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REVISION

RESUMEN

Los detergentes son anfifilos solubles que poseen la capacidad de solubilizar grasas, dando lugar a
micelas mixtas lipido-detergente, que son solubles en agua. Los detergentes son ampliamente utili-
zados en las industrias alimentaria y de bebidas, textil, médica y farmacéutica, entre otras. En biologia
molecular, los defergentes son herramientas insustituibles en la solubilizacion de las membranas ce-
lulares y la posterior purificacion de proteinas de membrana. La presente revision resume cuatro dé-
cadas de investigacion sobre detergentes en el laboratorio de los autores. Una introduccion sobre los
defergentes y las membranas va seguida por una descripcion cuantitativa detallada del mecanismo
de solubilizacion de la membrana por los detergentes, y por una discusion critica del concepto de
membranas resistentes a los detergentes en relacién con la hipétesis de las balsas lipidicas (raffs). A
continuacion, se incluye una seccion experimental que resume los principales resultados del grupo de
los autores. Finalmente, se describen algunas aplicaciones biofarmacéuticas. Como ejemplo prdctico,
se discute el uso de jabon de tocador en la prevencion de la COVID-19.

ABSTRACT

Detergents are soluble amphiphiles that possess the capacity to solubilize fats, giving rise to water-
soluble, lipid-detergent mixed micelles. Detergents find an extensive use in food and drink, textile,
medical and pharmaceutical industries, among others. In molecular biology, detergents are irrepla-
ceable tools in the solubilization of cell membranes and subsequent membrane protein purification.
The present review summarizes four decadles of investigation on detergents in the authors’ laboratory.
An introduction on detergents and membranes is followed by a detailed, quantitative description of
the mechanism of membrane solubilization by detergents, and a critical discussion of the concept of
detergent-resistant membranes as related to the lipid raft hypothesis. An experimental section follows,
summarizing the main results in the authors’ group. Finally, some biopharmaceutical applications
are described. As a working example, the use of toilet soap in the prevention of COVID-19 is discus-
sed.
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1. INTRODUCCION

La pandemia de COVID-19 nos ha llevado, entre otros cam-
bios de hdbitos, a lavarnos con mucha frecuencia las manos con agua
y jabon. El motivo es sencillo de enunciar, pero no tan fdcil de com-
prender, al menos a nivel molecular. Se trata de que el virus (SARS-
CoV- 2) estd rodeado por una membrana, muy parecida a las
membranas celulares, de las que procede. Esta membrana es muy
sensible a los detergentes. El jabon de tocador tiene como principio
activo, e ingrediente mayoritario, los llamados en lenguaje quimico
“jabones”, sales sédicas o potdsicas de dcidos grasos (dcidos mono-
carboxilicos, generalmente de 14-18 dtomos de carbono) (Fig. 1).
Los jabones son detergentes, y por ello destruyen en muy poco tiempo
las membranas de los virus (en realidad, cualquier membrana bio-
ldgica) y nos protegen de la enfermedad COVID-19.

Comencemos por precisar el sentido de algunos términos.
Acabamos de decir que los jabones sodicos o potdsicos son detergen-
tes. Esta es hoy una palabra de uso comin, aungue hace un siglo se
utilizara tan solo en el lenguaje técnico. El vocablo tiene prosapia
cldsica, el verbo latino defergo aparece utilizado por los escritores
romanos cldsicos, con el significado de borrar, ocultar o anular. En
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castellano, el diccionario de la RAE da la definicion “Sustancia o pro-
ducto que limpia quimicamente”, expresion poco afortunada, como
veremos enseguida. E| Oxford English Dictionary da mds en el clavo,
wando define “ detergent. A water-soluble cleansing agent which
combines with impurities and dirt fo make them more soluble |[. ..
" Larousse define: ‘détergent. Se dit d'vn produit présentant les
propriétés de détergence et utilisé pour cette raison dans les processus
de lavage”, definicion algo irritante, porque nos obliga a buscar “dé-
tergence”, definida como: “Phénoméne permettant d'éliminer d'vn
milieu solide les salissures qui y adhérent par leur mise en suspension
ou en solution”, lo que no estd tan mal.

En un contexto mds estrictamente cientifico, en su Gold
Book, la IUPAC define “ detergent” como: “A surfactant (or a mixture
containing one or more surfactants) having cleaning properties in
dilute solutions (soaps are surfactants and detergents)”. Esto nos
lleva a la importante definicion de surfactante, o tensioactivo, o ten-
soactivo. Un surfactante es una sustancia capaz de disminuir la fen-
sion superficial en la superficie de contacto entre dos fases (aire y
agua, en el contexto biolégico). Por lo tanto, no todos los surfactantes
son detergentes, porque no todos tienen las propiedades “limpiado-
ras”, pero todos los detergentes son surfactantes, pues todos ellos ac-
tan disminuyendo la tension superficial aire-agua. Y, volviendo a
los jabones, los jabones de sodio y potasio son detergentes, pero la
mayoria de los detergentes hoy en uso no son jabones.

@)

/\/\/\/\/\/\/\/\)Lo- Na*

Estearato sédico (un jabén)

Na*

Dodecilsulfato sédico (un detergente aniénico)

Figura 1. Estructuras quimicas de algunos detergentes representativos.
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Desde la perspectiva de su estructura, los detergentes son
anfifilos solubles [1-3]. Los anfifilos son moléculas que contienen
una parte hidrofilica, o polar, y ofra hidrofdbica, o apolar. La bio-
logia nos muestra numerosos ejemplos de anfifilos, como los fosfo-
lipidos de las membranas, y numerosas proteinas. Pero muy pocos
anfifilos de origen natural son razonablemente hidrosolubles, y por
tanto detergentes; por ejemplo, los fosfolipidos se agregan en medio
acuoso formando micelas, o bicapas u otras formas de agregado,
pero no son solubles en agua. Podemos resumir diciendo que la pa-
labra “detergente” hace alusion a una funcion limpiadora, mientras
que anfifilo o surfactante se refieren a propiedades fisico-quimicas
de la molécula.

De entre los detergentes, el uso de los jabones se pierde,
literalmente, en la noche de los tiempos. Sin embargo, solo en el
siglo XX, en Alemania y durante la Gran Guerra, la falta de grasas
bioldgicas obligd a la sintesis de productos quimicos con propiedades
detergentes, distintos de los jabones. Los primeros, hacia 1916, fue-
ron alkil naftalenosulfonatos, y en la siguiente década se sintetiza-
ron los alkil sulfonatos. Uno de estos es el muy conocido lauril
sulfato sédico, o dodeil sulfato sddico (SDS), adn hoy muy emple-
ado en numerosos ambientes, desde los laboratorios, en las técnicas
de electroforesis, hasta los hogares, en los dentifricos. Durante la
segunda guerra mundial aparecieron los alkil arilsulfonatos, que

pronto dominaron el mercado. En la actualidad, son muchas decenas
las familias de compuestos quimicos sintéticos con propiedades de-
tergentes que se encuentran en el mercado.

£Como actian los detergentes? En realidad, esta es la pre-
gunta a la que intenta responder todo el presente trabajo. Sin em-
bargo, podemos dar un primer eshozo de explicacion, dentro de
esta seccion introductoria. Todo se basa en sus dos propiedades prin-
cipales: son anfifilos y son hidrosolubles. Cuando se nos cae una
mancha en la camisa, generalmente de naturaleza grasa, podemos
eliminarla eficazmente tratdndola con un defergente (p. ej. jabon
de tocador, en una emergencia) y luego con agua abundante. Al se-
carse el agua, la mancha ha desaparecido. Lo que ocurre es que
cada molécula de detergente tiene una parte hidrofobica, que se
une a la grasa, y una hidrofilica, que se une al agua. Se forman
unas nanoparticulas esféricas, las micelas, que contienen detergente
y grasa. Las micelas se organizan de modo que los grupos polares
(hidrofilicos) de los detergentes quedan orientados al exterior, o
sea que, aunque la micela contiene grasas (hidrofdbicas) en su in-
terior, el conjunto es hidrofilico y se dispersa fdcilmente en el agua.
Asi la grasa queda solubilizada (Fig. 2).

Volvamos a la COVID-19. éPor qué lavarse las manos evita
la infeccion? Pues, sobre todo, porque el coronavirus SARS-CoV-2,
como muchos ofros, estd rodeado por una membrana, y las mem-
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Figura 2. Autoensamblajes en mezclas de lipidos y defergentes. (a) Geometrias moleculares y ensamblajes de lipidos puros o defergentes puros. La geometria molecular
del lipido o del detergente determina el modo de ensamblaje: moléculas lipidicas aproximadamente cilindricas dan origen en agua a bicapas planas, mientras que
un detergente cdnico origina micelas altamente curvadas. En ambos casos los contactos cadena hidrocarbonada-agua se minimizan. (b) Solubilizacién y reconstitucion de
membranas por adicion y eliminacion de detergentes. Cuando las bicapas planas (que pueden incluir proteinas) interaccionan con micelas de detergente curvas, se
forman micelas mixtas lipido — proteina — detergente en el proceso llamado solubilizacién. El fenémeno puede revertirse eliminando el detergente (reconstitucion) [26].
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branas bioldgicas estdn formadas, bdsicamente, por un tipo de gra-
sas, los llamados fosfolipidos. El detergente (jabon) solubiliza los
fosfolipidos de la membrana, con lo que el genoma del virus queda
desnudo, y pierde su estructura y su funcionalidad. Este es, bdsica-
mente, el mecanismo. Se dice fdcil, pero comprender en detalle el
mecanismo de la solubilizacion es otro cantar, y nos llevard unas
cuantas pdginas explicarlo bien, dentro de lo que hoy conocemos.
Nuestro trabajo comienza revisando brevemente la com-
posicion y arquitectura de las membranas celulares, sigue con una
descripcion sucinta de la estructura y propiedades de las membranas
modelo utilizadas en las investigaciones bioldgicas, dedica luego su
cuerpo principal a explicar la interaccion de los detergentes con las
bicapas fosfolipidicas que constituyen la matriz estructural de las
biomembranas, y termina con algunas aplicaciones a la farmacia.
Las fuentes primarias para el presente ensayo son los trabajos de
investigacion de los autores, desarrollados durante cuatro décadas
largas, naturalmente complementadas y contrastadas con la de otros
cultivadores de este importante campo de la biofisica. Quizd resulte
procedente aqui un acto de justicia, al reconocer a los iniciadores e
impulsores de este campo, el alemdn Charles Tanford (nacido Tan-
nenbaum) [2], y los finlandeses Ari Helenius y Kai Simons [3].

