de cargas en el proceso de interaccion péptido-lipido.

El péptido aS(116-139) promueve la liberacién de los contenidos acuosos de
vesiculas de PS. La adici6n del péptido a una suspension de vesiculas de PS que contienen
en su interior ANTS-DPX (ver parte experimental) determina un aumento de la intensidad
de fluorescencia del ANTS dependiente del tiempo, lo cual es indicativo de la eliminacion
del apagamiento que ejerce el DPX sobre el ANTS, es decir, indicativo de la liberacién
y dilucidn de ambos compuestos al medio extravesicular (Ellens e al., 1985; Parente et
al., 1990). La maxima intensidad de fluorescencia observada tras la adicién de péptido
representa un 70% de la que aparece tras liberar la totalidad de los contenidos acuosos
(100% de liberacién) mediante Ia lisis vesicular con Triton X-100 (1% concentracion
final). El efecto observado es dependiente de la concentracion de péptido (figura 47A).
Tanto las velocidades iniciales de liberacién como la extension en la que se produce
muestran una dependencia similar con la concentracion de péptido, saturdndose ambos a
una relacion molar de 10:1 (lipido/péptido). La «-sarcina también produce liberacion de
contenidos acuosos intravesiculares, saturdndose su efecto a una relacidén molar 50:1
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Figura 47. Liberaciéon de contenidos acuosos y mezcla de lipidos de vesiculas
unilamelares grandes de PS de cerebro bovino promovidas por el péptido aS(116-139). (A)
Liberacién de contenidos acuosos de vesiculas de PS (60 nmoles/ml) que contienen ANTS-DPX
(ver parte experimental) promovida por el péptido aS(116-139). Los valores se expresan en forma
porcentual considerando 100% como el valor de intensidad de fluorescencia medido tras tratar las
vesiculas con Triton X-100 a una concentracion final del 1% (@) Valores de porcentaje de
liberacion (%L) 5 min. después de la adicion de la correspondiente cantidad de péptido. (a)
Velocidades iniciales de liberacién (%L/s) calculadas a partir de las cinéticas de variacion de
intensidad de fluorescencia det ANTS (véase figura 48). Ambos pardmetros se representan frente
a la relacion molar péptido/lipido (R). (B) Mezcla de lipidos, en unidades de %ET (véase Parte
experimental), de vesfculas unilamelares grandes de PS inducido por el péptido oS(116-139).
Todos los ensayos han sido realizados en Mops 50 mM, pH 7.0, con NaCl 0.1 M y EDTA 1
mM, a 37°C y a una concentracién constante de lipido (60 nmoles/ml), en un volumen total de
I ml.
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(lipido/a-sarcina) (Gasset et al., 1990).

El péptido sintético también produce mezcla de lipidos entre vesiculas de PS. Un
resumen de los resuitados obtenidos aparece en la figura 478. Cantidades crecientes de
péptido hasta una relacion molar 5:1 (lipido/péptido) producen sdlamente una ligera
disminucién del %ET, apareciendo una drastica disminucidn en el intervalo de relaciones
molares entre 5 y 3 (R: lipido/péptido). Puede observarse que los procesos de mezcla de
lipidos y de liberacidn de contenidos intravesiculares no transcurren paralelamente (figuras
47A y 47B). Este mismo aspecto también se deduce del analisis cinético de ambos
procesos {figura 48). La liberacion de contenidos es un proceso mas rapido que el de
mezcla de contenidos, en términos de velocidad inicial serfa unas 20 veces mds rapido.
Esto sugiere que la interaccién es un proceso secuencial en la que [a liberacién de
contenidos acuosos seria previa a la mezcla de lipidos.

(%)

80

60

40

Figura 48, Cinéticas de mezcla de lipidos y de liberacion de contenidos acuosos de
vesiculas unilamelares grandes de PS de cerebro promovidas por el péptido oS(116-139). (A)
Cinética de liberacion de contenidos acuosos y (B) de mezcla de lipidos, expresadas como
porcentajes de las correspondientes variaciones méximas promovidas por el péptido. Ambas

cinéticas corresponden a muestras que contienen 60 nmoles de PS y 15 nmoles de péptido a 37°C,
en un volumen final de 1 ml.
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Cambios conformacionales del péptido o:S(116-139) inducidos por la interaccién
con vesiculas lipidicas