1.1. LAS MEMBRANAS CELULARES

Las biomembranas, o membranas celulares, constituyen
los limites o fronteras celulares, y también los limites de los orgd-
nulos dentro de la célula. Consisten en una matriz hidréfoba, for-
mada por una doble capa orientada de fosfolipidos (glicolipidos en
plantas) a la cual las proteinas se unen en diferentes formas. Las
membranas existen en un estado condensado (sélido), y contradicen
la creencia comin de que las reacciones bioquimicas ocurren en so-
lucion acuosa. Una parte muy importante de los procesos bioqui-
micos que son esenciales para la célula ocurren dentro de las
membranas celulares, es decir, en estado sélido. Esto se demuestra
por la proporcion de enzimas celulares que existen unidos a la mem-
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brana, que es mds alta en los organismos mds complejos, y que
llega a un 25% del total en la especie humana.

Nuestra vision actual de la estructura y dindmica de las
membranas bioldgicas se enmarca en el modelo del "mosaico
fluido", propuesto en 1972 por Singer y Nicolson [4], influidos por
el modelo anterior de Danielli y Davson (1935), que ya habia pro-
puesto la doble capa de fosfolipidos como el elemento estructural
bdsico de las biomembranas (Fig. 3). El modelo de Singer y Nicol-
son, calificado por sus detractores como una “caricatura” de la mem-
brana, fue un éxito instantdneo, ya que incorpord de forma sencilla
y racional una gran cantidad de observaciones e ideas experimen-
tales acumuladas en los afios 50 y 60, muchas de las cuales parecian
irreconciliables en ese momento. El éxito no solo fue muy rdpido,
sino que también fue duradero ya que, después de casi cinco déca-
das, la "caricatura” Singer-Nicolson aparece sin cambios en el capi-
tulo dedicado a las membranas de cualquier libro de texto en
Bioquimica o Biologia Celular. De hecho, el modelo de mosaico
fluido ha resistido notablemente bien el paso de los afios, y esto en
un campo en el que la investigacion ha sido muy activa, con nuevas
hipdtesis importantes que han aparecido y desaparecido en ese pe-
riodo. Como consecuencia, nuestra vision de la estructura de la bio-
membrana no sigue siendo la misma que hace cincuenta afios, y sin
embargo, a los efectos de comprender el mecanismo de accion de
los detergentes, el modelo del mosaico fluido en su forma cldsica
es perfectamente utilizable. El lector interesado en las modificacio-
nes recientes del mismo puede consultar [5].

1.2.MEMBRANAS MODELO
La complejidad estructural de las membranas celulares
ha hecho necesaria la utilizacion de modelos simplificados de su es-
tructura (“membranas modelo”) para el estudio experimental. Prdc-
ticamente toda la biofisica de membranas como hoy la conocemos
ha sido estudiada en membranas modelo. Histéricamente, el primer
modelo experimental de membranas fue la monocapa de fosfolipi-

Figura 3. El modelo de mosaico fluido de las membranas biolégicas (Singer y Nicolson, 1972) [4].
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dos extendida en una inferfaz aire-agua en lo que luego se habria
de llamar la “balanza de Langmuir” (Fig. 4a). Esta téenica permitio
a Gorter y Grendel demostrar en 1925 que los lipidos en la mem-
brana de los eritrocitos estaban organizados en una doble capa, o
bicapa [6]. Desde entonces, las monocapas de Langmuir y sus mo-
dificaciones (Langmuir-Blodgett, etc.) han sido extremadamente
utiles en los estudios biofisicos y tecnoldgicos de membranas y pe-
liculas (films ) en general. Es curioso que todos los estudios de mo-
nocapas se basan en los trabajos de Agnes Pokels, una ama de casa
germana sin formacion cientifica, que publicd sus resultados en 1891
en Nature, de la mano de Lord Rayleigh [7].

La misma revista publico en 1962 los trabajos de Mueller
y Rudin [8], que dieron lugar a las membranas lipidicas negras
(black lipid membranes, BLM), otro modelo de membrana muy ofil

(Fig. 4b). Para establecer una BLM se utiliza una cdmara de unos
pocos mililitros de capacidad. Una hoja de pldstico rigido con un
pequefio agujero (inferior a 1 mm) en el centro separa los dos lados
de la cdmara. La bicapa se forma a través de este aguijero, pintdn-
dolo con un pincel impregnado en una solucion de fosfolipidos en
disolvente orgdnico. Las propiedades eléctricas de la bicapa se pue-
den medir colocando un electrodo a cada lado de la cdmara. La
composicion ionica del medio acuoso se puede variar a voluntad a
cada lado. Las BLM son el modelo de eleccion para estudiar las ca-
racteristicas de los canales idnicos, proteinas que pueden incorpo-
rarse a las BLM, y cuya conductancia y otros pardmetros se miden
directamente con este montaje experimental.

Unos veinte afios mds tarde Tamm y McConnell [9] des-
cribieron otro Gtil modelo de membrana, llamado bicapa lipidica

lipid solution
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Figura 4. Representacion esquemdtica de distintas membranas modelo
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apoyada, (supported lipid bilayer, SLB) en el que, como su nombre
indica, la bicapa lipidica, que flotaba libremente en el agua en los
BLM, se encuentra apoyada en un soporte slido inerte, p. ej. mica
(Fig. 4c). Las SLB superan con mucho a los BLM en estabilidad y
facilidad de manejo. Las SLB se preparan normalmente deposi-
tando sobre el soporte vesiculas fosfolipidicas de la composicion
deseada. Las vesiculas se fusionan espontdneamente y recubren el
soporte. Entre éste y la SLB queda una capa de agua de 1-2 nm.
Estas construcciones son la forma de membrana ideal para el uso
de la microscopia de fuerza atdmica [10].

Pero quizd el modelo de membrana mds universalmente
aceptado, y desde luego el mds usado en estudios de detergentes,
son las vesiculas fosfolipidicas o liposomas (Fig. 4d). Inicialmente
descritos como “mesofases esmécticas” por su descubridor/inventor
el hematdlogo britdnico Alec D. Bangham en 1964 [11] pronto ad-
quirieron su nombre actual. Se distinguen cuatro tipos diferentes
de liposomas, segdn su tamario y método de preparacion. Los ori-
ginalmente descritos por Bangham corresponden a las hoy llama-
das vesiculas multilamelares (multilamellar vesicles, MLV ),
consistentes en decenas de esferas concéntricas, cada una limitada
por una bicapa fosfolipidica, y de un tamaiio tipico de 10 a 100
m. Las MLV se forman espontdneamente dispersando fosfolipidos
secos en un medio acuoso. Tratando las MLV con ultrasonidos se
obtienen las vesiculas pequefias unilamelares (small unilamellar
vesicles, SUV), de un tamaiio entre 40 y 60 nm, y limitadas por
una sola bicapa [12]. Su principal desventaja es que su pequeio
tamaiio conlleva una gran curvatura de la bicapa, que la hace poco
estable. Las llamadas vesiculas unilamelares grandes (large uni-
lamellar vesicles LUV), de 80-200 nm, se obtienen también a partir
de las MLV, extruyéndolas a través de filtros de policarbonato del
tamaiio de poro adecuado [13]. Las LUV rednen las ventajas de
MLV y SUV, al ser suficientemente grandes como para tener una
curvatura que no las desestabilice, y al mismo tiempo ser unila-
melares, lo que imita mejor el caso de las células. Por Gltimo, las
vesiculas unilamelares gigantes (giant unilamellar vesicles, GUV)
se obtienen por procedimientos especificos, muy a menudo por
aplicacion de campos eléctricos [14, 15]. Las GUV tienen un tamaiio
(decenas de micras) comparable al de las células.

1.3. EL PAPEL DE LOS DETERGENTES EN LA INVESTIGA-
CION DE MEMBRANAS
Como hemos dicho, la membrana biolégica es una ba-
rrera hidrofoba entre dos compartimentos acuosos. Aunque la com-
posicion de la membrana varia considerablemente, hay varios
atributos comunes a fodas las biomembranas. Una caracteristica
comdn importante es que su matriz estructural estd hecha de an-
fifilos insolubles en agua, particularmente fosfolipidos y proteinas
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anfifilicas, que son muy dificiles de disociar. Gran parte de los datos
disponibles sobre la composicion de las membranas celulares pro-
viene de soluciones acuosas isotropicas termodindmicamente es-
tables, obtenidas al mezclar las membranas con anfifilos solubles
en agua, los llamados detergentes (Fig. 1) [16-18]. Por encima de
una concentracion especifica, llamada concentracion micelar critica
(cmc), estos compuestos se autoensamblan en forma de micelas.
Cuando las micelas de detergente se mezclan con estructuras la-
minares (membranas) hechas de anfifilos insolubles, se forman
conjuntos mixtos cuya estructura depende de la relacion molar de
anfifilos solubles a insolubles: por debajo de un valor critico de
esta relacion (R.*), los conjuntos mixtos son lamelares, mientras
que por encima de otra relacion critica, R, (ambos valores R,
estdn definidos mds abajo), las membranas se transforman en mi-
celas mixtas detergente-lipido-proteina (Fig. 2) [19-22].

Este proceso, denominado solubilizacion, permite la iden-
tificacion y caracterizacion de proteinas de membrana solubiliza-
das. Usando suficiente detergente y fosfolipido, se pueden hacer
micelas mixtas para que contengan una sola molécula de proteina
de membrana o ninguna. En estas condiciones, se pueden usar mé-
todos estdndar para purificar proteinas de membrana, cristalizarlas
o reconstituirlas en proteoliposomas. A pesar de su importancia,
la solubilizacion de las membranas celulares con detergentes no
se ha estudiado sistemdticamente, en parte debido a la composicion
compleja de las biomembranas. En cambio, se ha dedicado mucho
trabajo a la solubilizacion de las membranas modelo relativamente
simples descritas en 1.2. Aunque estas bicapas lipidicas son cierta-
mente mds sencillas que las biomembranas, su solubilizacion es
compleja y muchas preguntas bdsicas ain no han sido respondidas.
Una mejor comprension de como funcionan los detergentes con-
duciria a métodos mds eficientes de purificacion y reconstitucion
de proteinas de membrana [16, 17, 23-25], y sobre todo a una
eleccion racional del detergente mds adecuado para cada caso, una
decision que actualmente se toma de manera puramente empirica.

2. EL MECANISMO DE ACCION DE LOS DETERGENTES

Nos adentramos ya en la parte nuclear de nuestro tra-
bajo, 0 sea, los mecanismos moleculares de la accion de los deter-
gentes como solubilizantes de membranas. El defergente mds
utilizado en estos estudios ha sido el detergente no ionico Triton
X-100, un detergente no homogéneo que contiene restos de polio-
xietileno de varias longitudes (Fig. 1). En esta seccion sobre me-
canismos de accion nos centramos en la solubilizacion de liposomas
por Triton X-100. Los datos relativos a la solubilizacion por otros
detergentes también se discuten cuando es relevante. En nuestra
interpretacion, los datos disponibles, y a menudo dispersos, obte-
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Figura 5. Curvatura espontdnea y empaquetamiento molecular de lipidos. A, curvatura positiva; B, curvatura negativa; C, curvatura cero. Los lipidos pueden corresponder, por
ejemplo, a dodecilsulfato sédico, fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina respectivamente [5]. Los detergentes tienen normalmente curvatura espontdnea positiva.

nidos con una variedad de detergentes son consistentes con las con-
clusiones generales del trabaijo. Esta seccion estd basada en nuestras
revisiones en [26, 27].

2.1. Autoensamblaje en mezclas de anfifilos

El autoensamblaje de anfifilos se produce para evitar la
exposicion de sus restos hidrofobos al agua [2]. Intuitivamente, la
naturaleza del autoensamblaie se rige por la estructura molecular
del anfifilo: cuando la estructura molecular es cilindrica (es decir,
puede idealizarse como un cilindro), como es el caso de los fosfoli-
pidos mds estudiados, el volumen molecular (V) es aproximada-
mente igual al producto del drea transversal de la superficie polar
(S) y la longitud (1) de la cadena hidrofébica [28]. Por lo tanto, el
pardmetro de empaquetamiento p [p =V /(S * )] serd 1,0 [28,
29]. Es probable que tales anfifilos formen autoensamblajes que
son bicapas planas porque dicho ensamblaje produce una exposicion
minima de las cadenas hidréfobas al agua (Fig. 2a).

La estructura molecular del Triton X-100, y de la mayoria
de los otros detergentes, se puede idealizar como un cono, de modo
que el volumen de la molécula sea menor que el producto del drea
de la superficie polar por la longitud de la cadena extendida. Por
lo tanto, el pardmetro de empaquetamiento para los anfifilos coni-
cos es inferior a 1,0 y la exposicion de las cadenas hidrofobicas al
agua es minima cuando se forman micelas curvas en lugar de bica-
pas (Fig. 2a) [28, 29].

La mezcla de fosfolipidos con un detergente producird
capas en las que no encajan idealmente ninguno de los dos anfifilos:
los dos componentes son forzados por la entropia a residir en agre-
gados mixtos. Antes de ser solubilizadas, las bicapas refienen su es-
tructura lamelar, pero a medida que aumenta la relacion
detergente: lipido en las bicapas, se forman agujeros de didmetro
creciente [30, 31]. El producto final de la micelizacion son casi siem-
pre cilindros largos filiformes cuya superficie estd curvada positiva-
mente. La descripcion alternativa (menos reciente) de las micelas

mixtas en términos de un modelo de forma de disco también seria
esperable, particularmente para las mezclas de sales biliares y fos-
folipidos, porque los autoensamblajes discoidales pueden permitir
la formacion de una bicapa casi plana rica en fosfolipidos con los
bordes curvos en el perimetro del disco cubiertos por detergente
[32-34]. Al menos para el Triton X-100 y detergentes estructural-
mente relacionados, favorecemos la descripcion de la solubilizacion
en términos de una serie hipotética de dos pasos (formacion y se-
llado de micelas mixtas huecas) porque el producto de esta serie
son micelas alargadas en lugarde discoidales. Ademds, las conside-
raciones tedricas demostraron que se puede esperar que los discos
mixtos sean mds estables que los cilindros solo en condiciones fisio-
légicamente no relevantes [35,36].

Otro enfoque mds utilizado para el autoensamblaje de
anfifilos se basa en la curvatura espontdnea (Fig. 5), que se define
como el reciproco del radio de la superficie sobre la cual se ensambla
un anfifilo dado [37, 38]. El radio de curvatura espontdnea se puede
determinar experimentalmente [39]. Las moléculas cilindricas son
curvofdbicas, ya que tienden a agregarse a lo largo de superficies
planas, cuyo radio de curvatura espontdneo es infinito (la curvatura
espontdnea es cero). Los anfifilos con una estructura molecular c6-
nica son curvofilicos. Su pardmetro de empaquetado puede ser
menor o mayor que 1.0. Aquellos con p <1 (grupo de cabeza re-
lativamente grande) tienden a agregarse en forma de micelas y su
curvatura espontdnea es positiva e igual al radio de sus micelas es-
féricas. Un tipo diferente de anfifilo con una geometria molecular
conica pero un grupo de cabeza relativamente pequefio (p> 1)
tiende a formar estructuras hexagonales (tubulares) de curvatura
espontdnea negativa (no mostrada).

A partir de estas consideraciones, podemos ver el estado
de agregacion en las mezclas de lipidos y detergentes como un equi-
librio entre las geometrias preferidas de los componentes. Cuando
un anfifilo se ve obligado a residir en una superficie de curvatura
diferente de su curvatura espontdnea, se produce inestabilidad local.
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A veces el anfifilo se describe como “frustrado”. En estos términos,
una mezda de un fosfolipido curvotobico y un detergente curvofilico
forma agregados mixtos en los que se cancelan las inestabilidades
causadas por ambos anfifilos, como se muestra esquemdticamente
en la fig. 2. Se puede esperar que la curvatura promedio de un agre-
gado mixto sea una media ponderada de la curvatura espontdnea
del detergente y los lipidos, como se discute en 2.9.

2.2. PARAMETROS EN LA CARACTERIZACION DE MEZCLAS
DE LiPIDOS Y DETERGENTES
Los autoensamblajes formados en mezclas acuosas de de-
tergentes y fosfolipidos se han estudiado exhaustivamente con di-
ferentes detergentes y lipidos en funcion de sus concentraciones, en
ausencia y presencia de diferentes lipidos y a diferentes tempera-
turas, utilizando diversos métodos [17, 19, 20]. Los resultados de
estos estudios se han presentado en términos de diagramas de fase,
en los que las concentraciones totales de detergente requeridas para
el inicio y la finalizacion de la formacion de micelas mixtas (D;'y
D!, respectivamente) se describen en funcion de la concentracion
de lipidos [L]. Notese que los limites de fase, obtenidos a partir de
la dependencia de D, con respecto a [L], son aparentemente fun-
ciones lineales de la concentracién de lipido (Fig. 6b). En consecuen-
cia, la solubilizacion se caracteriza cuantitativamente por cuatro
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términos [20, 40], (a) la relacion molar detergente/lipido efectiva
(es decir, en la bicapa), requerida para el inicio de la solubilizacion
R, (b) la proporcion molar efectiva detergente/ lipido, R.*, un
término similar correspondiente a la solubilizacion completa, (c)
D,y (d) D,*, que son las concentraciones de detergente obtenidas
en extrapolaciones a [L] = 0 de las dependencias de D'y D, con
[L].

R, se refiere a la relacion molar efectiva (en oposicion al
total) [detergente] / [lipido], que es la fraccion de la concentracion
total (o agregada) de detergente que reside en estructuras mixtas
en condiciones de equilibrio. La distincion es necesaria porque en
un sistema de membrana-detergente-agua el detergente se divide
entre la membrana y el agua. En el rango entre Ry R (Fig.
6b), las bicapas de fosfolipidos saturadas con detergente coexisten
con micelas de detergente saturadas con lipidos, lo que implica que
la energia de las bicapas de fosfolipidos saturadas con detergente
(de una composicion dada por R.*) es del mismo orden de magni-
tud que la energia de las micelas mixtas de una composicion dada
por R\

D,y D/ tendrian que aproximarse a la concentracion
micelar critica (cmc) del detergente, pero son con frecuencia mds
bajas que la cmc de los detergentes puros, probablemente debido
al tamaiio finito de las micelas, ya que a concentraciones muy bajas
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Figura 6. Caracerizacién de mezclas lipido-detergente. (a) Esquema desriptivo de la solubilizacion de membranas seguida a través de cambios en la dispersion luminosa
de la suspensién de membranas. Dy D * corresponden a las concentraciones totales (no efectivas) de detergente que producen respedivamente el comienzo de la solubilizacion y la
solubilizacién completa, para una determinada concentracion de membrana. (b) Dependencia de D "y D * de la concentracion de lipido. Las lineas rectas son los limites de la
coexistencia de bicapas y micelas mixtas en mezclas acuosas lipido-detergente. Las pendientes de estas lineas son R,y R¢*, que corresponden respectivamente a las proporciones
molares efedtivas detergente/lipido que causan el comienzo y la finalizacion del proceso de solubilizacion. D, y D, son las concentraciones de detergente monomérico en agua
al comienzo y al final de la solubilizacion, respectivamente. Ambos valores son mds bajos que la concentracion micelar critica (cmc) del detergente puro en solucion acuosa [26].
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de lipido las concentraciones criticas de detergente pueden no ser
funcion lineal de [L] [41]. Los diagramas de fases describen los es-
tados de equilibrio. En sistemas mixtos de lipidos y detergentes en
soluciones acuosas, los limites de fase describen el rango de solubi-
lizacion parcial, a saber, el rango de concentraciones de fosfolipidos
y detergentes donde la energia asociada a las micelas mixtas lipido-
detergente es del mismo orden de magnitud que el de los liposomas
saturados con detergente [20]. En varias publicaciones se observo
que los limites de fase eran independientes del procedimiento uti-
lizado para preparar el sistema mixto, asegurando que los diagra-
mas de fase describian la situacion de equilibrio, por ejemplo, en
Schnitzer y cols. [41]. Desgraciadamente, en muchas

publicaciones el procedimiento utilizado para estudiar los diagramas
de fase es tal que no se puede garantizar que fodos los experimentos
se hayan realizado en condiciones de equilibrio (por ejemplo, Kragh-
Hansen y cols. [42], y Stuart y Boekema [43]). A pesar de esta defi-
ciencia, consideramos que cada mezcla de estado estacionario estd
en equilibrio, pero somos conscientes de la posibilidad de que, para
ciertas composiciones, la estructura de los agregados lipido-deter-
gente pueda ser simplemente un reflejo de trampas cinéticas, como
se describe a continuacion.

2.3. METODOS PARA CARACTERIZAR LA SOLUBILIZACION
DE MEMBRANAS POR DETERGENTES

En la mayoria de los estudios, las suspensiones de liposo-

mas se mezclan con disoluciones de detergentes y los sistemas resul-
tantes se analizan por métodos espectrofotométricos, mds
comdnmente la dispersion luminosa. El efecto inicial de la adicion
de detergente sobre los liposomas depende del estado de agregacion
de los lipidos y del tamaiio de las vesiculas. En concreto, la adicion
de defergente a vesiculas unilamelares pequefias (SUV) da como re-
sultado una mayor dispersion luminosa debido al crecimiento del ta-
maiio de las vesiculas inducido por el detergente. Sin embargo, para
vesiculas unilamelares grandes (LUV), el tamaiio de la vesicula puede
permanecer inalterado o modificarse ligeramente antes del inicio de
la solubilizacion debido a una solubilizacion de transicion y la pos-
terior reconstitucion. En general, a medida que se agregan cantidades
crecientes de detergente a una suspension de membranas, la disper-
sion de la luz permanece constante o incluso aumenta hasta que, en
un punto critico, comienza a disminuir. Este es el inicio de la solubi-
lizacion (Fig. 6a, D). A medida que aumenta la conce tracion de
defergente, se alcanza ofro punto ritico al finalizar la solubilizacion
(D), mds alld del cual la dispersion de la luz no sigue disminu-
yendo. La dependencia (aparentemente lineal) de los Gltimos dos
puntos criticos con respecto a la concentracion de fosfolipidos (Fig.
6b) da lugar a un diagrama de fases sencillo. La pendiente de cada
una de estas lineas [detergente] / [lipido] es la relacion entre la con-

centracion de detergente en estructuras mixtas de lipido-detergente
y la concentracion de fosfolipido en los puntos de inicio y finalizacion
de la solubilizacion. Estos dos pardmetros son los R, y R, antes
descritos.