La conformacion del péptido sintético «S(116-139) se ve modificada como
consecuencia de la interaccién con vesiculas lipidicas. La figura 49 muestra los espectros
de dicroismo circular de diferentes mezclas péptido-lipido. Es conocido que la turbidez de
la muestra puede ser origen de distorsiones en este tipo de espectros; sin embargo, en
nuestras condiciones experimentales, las concentraciones de péptido y de vesiculas
empleadas, asi como el pequefio paso optico de la cubeta (0.01 cm), minimizaron esta
posible distorsion. De hecho, la sefial de dicroismo de la ribonucleasa A, una proteina que
no interacciona con estas vesiculas, no se ve afectada por valores de turbidez iguales a los
producidos por el péptido oS(116-139) sobre las vesiculas. El andlisis de los espectros de
CD de las mezclas péptido-vesiculas muestra un significativo aumento del contenido en
estructura {3, en oposicion al efecto que ejerce el TFE sobre la conformacion del péptido,
gue induce estructuras de tipo «-hélice (figura 43). El efecto de los fosfolipidos sobre la
conformacion del péptido se ve saturado a una relacion aproximada de 0.3 péptido/lipido,
la misma relacidn que la observada para los otros efectos inducidos por el péptido sobre
las vesiculas. La estructura secundaria calculada a partir del espectro de CD de una mezcla
3:1 lipido/péptido (figura 49f) estaria compuesta por un 10% «-hélice, 55% estructura g3
antiparalela, 8% giros y 27% de estructura no ordenada. Tal y como se ha indicado para
el péptido en disolucién, estos valores han de tomarse cautelosamente ya que han sido
determinados considerando una base de datos relativa a moléculas de proteina y no de
péptidos. Ademas, en este caso los valores significativos de elipticidad que se han
considerado son los comprendidos en el intervalo 210-250 nm, lo cual limita la exactitud
de la anterior estimacion. En cualquier caso, simplemente mediante la observacion de la
forma de los espectros, cabe concluir que existe una induccién de estructura 8 a
consecuencia de la interaccién con vesiculas lipidicas. Este aumento en estructura 3 esta
claramente en contraste con la induccion de estructura en a-hélice por TFE (figuras 43C
y 43D).

DISCUSION

E! modelo de la conformacion de la «-sarcina propuesto en un capitulo anterior
propone la existencia en esta proteina de un niicleo hidrofdbico formado por cuatro
cadenas 3. Este ntcleo se ha considerado como un posible candidato responsable de las
interacciones hidrofébicas que se producen entre la a-sarcina y bicapas lipidicas. Dos de
estas cuatro hebras 3 se encuentran consecutivas en la secuencia de la «-sarcina, en la
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Figura 49. Espectros de dicroismo circular en la regién del UV-lejano del péptido
«S(116-139) en ausencia y presencia de vesiculas de DMPG. Los diferentes espectros
corresponden a diferentes relaciones molares lipido/péptido: (a) 0; (b) 0.15; (c) 0.43; (d) 0.73; (e)
1.07; (f) 3.00. Las unidades de elipticidad molar por residuo, [0], son grados-cm®-dmol™.
Recuadro: variacién de [©] a 210 nm frente a la relacion molar lipido/péptido. Las muestras se
prepararon en Mops 50 mM, pH 7.0, con NaCl1 0.1 M y EDTA 1| mM.

region comprendida entre los residuos 120-135. Para evaluar la posible implicacion de esta
region en las interacciones hidrofébicas con membranas hemos sintetizado el péptido
aS(116-139) que comprende no sélo las dos anteriores hebras g sino también tres
porciones de cuatro residuos que las limitan, y que se predicen como giros 3.