Ademds de la dispersion luminosa, existe toda una serie
de técnicas destinadas a estudiar la dindmica de la solubilizacion de
liposomas y la formacion de los autoensamblajes formados por mez-
clas de detergente y lipido, incluyendo el tamaiio, la forma y la com-
posicion de los liposomas y las micelas mixtas, preferiblemente sin
separar las formas solubilizadas de las no solubilizadas, pues las téc-
nicas de separacion llevan con frecuencia a la aparicion de artefactos.
El método mds directo para proporcionar informacion sobre la forma
y el tamaiio de los conjuntos detergente-lipido es la criomicroscopia
electronica de transmision (crio-TEM) [44-46]. Sin embargo, la crio-
TEM dificilmente puede arrojar resultados cuantitativos fiables sobre
particulas pequefias en presencia de particulas grandes. Esto Gltimo
también es cierto para la dispersion de la luz, tanto estdtica como
dindmica (correlacion de fotones). En consecuencia, la espectroscopia
de dispersion de la luz y otras técnicas de dispersion, aunque am-
pliamente utilizadas por razones de comodidad, producen resultados
cuestionables en el inicio de la solubilizacion. También se debe tener
en cuenta que los métodos de dispersion de la luz pueden verse per-
turbados por el aumento de la turbidez de algunos detergentes, por
ejemplo el Triton X-100, que por encima de cierta temperatura
("punto de nube") da lugar a formaciones altamente dispersantes
[47].

Por el contrario, la espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de fdsforo-31 (*'P-RMN) es sensible a particulas pequeiias
porque solo particulas pequenias (por ejemplo, micelas mixtas) pro-
ducen sefiales relativamente estrechas (observables) [48-50], mien-
tras que el espectro de vesiculas grandes se ensancha hasta hacerse
casi indetectable. Dadas las diferentes sensibilidades de la dispersion
de la luz y la RMN, estos métodos son complementarios. La RMN se
puede usar para determinar cuantitativamente la etapa inicial de
solubilizacion (por lo tanto, R.), mientras que las técnicas de dis-
persion de la luz pueden ser dtiles para proporcionar datos de R,
También se puede obtener mucha informacion sobre los procesos es-
tudiados utilizando la calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) [51-
55]. Si se inferpreta correctamente, este método puede proporcionar
informacion tanto sobre la concentracion de detergente a la cual ocu-
rre una transformacion como sobre el calor asociado a cada proceso.
Las mediciones del ITC no proporcionan informacion estructural, pero
la técnica es util para obtener datos sobre procesos rdpidos. Dados
los problemas asociados a la sensibilidad de las técnicas de dispersion
a particulas grandes, el ITC es beneficioso para estudiar procesos que
probablemente se vean afectados por tales artefactos.

La espectroscopia de fluorescencia ofrece un conjunto
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completo de técnicas para ser utilizadas en relacion con la solubi-
lizacion de membranas por defergentes. La liberacion al medio
acuoso externo de compuestos fluorescentes hidrosolubles encap-
sulados en los liposomas se puede observar en tiempo real. El uso
de compuestos fluorescentes de diferentes pesos moleculares [30,
56] indica el tamaiio de las discontinuidades en la bicapa. Ciertas
sondas fluorescentes bien conocidas, por ejemplo, el difenilhexa-
trieno, proporcionan informacion sobre el orden molecular de la
bicapa y su perturbacion por los tensioactivos [57]. Ademds, el mo-
vimiento transhicapa, o flip-flop, de moléculas anfifilicas, incluidos
los tensioactivos, también se puede evaluar con técnicas de fluores-
cencia [56, 58].

En general, se recomienda una combinacion de técnicas.
Por ejemplo, a pesar de sus deficiencias, la crio-TEM es una herra-
mienta muy 0til en la investigacion del mecanismo de solubiliza-
cion. La informacion cualitativa sobre los tipos de estructuras en las
mezclas de lipidos y defergentes es esencial para la correcta inter-
pretacion de la dispersion de la luz y los datos de RMN. Esto es par-
ticularmente importante en los estudios mecanisticos, porque se
puede esperar que las estructuras de transicion contribuyan muy
poco (si es que lo hacen) a las mediciones espectroscopicas. Sin em-
bargo, la mera existencia de una estructura transitoria proporciona
pistas sobre el mecanismo de solubilizacion, incluso cuando tales
estructuras rara vez se observan. Como ejemplo, la crio-TEM de las
estructuras presentes en dispersiones obtenidas por adicion del de-
tergente no ionico octilglucésido a las vesiculas de fosfolipidos re-
veld, antes de la formacion de micelas mixtas cilindricas, liposomas
con poros de tamaiios cada vez mayores al agregar mds octilglu-
c6sido [59]. La dltima observacion concuerda con los datos de fluo-
rescencia sobre la fuga de solutos encapsulados [56, 60, 61].

2.4. EL MODELO DE TRES ETAPAS: DEFINICIONES Y AM-
BIGUEDADES
Se han propuesto varios mecanismos para la solubiliza-
cion de bicapas por detergentes. El consenso mds general es que
puede describirse segin un modelo de tres etapas o pasos, como lo
proponen Helenius y Simons [3]. El término "modelo de fres efapas"
en si es bastante ambiguo. A menudo se entiende en términos fer-
modindmicos, lo que significa que, en el equilibrio, en el rango de
valores debajo de R, (Etapa 1), los conjuntos mixtos son bicapas;
que por encima de R.*(Etapa 3), son micelas; y que dentro del
rango de valores entre Ry R.*' (Etapa 2), coexisten bicapas y mi-
celas. Sin embargo, el modelo también a menudo se entiende en
términos cinéticos o mecanicistas, es decir, en términos de la se-
cuencia de procesos que ocurren cuando se agrega una concentra-
cion solubilizante de detergente a las bicapas lipidicas. En estos
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términos, la Etapa 1 se relaciona con interacciones entre detergentes
y lipidos que no producen estructuras micelares, la Etapa 2 es aqué-
lla en la que las bicapas saturadas de detergente se convierten en
micelas mixtas, y la Etapa 3 estd reacionada con la reduccion del
tamaiio de las micelas mixtas como resultado de su interaccion con
mds d tergente. En términos de procesos, el modelo incluye una
serie de etapas:

Etapa 1. Particion del detergente entre las bicapas lipidicas y el
medio acuoso, descrita por un coeficiente de particion K, definido
(omo

K =D,/(L + DD,

Donde D, es la concentracion total de detergente, L es la concen-
tracion de lipido y Dy y D,, son las concentraciones de defergente
unida a la membrana y en el agua, respectivamente. Por lo tanto,

1K = (1/R)/(1/D,)

Etapa 2. Una desintegracion inducida por el cambio en la com-
posicion de las bicapas, para formar micelas mixtas largas y filifor-
mes.

Etapa 3. A concentraciones de defergente adn mds altas, la so-
|ubilizacion es seguida por una serie relativamente rdpida de pro-
cesos entropicos, en los que se mezclan micelas grandes de
detergente-fosfolipido con micelas de detergente puro, y se obtie-
nen micelas mixtas mds pequeias con una mayor relacion deter-
gente / fosfolipido.

La primera y tercera etapas en este esquema son aparen-
temente triviales. Se cree comGnmente que, para el detergente, el
reparto membrana/agua es rdpido, pero la saturacion de la bicapa
se puede ralentizar por la necesidad de una difusién (nuevo re-
parto) del detergente entre las monocapas externa e interna de la
bicapa (ver 2.7.a). El equilibrio de los sistemas mixtos de micelas
(en la Etapa 3) es mucho mds rdpido que el equilibrio de los siste-
mas m celares y lamelares. La etapa 2 corresponde al proceso de
disociacion de micelas de una composicion dada por R a partir
de las bicapas saturadas en defergente, de una composicion dada
por R, El mecanismo detallado de esta transformacion de bicapa
en micelas (micelizacion) no se comprende completamente y es el
tema de varias de nuestras investigaciones.

En la mayoria de los protocolos de solubilizacion comin-
mente utilizados, la concentracion de detergente es suficiente para
la solubilizacion de la membrana (en equilibrio), y el comienzo de
la micelizacion (Etapa 2) a menudo ocurre antes de que la Etapa 1
alcance el equilibrio. Esto, por supuesto, afiade complejidad al pro-
(eso.
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Figura 7. Las tres etapas de solubilizacion de la bicapa por los detergentes (11). (Arriba) Representacién esquemdtica de las etapas | — II. (Rojo) Grupos polares de

fosfolipidos. (Azul) Grupos polares de detergente. (Abajo) La solubilizacion de una preparacion de vesiculas (vesiculas unilamelares pequeias o grandes) se siguié a

través de los cambios en la turbidez. [20].

2.5. DIAGRAMAS DE FASE Y LA NECESIDAD DE ESTUDIOS
CINETICOS

Los limites de fase mostrados en la figura 6b son signifi-
cativos solo para sistemas en equilibrio. Es importante tener en
cuenta que una estructura en estado estacionario podria reflejar
trampas cinéticas, es decir, estados de equilibrio aparentes, pero no
reales si se considera un periodo de tiempo suficientemente largo.
Por lo tanto, la afirmacion de que en ocasiones la solubilizacion re-
quiere mds detergente debido a dificultades en la penetracion no
es estrictamente cierta porque, con el tiempo suficiente, ocurriria la
solubilizacion. La forma tradicional de asegurar que un sistema
dado esté en equilibrio es mostrar que las mezclas de igual com-
posicion preparadas de manera diferente son idénticas. Por ejemplo,
las mezclas de una composicion dada obtenida por co-dispersion
de lipidos y detergente en soluciones acuosas deberian comportarse
de la misma manera que las mezclas de la misma composicion ob-
tenida mezclando dispersiones de lipidos y detergentes que se han
preparado individualmente. Las pocas investigaciones publicadas
en las que se llevaron a cabo tales experimentos brindan un fuerte
respaldo a la conclusion de que los sistemas estudiados estaban en
equilibrio [41].

Lo menos que debemos hacer para descartar la posibili-
dad de que los limites de fase aparentes reflejen trampas cinéticas
en lugar de estados de equilibrio es mostrar que las mezclas estu-
diadas se miden en condiciones de estado estacionario, tal como se
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detecta al controlar la dependencia del tiempo de una propiedad
fisicoquimica. Pero alcanzar el equilibrio puede llevar de segundos
a muchos dias, dependiendo de la composicion del sistemay la tem-
peratura [41, 62-66]. Las cuestiones importantes del mecanismo y
|a cinética de la solubilizacion estdn mds alld del alcance de la pre-
sente revision, sin embargo, los estudios cinéticos son importantes
para respaldar la validez de los aspectos termodindmicos discutidos
aqui.

Los estudios cinéticos son particularmente importantes
cuando el equilibrio es muy lento, como en los experimentos reali-
zados a baja temperatura con lipidos en fase gel [67] o / y cuando
el protocolo del experimento de solubilizacion implica la titulacion
de liposomas multilamelares (MLV) por una solucion de detergente,
por ejemplo desoxicolato [32] o Triton X-100 [52] Proponemos que
las causas mds importantes de resultados irreproducibles son pro-
tocolos experimentales inapropiados que usan condiciones de no
equilibrio y / o métodos poco sensibles.

Las mezclas de detergente y fosfolipidos pueden ser esta-
bles durante largos periodos de tiempo sin estar en equilibrio [41,
68]. Como ejemplo, cuando se agrega una solucion de detergente
a vesiculas unilamelares preformadas con el lipido en el estado gel
0 en los estados cristalinos (por ejemplo, DPPC por debajo de
40 °C) [41,69], el equilibrio puede ser tan lento que la mezcla pa-
rece ser constante con respecto al estado de agregacion de los con-
juntos mixtos, a pesar de no estar en equilibrio. Agregados
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metastables atrapados cinéticamente pueden permanecer estables
durante horas y, a veces, durante muchos dias, como en el caso de
las micelas metaestables ricas en colesterol formadas al mezdlar ve-
siculas de fosfolipidos ricas en colesterol con sales biliares [70, 71].
En el dltimo caso, cuando se agrega una sal biliar a los liposomas
de PC-colesterol, en ciertas condiciones la sal biliar agregada solu-
biliza los liposomas rdpidamente pero posteriormente precipitan
los liposomas ricos en colesterol formados inicialmente. Eventual-
mente, el colesterol cristaliza dentro de los agregados de vesiculas,
produciendo precipitados [71]. Procesos similares pueden ser res-
ponsables de la formacion de cdlculos biliares de colesterol [72].

La solubilizacion de vesiculas multilamelares (MLV) es un
proceso lento. Cuando los MLV se exponen a una solucion de deter-
gente [68], solo la bicapa mds externa del MLV se expone al deter-
gente agregado. En relacion con la dltima bicapa, la concentracion
de detergente puede ser suficiente para solubilizar esta bicapa,
dando como resultado la exposicion de la siguiente bicapa al de-
tergente. Las bicapas en las MLV pueden ir despegdndose y solubi-
lizdndose una después de otra, pero incluso si la concentracion total
de defergente es suficiente para solubilizar todas las capas de lipi-
dos, el proceso serd mucho mas lento que la solubilizacion de vesi-
culas unilamelares de masa y composicion idénticas [68]. Es
probable que esto produzca errores graves si la solubilizacion es
tan lenta que, en el momento de medir la turbidez de la dispersion,
la solubilizacion adn no estd completa. En otras palabras, se sobre-
estimard la concentracion de detergente requerida para la solubi-
lizacion completa.

Por el contrario, si la concentracion de detergente es sufi-
ciente para solubilizar una o mds bicapas lipidicas, pero no todas,
la solubilizacion se hard visible a una concentracion de detergente
menor que la necesaria para el inicio de la solubilizacion de vesi-
culas unilamelares de idéntica composicion y concentracion. En fales
condiciones, las micelas mixtas formadas inicialmente se reconver-
tirdn en bicapas cuando se solubilice mds fosfolipido, debido a que
disminuird la relacion efectiva detergente / lipido. En este caso, al-
canzar un estado estable puede ser muy lento y si se mide antes del
equilibrio completo, se subestimard el inicio de la solubilizacion.

2.6. LOS FACTORES QUE GOBIERNAN LA SOLUBILIZACION
Comprender el mecanismo de la micelizacion requiere in-

formacion sobre al menos tres factores, a saber:
() los conjuntos detergente-lipido que existen en R,
(b) el producto de la transicion de fase inducida por la composicion,
a saber, micelas de una composicion dada por R, y
(c) el examen de tantas estructuras intermedias como sean necesa-
rias para ayudar a deferminar el mecanismo.
Una suposicion subyacente esencial es que en cualquier punto dado
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lo mezcla de detergente-lipido estd en un estado estable. Este puede
ser el caso de un experimento de titulacion lenta, como en el ITC,
pero en términos generales, la Etapa 2 (es decir, la micelizacion)
comienza antes del final de la Etapa 1, un hecho que a menudo
complica la interpretacion de los datos experimentales.

2.7. VESICULAS SATURADAS DE DETERGENTE (EN RESAT):
COMPOSICION QUIMICA Y PROPIEDADES ESTRUCTURA-
LES Y FiSICAS
2.7.a. Particion del detergente de medios acuosos a bi-
capas, incluyendo la monocapa interna

El primer paso de la interaccion bicapa / detergente es la
introduccion de moléculas de detergente en la monocapa externa
de la bicapa de fosfolipidos. El coeficiente de particion K que describe
el equilibrio del detergente entre las bicapas y la solucion acuosa
se rige por dos factores, a saber,

() la hidrofobicidad del detergente,

(b) su equilibrio hidrofilico / lipofilico y su curvatura espontdnea
[43, 73]. La curvatura espontdnea refleja la tendencia de los anfi-
filos a empaquetarse en una superficie curva, como se ha comentado
en 2.1 (Fig. 5) [26]. Los detergentes son curvofilicos, es decir, tienen
una curvatura espontdnea positiva, mientras que los fosfolipidos
tienden a autoensamblarse formando una superficie plana, por lo
tanto, su curvatura espontdnea es aproximadamente cero, o incluso
ligeramente negativa [36].

El coeficiente de particion K depende de estos factores,
pero la velocidad a la que se equilibra la concentracion de deter-
gente en las dos monocapas puede variar considerablemente. En
particular, la acumulacion de detergente en la monocapa externa
induce el paso de detergente a la monocapa interna, probablemente
al perturbar la region interfacial de la bicapa mediante moléculas
de detergente insertadas, lo que a su vez aumentard la probabilidad
de formacion de defectos estructurales transitorios en la membrana
[59]. El movimiento transbicapa, o flip-flop, es a menudo el factor
limitante de la solubilizacion. A su vez, este movimiento depende
del tamafio y la polaridad del grupo polar del detergente [44]. No
es probable que una molécula con un grupo polar muy grande se
mueva a través de la bicapa [74, 75]. Por lo tanto, el sistema no
puede alcanzar el equilibrio en un corto periodo de tiempo y la so-
|lubilizacion cominmente comienza antes de que se pueda alcanzar
el equilibrio. El consiguiente desequilibrio de masas puede desem-
pefiar un papel en el mecanismo de solubilizacion por estos deter-
gentes.

Tanto la penetracion de un detergente en la monocapa
externa como su movimiento transmembrana hacia la monocapa
interna dependen de la composicion de la bicapa. Como ejemplo,
en su estudio de la solubilizacion de liposomas de varias composi-
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ciones diferentes por el detergente no ionico miristilsacarosa, Toro
et al. [76] encontraron que la localizacion del detergente en la bi-
capa lipidica dependia de las caracteristicas del grupo de cabeza
polar lipidico, influyendo este Gltimo en el proceso de solubilizacion.
También descubrieron que la insercion de moléculas de colesterol
en la bicapa lipidica dificultaba la solubilizacion.

Se han llevado a cabo simulaciones de dindmica de par-
ticulas [77], destinadas a investigar el mecanismo de solubilizacion
de vesiculas por tensioactivos, centradas en el efecto de la hidrofo-
bicidad del detergente. Segin la interpretacion de los autores, solo
los tensioactivos con hidrofobicidad adecuada pueden solubilizar
las vesiculas. Los detergentes hidrofilicos permanecen sobre todo
en la fase acuosa, mientras que los tensioactivos muy hidrofdbicos
se incorporan casi totalmente a las bicapas, lo que induce el creci-
miento del tamaiio de las vesiculas sin solubilizar la membrana.
Solo los tensioactivos con hidrofobicidad moderada forman vesiculas
perforadas antes de la formacion de micelas mixtas, por las razones
que se describen a continuacion. La extension de la perforacion crece
con el aumento de la concentracion de surfactante, hasta que final-
mente se observa el colapso total de la vesicula. Se ha podido de-
tectar la formacion de poros en muchos sistemas detergente-lipido
antes de la solubilizacion.

2.7.b. Aumento de tamano de vesicula inducido por
detergente
Se ha observado un aumento de tamaiio inducido por
detergente en pequeiias vesiculas unilamelares, para muchos de-
tergentes y varias composiciones diferentes de liposomas, a con-
centraciones sub-solubilizantes de detergente (Fig. 6a) [66, 78-81].
El crecimiento del tamafio de las vesiculas desde un radio inicial ri
a uno final rf aumenta por un factor de (rf / ri)2el drea de la su-
perficie de las vesiculas, lo que significa que se espera que dismi-
nuya el ndmero de vesiculas por un factor de (ri / rf)2.
Este proceso podria haberse producido a través de uno
(0 mds) de estos tres mecanismos:

(a) fusién inducida por detergente, que implica la mezcla de
los dos compartimentos acuosos y de las bicapas de las membranas
que se fusionan;

(b) mecanismos de solubilizacion - reensamblaje inducidos por
detergente, con lisis parcial sequida de la reconstitucion de vesi-
culas mds grandes; y

(c) dismutacion de los liposomas, caracterizada por la transfe-
rencia de lipidos de parte de las vesiculas (probablemente las mds
pequeiias) a otros liposomas (presumiblemente mds grandes).

Una diferencia importante entre los tres posibles meca-
nismos es la retencion del soluto encapsulado. Por lo tanto, se
puede esperar que los solutos de alto peso molecular permanezcan
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encapsulados en los liposomas si el crecimiento del tamaiio se pro-
duce por fusion (como se cree que ocurre normalmente), mientras
que se espera que la solubilizacion-reensamblaie esté acompanada
por la pérdida de los solutos. Se espera que la tercera posibilidad
esté acompaiada de una retencion parcial de solutos, es decir, solo
los solutos de esas vesiculas que se hicieron mds grandes perma-
necerdn atrapados, mientras que las moléculas de soluto que es-
taban atrapadas en las vesiculas decrecientes se encontrardn en la
solucion externa [79].