Los resultados obtenidos demuestran que el péptido «S(116-139) interacciona con
vesiculas unilamelares grandes cargadas negativamente, tanto de fosfolipidos naturales
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como de fosfolipidos sintéticos. Los resuitados sugieren la implicacion de interacciones
electrostaticas y de interacciones hidrofébicas. El efecto del péptido sobre la transicion de
fase de las vesiculas es drastico, y sugiere la insercién del mismo en la bicapa. De hecho,
el péptido liega a eliminar totalmente dicha transicion, lo cual es precisamente [0 esperable
para una molécula de caracter integral que restringe la movilidad de las cadenas de acilo
de los fosfolipidos. La eliminaciéon de la transicion de fase de las bicapas ha sido
observada también en la interaccién de la cardiotoxina II, un péptido de 60 residuos de
aminodcidos, considerado como agente litico, con vesiculas de PS y PG (Faucon ez al.,
1983). El péptido sintético oS(116-139) también produce una aparente fragmentacion de
las vesiculas. La disrupcidn de bicapas de fosfolipidos por polipéptidos en micelas o
pequefias vesiculas ha sido observada en otros casos; asi, ha sido observada con
apolipoproteinas (Brouillette ef al., 1984; Anantharamaiah et al., 1985), y con la proteina
basica de la mielina (Roux et al., 1994). Un efecto similar ha sido revelado para el
péptido glucagdn (Jones et al., 1978), melitina (Dufourc er af., 1986, 1989; Dufourcq et
al., 1986a,b), alameticina (Mclntosh er al., 1982; Chapman er al., 1969) y 5-hemolisina
(Freer, 1986). A este respecto, la melitina es un péptido litico de 26 aminodcidos que
exhibe cierta similitud de secuencia (alrededor de un 20%) con el péptido aS(116-139).
La liberacion de los contenidos acuosos intravesiculares promovida por el péptido aS(116-
139) podria estar relacionada con tales cambios morfoldgicos. Estos efectos se pueden
modelizar del siguiente modo: en primer lugar, el péptido, cargado positivamente,
interacciona electrostdticamente con la superficie de la vesicula, que posee una alta
densidad de cargas negativas. Posteriormente, teniendo en cuenta la estequiometria de la
unién, se produce una neutralizacién de cargas en el complejo péptido-lipido. Tras esta
primera etapa de adsorcion electrostatica, se pueden producir interacciones hidrofébicas
con la region de las cadenas de acilo de los fosfolipidos, las cuales inducirian perturbacio-
nes a este nivel. Consecuencia directa de estas perturbaciones hidrofébicas seria la
modificacion de las propiedades de permeabilidad de las vesiculas con io que se induciria
la liberacion de contenidos intravesiculares, asi como la induccién de fragmentacion de las
vesiculas. Las estructuras resultantes podrian relacionarse con pequefias vesiculas y
micelas, segln se deriva de las micrografias obtenidas mediante microscopia electronica.
Cabe decir que no se observa una liberacion total de contenidos intravesiculares, que seria
lo esperable si el péptido o8(116-139) actuase a modo de detergente. En cualquier caso,
la presencia de estructuras tipo micela no puede descartarse.

El péptido también produce un ligero aumento de la turbidez de la mezcla de
reaccion. Esta variacion de absorcién aparente sélo se observa a relaciones molares
péptido/lipido mayores que las requeridas para inducir liberacién de contenidos acuosos.
El valor de absorcién aparente, obtenido tras la agregacion de vesiculas unilamelares
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grandes inducida por a-sarcina, es mucho mayor que el inducido por el péptido. Podria
sugerirse que el ligero aumento de turbidez inducido por el péptido se debe a la formacion
de agregados de las particulas menos de 50 nm de didmetro observadas por microscopia
electronica (figura 44). El péptido también induce mezcla de lipidos entre diferentes
vesiculas. Este fendmeno requiere relaciones molares péptido/lipido mayores que las
necesarias para desencadenar la liberacién de contenidos acuosos y para la induccion de
perturbaciones en la bicapa. Por ello, la mezcla de lipidos podria ocurrir en los agregados
anteriores. Esto podria estar corroborado por el hecho de que no se observa una extensiva
mezcla de lipidos. Las estructuras mds pequefias formadas por el péptido, estructuras de
tipo micela, no estarian implicadas en tal mezcla, por lo que la dilucion de las sondas no
podria darse en toda la poblacién de vesiculas. El valor minimo de %ET seria mayor que
el esperado si se produjese la maxima mezcla de lipidos.

La dependencia con respecto a la concentracion de péptido, tanto de la mezcla de
lipidos como de la variacion de absorcidn, podria sugerir la existencia de interacciones
péptido-péptido. Con respecto a esta posibilidad, no se han detectado cambios en la
estructura secundaria del péptido aS(116-139) en un amplio intervalo de concentraciones,
lo cual podria descartar la posibilidad de que la unidad competente para interaccionar con
membranas sea un agregado de péptidos monoméricos. Asimismo, el péptido posee un
residuo de cisteina que podria participar en un proceso de agregacion tras la interaccion
con membranas. Sin embargo, la carboxiamidometilacién de mezclas péptido-vesiculas
revela la ausencia de residuos de cistina.