Se ha demostrado el crecimiento de tamaiio inducido por
detergente mediante fusion de vesiculas para liposomas cargados
negativamente en presencia de Ca?* [82]. La solubilizacion parcial
de vesiculas pequefias producidas por sonicacion, inducida por Tri-
ton X-100, es sequida por el reensamblaje en liposomas mds gran-
des, segun lo propuesto por Alonso et al. [80, 81], y por Edwards
y Almgren [45]. El mecanismo de dismutacion se propuso por pri-
mera vez para el aumento de tamaiio inducido por sales biliares
[83, 84]. Un estudio sobre el crecimiento del tamaiio de liposomas
inducido por concentraciones sub-solubilizantes del detergente no-
ionico octilglucdsido reveld una retencion parcial de dextrano de
alto peso molecular, marcado con fluorescencia [79]. La fraccion
de soluto retenido era proporcional al crecimiento del tamaiio ob-
servado, apoyando asi el mecanismo de dismutacion [79]. La si-
militud del aumento de tamafio inducido por detergente en
presencia de tensioactivos tan diferentes como las sales biliares y
el octilglucosido [79-82] respalda la idea de que la dismutacion
puede ser un mecanismo frecuente para el crecimiento de tamaiio
inducido por detergentes.

2.7.c. Permeabilidad de las bicapas que contienen
detergente

La liberacion de solutos encapsulados de liposomas tra-
tados con detergente se ha observado en varios estudios a concen-
traciones sub-solubilizantes de los anfifilos [30, 56, 80, 81]. Parte
de esta liberacion se puede atribuir al aumento de tamaiio indu-
cido por el detergente, pero se han observado agujeros en los LUV
en ausencia de un crecimiento del tamario.

Las simulaciones de dindmica de particulas muestran que
durante el proceso de particion (Etapa 1), las moléculas tensioac-
tivas individuales se incorporan a la bicapa lipidica de manera in-
dependiente [85]. La compatibilidad de las colas hidrofobicas entre
lipidos y tensioactivos permite que los tensioactivos penetren a tra-
vés de la membrana con bastante facilidad y las moléculas de ten-
sioactivo aparezcan en la region interna de la bicapa. Esta
penetracion del detergente puede deberse a la promocion del mo-
vimiento transhicapa del detergente, o a la penetracion del deter-
gente en el compartimento acuoso encapsulado y al posterior
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reparto entre este compartimento y la monocapa interna. En ofras
palabras [86], al aumentar la concentracion de detergente en las
monocapas externas, el drea en exceso que resulta de la union de
los tensioactivos a la monocapa externa da como resultado la for-
macion de poros trans-bicapa, la fluidificacion de la bicapa y el
aumento de las fluctuaciones de la bicapa, con mayor frecuencia y
/ o probabilidad cuando la concentracion de surfactante se apro-
xima a R Ademds, siempre que el detergente esté distribuido
de manera no homogénea, las vesiculas adoptan aspectos alta-
mente deformados antes de que tenga lugar la perforacion de la
vesicula. La formacion de poros se ha observado antes de la solu-
bilizacion en muchas investigaciones. Con el desarrollo de mds
agujeros al incorporar mds tensioactivo, la vesicula se rompe en
unos pocos fragmentos de bicapas, que eventualmente, con nuevas
adiciones de tensioactivo, se desintegran en pequefias micelas mix-
tas [85]. Como ejemplo, estudios de la cinética de liberacion del
contenido liposomal tras la exposicion de los liposomas a un exceso
de surfactante [86] revelaron que, a bajas concentraciones de de-
tergente, la liberacion del contenido liposomal es consistente con
la formacion de canales en un nimero critico de moléculas ten-
sioactivas. Sin embargo, solo a concentraciones considerablemente
mads altas la cinética concuerda con la esperada para la ruptura de
los liposomas inducida por detergente. Creemos que la estructura
de tales canales (o poros) es la clave para comprender el meca-
nismo detallado de solubilizacion, como se discute mds adelante.

2.8. LA ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
DE LAS MICELAS MIXTAS DE UNA COMPOSICION DADA
PORR.*

La solubilizacion de lipidos por sales biliares se ha estu-
diado con gran detalle, utilizando muchos métodos. Estos estudios
conducen a un consenso sobre una estructura discoidal de los agre-
gados mixtos formados cuando se solubiliza todo el lipido. Segin
ese modelo, las micelas mixtas resultan ser bicapas discoidales po-
bres en detergente, cubiertas en su borde por una monocapa curva
rica en detergente [87-90]. De manera similar, los datos sobre las
micelas formadas tras la fitulacion de fosfolipidos por otros deter-
gentes, particularmente los resultados de la dispersion dindmica
de la luz y la dispersion de rayos X de dngulo pequefio, se inter-
pretaron en el sentido de que estas micelas son elipsoides oblatos,
con un gradiente creciente de tensioactivo desde el centro al peri-
metro siguiendo el eje mayor [47, 90].

Este enfoque produjo un mecanismo razonable y fdcil de
entender para la solubilizacion y la reconstitucion de las bicapas
lipidicas. Sin embargo, estudios posteriores con crio-TEM y deter-
gentes distintos de las sales biliares mostraron objetos largos fili-
formes en lugar de las estructuras esperadas con forma de disco
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[44, 91]. Posteriormente, se demostro que los datos de dispersion
concordaban con el modelo de barras flexibles y diversos estudios
tedricos explicaron "por qué cilindros, y no discos" [36].

El paradigma actual es que, para la mayor parte de los
detergentes, las micelas mixtas mds grandes son estructuras muy
largas y filiformes, y que al aumentar la concentracion de deter-
gente se reduce la longitud de estas micelas. En estas estructuras,
casi todas las moléculas de lipidos son equivalentes, con la excep-
cion de un pequeiio nimero de moléculas en los dos bordes (ex-
tremos) de las micelas alargadas. Lo mismo es casi cierfo para el
detergente, excepto que la concentracion de detergente en los ex-
tremos es algo
mayor.

2.8.a. Estructuras intermedias observadas en el
rango de coexistencia

Como se describio anteriormente, las bicapas lipidicas
pueden considerarse sobresaturadas incluso por debajo de R,
porque contienen paredes ricas en defergente que cubren los bor-
des de los poros observados por crio-TEM. Cuando la bicapa con-
tiene mds detergente, el tamaiio de los poros es mayor, lo que
permite que las moléculas mds grandes puedan salir de los lipo-
somas [79]. La crio-TEM no proporciona datos cuantitativos, pero
la existencia de estructuras distintas a las observadas en R** o en
R, da una pista sobre el mecanismo de micelizacion de una bicapa
sobresaturada. Tales estructuras intermedias han sido observadas
por crio-TEM, que se sabe que preserva las microestructuras origi-
nales de los sistemas fluidos, en estudios de mezclas tanto de Triton
X-100[91] como de octilglucdsido con PC de huevo [60] por debajo
de R.". A concentraciones de detergente algo mds altas, ademds
de los liposomas y las micelas largas filiformes, el sistema contenia
algunos liposomas que parecian tener objetos largos (presumible-
mente micelas mixtas) unidos a ellos [60].

En la mayoria de los casos de solubilizacion los deter-
gentes se unen al exterior de las bicapas de fosfolipidos y voltean
hacia la monocapa interna. En estos casos, la Etapa 2 de solubili-
zacion es una transicion inducida por la composicion de liposomas
sobresaturados de detergente, grandes, perforados, de una com-
posicion dada por R, que se convierten en micelas largas, fili-
formes, de una composicion dada por R.*. Las estructuras
intermedias observadas ayudan a comprender el mecanismo de-
tallado como se describe a continuacion. Por el contrario, cuando
una molécula de detergente no puede voltearse hacia la monocapa
interna, la solubilizacion rapida por saturacion de las bicapas estd
precedida por otros procesos que dan lugar a la exposicion de
ambas monocapas al detergente, como se describe en la siguiente
seccion.
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2.9. EL MECANISMO DE LA TRANSICION DE BICAPA A
MICELA INDUCIDA POR DETERGENTES

En relacion con los mecanismos de solubilizacion, es im-
portante tener en cuenta que la solubilizacion depende de manera
critica del movimiento transmembrana del detergente, a veces de-
nominado flip-flop [42] Especificamente, se ha demostrado que
cuando el volteado del detergente a la monocapa interna es rdpido
(por ejemplo, detergentes del Grupo A en la Tabla 1), la solubili-
zacion es rdpida, mientras que cuando el volteado del detergente
es lento (por ejemplo, el Grupo B), la solubilizacion es lenta.

Dos investigaciones detalladas propusieron diferentes me-
canismos especificos de solubilizacion rdpida y lenta [42, 43]. Ambos
estudios coincidieron en que la solubilizacion rdpida se produce a
través de la saturacion de las bicapas de fosfolipidos. En uno de los
estudios [42], el mecanismo de la solubilizacion rdpida de las bica-
pas se denomind mecanismo transhicapa, y se describio como un
proceso de todo o nada que da como resultado la solubilizacion
completa (o la no-solubilizacion) de un liposoma. En el otro meca-
nismo publicado, el mismo proceso se describié como una rdpida
solubilizacion de fosfolipidos que ocurre a través de intermedios ve-
siculares abiertos [43]. Ambos mecanismos se proponen para siste-
mas en los que la velocidad de flip-flop es rapida, y ambos son
experimentalmente muy similares, si no idénticos.

Por el contrario, los mecanismos propuestos para la solu-
bilizacion lenta diferian considerablemente. Ambos estudios coin-
cidian en que el proceso era lento porque el flip-flop era lento, y
ambos acordaron que la solubilizacion lenta da como resultado la
micelizacion de solo una parte de los fosfolipidos en un liposoma
dado. No obstante, segiin uno de los mecanismos [42], la solubili-
zacion se produce mediante la union de las micelas de detergente
a las bicapas y la posterior "extraccion de los componentes de la
membrana directamente por las micelas de detergente” [43], mien-
tras que segin el otro mecanismo este proceso ocurre a través de
las "micelas mixtas que se despegan de las vesiculas cerradas" [85].

2.9.a. Evaluacion de los mecanismos pro-
puestos de solubilizacion lenta
En nuestra opinion, las pruebas experimentales de la
union de las micelas a una bicapa no son convincentes. Los ha-
llazgos de agregados pre-micelares muy por debajo de la cmc (en
un rango similar a D,*), que podrian estabilizarse reclutando i-
pidos de la membrana, no son consistentes con el mecanismo de
extraccion de micelas. No es muy probable que se formen pre-mi-
celas de lipido-detergente mediante la extraccion de fosfolipidos
por detergente pre-micelar porque es probable que dichas pre-
micelas no estén muy por debajo de D, antes de mezclar el de-
tergente con liposomas estables. Por el contrario, la union de los

monomeros a la monocapa externa de la bicapa es probable-
mente lo suficientemente rdpida como para alcanzar un reparto
de detergente en cuasi-equilibrio entre la monocapa externa y la
solucion acuosa. La “monocapa externa con defergente” resultante
puede que sea inestable debido a dos factores, a saber: (a) el
desequilibrio de masa entre las monocapas externas e internas,
y (b) la presencia de un anfifilo curvofilico (es decir, detergente)
de una curvatura espontdnea altamente positiva en una mono-
capa casi plana hecha de fosfolipidos, cuyo radio de curvatura es-
pontdneo es cero o ligeramente negativo.

Por lo tanto, si una molécula de detergente no puede
voltearse hacia la monocapa interna, es probable que se formen
estructuras micelares en la monocapa externa y se desprendan de
las vesiculas cerradas como micelas mixtas [43]. En otras palabras,
una concentracion de detergente suficientemente alta promueve
el desprendimiento (shedding ) de tales micelas mixtas de la su-
perficie de las bicapas en un amplio rango de concentraciones
[85]. Un modelo similar, propuesto por Mrowczynska et al. [103],
implica que cuando se insertan en las bicapas, las moléculas de
detergente curvofilicas afectan a la curvatura o flexion (bending
) de la bicapa, lo que da lugar a la perturbacion de la membrana.
Especificamente, cuando el detergente penetra en una bicapa, la
membrana se invaginard o se evaginard, produciendo endo o exo-
vesiculacion, respectivamente. La forma alterada de la bicapa se
acompaiia de una segregacion lateral dependiente de la curvatura
de los componentes de la membrana. Basados en estos argumen-
tos, los autores plantearon la hipdtesis de que la solubilizacion
se produce a través de la segregacion, dependiente de la curvatura
de la membrana, de los componentes de la misma [44]. Este me-
canismo puede considerarse consistente con la formacion de do-
minios de membrana que no pueden ser solubilizados por Triton
X-100 (membranas resistentes a detergentes).

En relacion con la solubilizacion lenta, esta hipotesis im-
plica que la acumulacion de detergente en la monocapa externa
da como resultado el siguiente curso de eventos:

(a) el detergente monomérico se intercala en las dreas de
membrana casi planas, lo que da como resultado la expansion de
la monocapa externa; y

(b) cuando el detergente no voltea hacia la monocapa interna,
se acumula en la monocapa externa, esforzandose por curvar la
membrana hacia afuera, creando pequeiias invaginaciones de
membrana (o micelas mixtas).

Notese que, si el detergente puede voltearse a la mo-
nocapa interna y la monocapa interna resulta relativamente en-
riquecida en el mismo, también se creardn pequefias
invaginaciones de membrana o dominios cuasi-vesiculares o
yemas (buds). Las micelas mixtas formadas a partir de partes ricas
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en detergente de la monocapa externa pueden existir por debajo
de D,y pueden extraer componentes de la membrana directa-
mente al interior de las micelas mixtas [44]. Por lo tanto, mientras
el equilibrio transmembrana sea muy lento y no ocurra la pene-
tracion de detergente a través de la bicapa, es probable que se
formen dominios curvos laterales ricos en detergente en la mo-
nocapa externa y que experimenten desprendimiento o gemacion
de micelas, es decir, que ocurra micelizacion de solo una parte de
la membrana. Suponiendo que tanto el desprendimiento como la
solubilizacion micelar (mixta) contribuyen a la solubilizacion lenta
observada cuando el equilibrio fransmembrana es muy lento, la
pregunta es cudl de las dos Gltimas posibilidades contribuye mds
a la solubilizacion. Desgraciadamente no sabemos, en este mo-
mento, cémo evaluar la contribucion relativa de los dos mecanis-
mos.

2.9.b. El mecanismo de saturacion de la bi-
capa para una solubilizacién relativamente rd-

pida
La rdpida solubilizacion observada cuando el detergente
puede voltearse desde las monocapas externas hacia las internas,
con la solubilizacion de fosfolipidos que ocurre a través de inter-
mediarios vesiculares abiertos [45], o bien por un ataque trans-
bicapa, después del flip-flop de las moléculas de detergente a
través de la bicapa lipidica [44], ha sido investigada con gran de-
talle. La solubilizacion a través de este mecanismo ocurre después
de que toda la bicapa se satura (o sobresatura) y toda la mem-
brana rica en detergente se solubiliza a través de un mecanismo
de solubilizacion de todo o nada [44], como se discutio anterior-
mente. Este mecanismo puede seguir a la solubilizacion parcial
por cualquiera de los mecanismos propuestos porque se puede
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esperar el equilibrio trans- bicapa si la bicapa se vuelve perme-
able al detergente, debido a la creciente incorporacion de deter-
gente a la monocapa externa. Asi, ambos mecanismos de
solubilizacion parcial allanan el camino para la exposicion de la
monocapa interna al detergente, y de ahi la rdpida solubilizacion
a fravés de un mecanismo de saturacion rdpida de bicapa. Esto
es particularmente claro cuando la solubilizacion rdpida aparece
precedida por una fase de duracion variable, el periodo de laten-
cia, durante la cual la solubilizacion es mucho mds lenta.

Durante el periodo de latencia, las moléculas de deter-
gente saturan las dos monocapas ya sea voltedndose hacia la mo-
nocapa interna o migrando a través de los orificios inducidos por
el detergente. Finalmente se produce la desintegracion (miceli-
zacion) de toda la membrana [63, 92]. En el rango de coexistencia
de bicapa / micela, la crio-TEM revela principalmente micelas la-
minares y filiformes, asi como algunos intermediarios de tipo ve-
siculas perforadas [44]. En muchos sistemas, las bicapas se
desestabilizan a partir de un cierto contenido de tensioactivo en
la membrana y luego se desintegran, formando micelas mixtas,
o una fase hexagonal, u otras estructuras intermedias. En algunos
casos las membranas perforadas pasan a micelas filiformes y a
otros intermediarios, en forma de discos, micelas o fragmentos
de bicapa, particularmente en sistemas que contienen una gran
fraccion de colesterol en la bicapa. Sin embargo, las micelas en
forma de disco no son las estructuras principales, mds bien existen
como elementos fransitorios en la transformacion de micelas mix-
tas a vesiculas [44].

La informacion disponible sobre el orden temporal de
estas observaciones y sobre la dependencia de dicho orden tem-
poral de las propiedades fisicoquimicas y de las concentracio-
nes de lipidos y detergentes es bastante limitada. Sin embargo,

Tabla 1. Algunos detergentes de accion rdpida y de accidn lenta.

Grupo Detergentes Referencias
Clorpromazina [93]
(12E8 [86]
A, accion rdpida DDAO [42]
Triton X-100 [42, 68]
Decilmaltésido [43]
Dodecilmaltosido [42, 43,99
B, accidn lenta Lisofosfatidilcolina [79,100]
SDS [42,51]

La cinética de solubilizacion puede estar muy influenciada por factores como la temperatura, composicion de vesiculas y procedimiento de preparacion de vesiculas,
entre otros. Los datos de esta tabla se han recopilado principalmente de publicaciones en las que se han comparado varios detergentes en las mismas condiciones. Se

pueden ver mds ejemplos en [150].
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Figura 8. Mecanismos propuestos de micelizacion de la bicapa en una vesicula: (1) Los monémeros de detergente se insertan en la monocapa exterior de la vesicula. (1) El
detergente se equilibra entre la monocapa interior y exterior mediante un rdpido flip-flop. (1l Se forman poros en la bicapa. (V) Se forman micelas mixtas lipido-detergente.
Se muestran tanto una seccion transversal como una vista general de una micela alargada. Cuando no es posible un flip-flop rdpido, se produce una via alternativa: (11')
La insercién de maltiples moléculas de detergente curvofilico provoca un gran aumento en la curvatura de la bicapa exterior. (Ill ') Las micelas mixtas lipido-defergente se
desprenden de la bicapa, y este proceso conduce a movimientos trans- bicapa de detergente (IV'). El sistema puede enfonces continuar siguiendo los procesos Il y IV.

se sabe que la solubilizacion estd precedida por la liberacion de
solutos encapsulados, como lo indican las investigaciones de per-
meabilidad a concentraciones sub-solubilizantes de defergente
[93, 94]. Cuando la solubilizacion es precedida por una fase de
latencia, la fuga es lenta, lo que sugiere que el equilibrio del de-
tergente entre las dos monocapas es un requisito previo para la
formacion de poros y la solubilizacion y, por lo tanto, parece que
la solubilizacion ocurre solo después de que se perfora la bicapa
[56]. No se sabe mucho sobre cdmo depende del tiempo de solu-
bilizacion de la velocidad de flip-flop del detergente, pero es pro-
bable que la diferencia de concentraciones del detergente entre
las dos monocapas se desvanezca cuando la membrana se vuelva
permeable al detergente. En condiciones R.*, las mezclas de de-
tergente y lipidos generalmente contienen vesiculas grandes, in-
cluso si las vesiculas originales eran pequedias (debido al
crecimiento del tamario inducido por el detergente), y la mem-
brana estd perforada, con aguijeros cubiertos por paredes curvas
ricas en detergente como se describe en la figura 8.

Las estructuras resultantes del proceso 11l en la Fig. 8
probablemente reflejan el equilibrio después de una insercion re-
lativamente rdpida, impulsada por la entropia, del detergente
curvofilico en las bicapas, a través de un crecimiento de tamaiio
posterior (si las vesiculas originales eran pequefias), y de la for-
macion de poros para acomodar las moléculas de detergente cur-
vofilicas que residen a lo largo de las paredes curvas ricas en
detergente de las perforaciones.

biofarmacéuticas (o por qué prevenimos la covid-19 con agua y jabon)

2.9.c. Micelizacion de liposomas sobresaturados

La transformacion de liposomas saturados en detergente,
con una composicion dada por R, en micelas mixtas de composi-
cion R, requiere que, dentro del rango entre R.*'y R, el deter-
gente agregado se distribuya de manera desigual. Especificamente,
si en R, cada liposoma estd formado por L moléculas de PCy L
R, moléculas de detergente, la adicion de detergente a concen-
tracion suficiente para la solubilizacion parcial produce una mezda
de liposomas cuya composicion permanece inalterada. Sin embargo,
otros liposomas absorben suficiente detergente para descomponerse
en micelas mixtas, que contienen L © R, moléculas de detergente,
donde R.*' es mucho mayor que R.*". Nuestra interpretacion de esta
distribucion desigual es que la union del detergente a las bicapas
es cooperativa, tal vez porque inicialmente se acumula en defectos
de la malla, y/o quizds las moléculas de detergente se mezclan
mejor con los microdominios de lipido-detergente que con lipidos
puros [48].

En algunos casos, las vesiculas saturadas de detergente
existentes en R, surgen del movimiento rdpido a fravés de la bi-
capa (flip-flop ) de moléculas de detergente desde la monocapa i-
pidica externa a la interna. Este seria el caso en particular con
detergentes (denotados como Grupo A en la Tabla 1), cuya cabeza
polar es relativamente pequeiia, de modo que el movimiento trans-
bicapa es rdpido. En este caso, la solubilizacion consistiria en la di-
sociacion de un liposoma sobresaturado completo en una o mds
micelas filiformes. En conclusion, las bicapas se someten a so-
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|ubilizacién completa con detergente cuando toda la bicapa (in-
cluida la monocapa interna) estd saturada de detergente, y la
bicapa estd perforada con niveles sobresaturados de detergente.
Consideramos que los datos disponibles son consistentes con este
mecanismo. Esto incluye los experimentos que fueron considerados
como pruebas para el mecanismo ‘basado en la formacion directa
de micelas mixtas’ [95] y el mecanismo ‘basado en la destruccion
de vesiculas a través de particulas pequefias que contienen grandes
cantidades de detergentes’ [96].