En cuanto a la posible relacion entre el péptido como tal ycomo parte estructural
de la a-sarcina, se puede decir que los efectos observados inducidos por ambos sobre
membranas son cualitativamente similares. La a-sarcina, al igual que el péptido, induce
mezcla de lipidos, liberacion de contenidos acuosos y alteraciones en el empaquetamiento
lipidico. Sin embargo, se observan diferencias significativas en cuanto a los cambios
morfologicos inducidos sobre las membranas. Mientras que el péptido produce una
fragmentacidn aparente de las vesiculas, la «-sarcina induce grandes agregados de las
mismas, asi como estructuras fusionadas (Gasset et al., 1990). Asimismo, cabe destacar
el hecho de que el residuo de cisteina-132 de la «-sarcina, equivalente al del péptido
aS(116-139), participa en la formacién de un puente disulfuro en la proteina nativa. Esta
diferencia estructural podria ser un motivo que origine las diferencias de comportamiento
con vesiculas que se observan entre ambos. Sin embargo, a pesar de ello, la capacidad del
péptido oS(116-139) para interaccionar con membranas permite proponer a esta region
como participante en las interacciones hidrofbicas entre la w-sarcina y membranas. El
espectro de CD del péptido aS(116-139) en presencia de lipidos revela un alto contenido
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en estructura 3, en contraste con la induccion de estructura «-hélice producida por TFE.
Este se ha considerado, en ocasiones, como un promotor de estructuras helicoidales
(Merutka y Stellwagen, 1989; Nelson y Kallenbach, 1989), asi como un potenciador de
a-hélices (Narayanan et al., 1986). En este iltimo caso, la formacion de estructuras
helicoidades se produce en tanto en cuanto los residuos de aminodcidos del polipéptido
tengan una propension intrinseca para formar este tipo de estructuras. En cualquier caso,
se suele considerar como agente mimetizador de membranas, por cuanto promueve la
formacién de puentes de hidrogeno intramoleculares, del mismo modo que las membranas.
Asi, aunque el péptido sintético puede adoptar una estructura helicoidal en presencia de
TFE, ésta no es la conformacion adoptada en presencia de vesiculas lipidicas. En este
sentido, péptidos sintéticos correspondientes al dominio de unién de lipidos de la proteina
apo B-100, adoptan una estructura preferentemente 8 en presencia de lipidos (Lins er al.,
1994), hecho que contrasta con la adopcion de estructuras helicoidales por numerosos
péptidos tras su interaccion con bicapas (Martin et al., 1993). Lins et al., (1994) sugieren
que una estructura $ hidrofébica podria ser un motivo estructural activo como agente
interaccionante con membranas. Una conclusién similar podria obtenerse para el péptido
aS(116-139) de la w-sarcina: las anteriores cadenas 3 predichas en la «-sarcina podrian
estar implicadas en la interaccidon hidrofébica que se produce entre la «-sarcina y las
membranas.
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I. La o-sarcina interacciona con las vesiculas de DMPS de modo similar a como
lo hace con las de DMPG. La diferente afinidad observada se explicaria en virtud de la
capacidad que tiene la PS para formar puentes de hidrogeno interlipidicos, y de la que
carece el PG.

2. La wo-sarcina es capaz de degradar tRNA encapsulado en vesiculas de asolectina,
A su vez, la toxina es degradada por tripsina encapsulada en tales vesiculas. Estas
observaciones estarian de acuerdo con una translocacidon de la «-sarcina al interior

vesicular.

3. La interaccion de la a-sarcina con las vesiculas conduce a ia formacién de un
dimero de éstas, mantenido por interacciones proteina-proteina. Esto sucede en una escala
de tiempo del orden de milisegundos. La posterior desestabilizacién de la bicapa sucede
en una escala del orden de segundos.

4. La interaccion de la «-sarcina con vesiculas se traduce en una disminucidon de
la estabilidad de la proteina.

5. La interaccion de la a-sarcina con vesiculas no requiere de la estructura nativa
de la proteina. La a-sarcina reducida y carboxiamidometilada, que sélo contendria
estructura § y giros 3, como ordenaciones periédicas, promueve sobre vesiculas similares
etectos a los causados por la proteina nativa.

6. La o-sarcina presentaria una lamina 8 hidrofdbica, que estaria implicada en las
interacciones de la proteina con la zona de las cadenas de acilo de la bicapa. Un péptido
sintético que contiene la regién (116-139) de la proteina, en la que estarian dos de las
hebras de la anterior limina, origina efectos sobre las vesiculas similares a los que
produce la proteina. Dicho péptido adopta una conformacion § al interaccionar con las

vesiculas.
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