2.9.d. Dependencia de la velocidad de solubili-
zacion de las propiedades fisico- quimicas del de-
tergente y la membrana

La incorporacion de detergente a las membranas de-
pende tanto de la naturaleza quimica del detergente como de la
composicion de la membrana. En ciertas condiciones puede estar
practicamente restringida a la monocapa externa, cuando el flip-
flop de las moléculas de detergente hacia la monocapa interior es
lento [51, 74]. Eventualmente, la perforacion de la bicapa abolird
el gradiente de concentracion de detergente entre las dos mono-
capas, pero esto ocurre simultdneamente con la Etapa 2.

Los datos en la Tabla 1 pueden interpretarse en términos
de la hipotesis de que la solubilizacion, cuando va precedida por
un periodo de latencia, ocurre solo después de que el gradiente
de detergente es abolido. En particular, los detergentes que per-
tenecen a lo que hemos denominado Grupo B, probablemente pe-
netran solo en la monocapa externa porque sus grupos hidrofilos
son grandes, de modo que pueden acercarse a la monocapa in-
terna solo después de que la membrana se perfore. Esto también
es coherente con el hallazgo de que incluso los detergentes de este
grupo pueden solubilizar fdcilmente las bicapas, siempre y cuando
estén empaquetadas con menor presion lateral (por ejemplo, a
temperaturas mds altas) [51, 97].

Por lo tanto, el mecanismo responsable del inicio lento
de la solubilizacion por los detergentes del Grupo B se debe al
gradiente de concentracion de detergente entre las dos monocapas
y al consiguiente desequilibrio de masa que provoca el despren-
dimiento (escape) de las micelas mixtas lipido-detergente a partir
de las monocapas externas. La interaccion entre las bicapas y las
micelas de detergente puro es quizds menos probable que la pe-
netracion de mondmeros de detergente en la monocapa exterior.
Mientras el detergente no tenga acceso a la monocapa interna, se
pueden formar algunas micelas mixtas individuales (presumible-
mente esféricas); pero cuando la monocapa inferna estd accesible
al detergente, debido al aumento de la permeabilidad de la mem-
brana, el mecanismo se vuelve similar al sequido por detergentes
del grupo A, y se produce una extensa solubilizacion.
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Se ha propuesto [42, 43] que cada miembro de los dos
grupos de detergentes, los solubilizadores rapidos y lentos (res-
pectivamente, los Grupos A y B en la Tabla 1), seguirian un me-
canismo de solubilizacion diferente. El Grupo A actuaria segin un
mecanismo transbicapa, como consecuencia de un flip-flop rd-
pido, causando la desintegracion de las vesiculas, mientras que
las micelas de detergentes del Grupo B extraerian gradualmente
fosfolipidos de monocapa exterior de la membrana. Sin embargo,
los datos disponibles [56, 86, 98-100] muestran, para diferentes
detergentes del Grupo B, distintas composiciones de lipidos y con-
centraciones de vesiculas, que esos detergentes (p. ej. colato, o do-
decil sulfato de sodio) causan la completa o casi completa
solubilizacion de la bicapa a concentraciones muy por debajo de
su cmc, por lo que no es probable la extraccion de  fosfoli-
pidos de las monocapas por micelas. La diferencia entre
los dos grupos de detergentes es muy clara a partir de las obser-
vaciones de microscopia Optica de la solubilizacion de las bicapas
lipidicas de vesiculas unilamelares gigantes por dos detergentes
representativos, Triton X-100 (Grupo A) y SDS (Grupo B) [101] .
En presencia de Triton X-100, las GUV inicialmente mostraron un
aumento en su drea superficial, debido a la insercion de moléculas
de detergente con un rdpido equilibrio entre las dos monocapas.
Luego, por encima de un determinado umbral de solubilidad, se
abrieron agujeros, dando a la bicapa una apariencia de tela de
encaje, y la bicapa desaparecié gradualmente. Por otro lado, el
SDS caus6 solo un aumento en la curvatura espontdnea de la
membrana, que se puede atribuir a la incorporacion de SDS en
la monocapa externa. El estrés resultante en la membrana podria
causar la apertura de macroporos transitorios con una disminucion
sustancial del tamaiio de la vesicula o el estallido completo de las
vesiculas. Para probar debidamente esta hipdtesis se requeriria
una investigacion detallada del orden temporal de los eventos:
cambio de las velocidades de flip-flop del detergente, fuga de so-
lutos encapsulados a través de la bicapa, y solubilizacion. Hasta
el momento, dicha informacion experimental no estd disponible.

En conclusion, la Etapa 2 de la solubilizacion de las bi-
capas lipidicas por detergente, a saber, la transicion de bicapas a
micelas, puede entenderse en términos de un modelo basado en
la estructura de las bicapas saturadas con detergente. La formacion
de tales bicapas estd impulsada por la entropia, pero para com-
pensar la introduccion de una molécula de detergente curvofilica
en una bicapa plana, la bicapa se convierte en una estructura per-
forada y eventualmente se miceliza. Esta secuencia de eventos solo
puede ocurrir si la concentracion de detergente en las dos mono-
capas es igual. Los detergentes con grandes grupos de cabeza hi-
drofilos no pueden voltearse a la monocapa interna. En cambio,
forman micelas mixtas de lipido-detergente y, a través del escape
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de estos agregados, hacen que la bicapa sea permeable a las mo-
léculas de detergente, lo que de hecho permite el equilibrio del
detergente y, posteriormente, la solubilizacion de todo el lipo-
soma.

2.9.e. Dependencia de la temperatura de la solubi-
lizacion de las bicapas liquido- cristalinas
Tanto R como R dependen de la longitud y la
insaturacion de las cadenas hidrofdbicas, asi como de la fransicion
de fase y la temperatura [26]. Se dispone de abundantes datos sobre
el efecto de la temperatura en la solubilizacion de bicapas gel y flui-
das o liquido-cristalinas. Los resultados de estos estudios [41, 48,
102] son clave para comprender los efectos de otros factores. Por
ejemplo, la concentracion de detergente requerida para solubilizar
las bicapas liquido-cristalinas aumenta al calentar el sistema. En
comparacion con las diferencias entre las bicapas de gel y las de
cristal liquido, el cambio debido al calentamiento de los liposomas
en fase cristal liquido es pequeiio pero reproducible. Nuestra iner-
pretacion de estos resultados se basa en el supuesto de que la con-
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Figura. 9. Solubilizacién de membranas seguida por RMN. (a-c) Espectros de °'P-
RMN de mezclas equimolares de fosfatidilcolina (PC)/esfingomielina (SM) en pre-
sencia de distintas concentraciones de Triton X-100. La relacion molar efectiva
detergente/lipido es de (a) 0, (b) 0,5y (c) 1,3. La solubilizacién se detecta por la
aparicion de sefiales isotrdpicas (desplazamiento quimico 0 ppm) estrechas al afia-
dir el detergente [31]. (d) Espectros de *'P-RMN de mezclas de PC/SM/colesterol
en presencia de Triton X-100a R, = 1,0. Obsérvese que la solubilizacion parcial
en presencia de colesterol implica la solubilizacion preferente de PC sobre SM [26].
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centracion de detergente requerida para la solubilizacion aumenta
con la diferencia de curvatura entre los dos anfifilos. Por lo tanto,
en la expansion inducida por calentamiento de las cadenas hidro-
carbonadas del fosfolipido en relacion con el grupo polar de cabeza,
la curvatura espontdnea del fosfolipido se vuelve mds negativa, de
modo que se necesita mds detergente para solubilizar las bicapas
a temperaturas mds altas. Ademds, el drea de la seccion transversal
del resto de detergente hidréfobo aumenta y, por lo tanto, el de-
tergente se vuelve menos cnico, lo que significa que se necesita
mds cantidad para la solubilizacién [41, 69, 102]. Muchos experi-
mentos confirman este enfoque, mostrando que la mayor contribu-
cion al cambio tanto en R, como en R, de las bicapas de cristal
liquido es el cambio en la curvatura espontdnea. En otras palabras,
|a flexion de una monocapa casi plana formada por fosfolipidos se
vuelve mds dificil (y por lo tanto requiere mds energia) con el au-
mento de la temperatura. Otras fuerzas parecen jugar solo roles
menores.

A partir de los datos disponibles, muchos de ellos resumi-
dos en [26], podemos generalizar que la concentracion de deter-
gente requerida para la solubilizacion de las bicapas en fase
liquido-cristalina es: (i) una funcion creciente del desorden mole-
cular lipidico; (ii) una funcién creciente de la insaturacion; (iii) una
funcion ligeramente decreciente de la longitud de la cadena; y (iv)
menor para la esfingomielina (SM) (0.5 Triton:SM) que para PC (2
Triton:PC) [63]. Ademds, a una concentracién de detergente sufi-
ciente para la solubilizacion parcial de las bicapas mixtas PC-SM,
las micelas mixtas ricas en SM aparecen antes de las micelas mixtas
ricas en PC (Fig. 9a-c). Curiosamente, la concentracion requerida
para la solubilizacion de las bicapas que contienen colesterol es una
funcion creciente de la concentracion de colesterol [50] y se requie-
ren concentraciones de detergente mucho mds altas para SM que
para PC en la solubilizacion de las bicapas SM — PC — colesterol
[69, 102, 103] Esto significa que el colesterol estabiliza SM frente a
la solubilizacion (Fig. 9d), probablemente debido a la formacion
de un complejo SM-colesterol de gran curvatura negativa. Esta po-
dria ser la base del efecto DRM (ver seccion 3).

2.9.1. Solubilizacion de bicapas en estado gel

Hay muchos menos datos disponibles sobre la solubiliza-
cion de las bicapas en fase gel. Ademds, varias investigaciones pu-
blicadas contienen resultados cuestionables porque algunos
experimentos utilizaron mezclas que no estaban en equilibrio. Por
otra parte, los métodos utilizados a veces eran inapropiados para
las preguntas formuladas. La razén principal de nuestras dudas es
que la solubilizacién de las bicapas en fase gel es muy lenta (mucho
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mds lenta que la solubilizacion de las bicapas liquido-cristalinas),
lo que implica que las mezclas estudiadas podrian no estar en equi-
librio y, por lo tanto, haber dado lugar a artefactos. A pesar de las
limitaciones de los datos disponibles, se pueden hacer dos genera-
lizaciones [41, 102-104]: (i) en comparacién con las bicapas liquido-
wristalinas, se requiere menos detergente para el inicio y la
finalizacion de la solubilizacion de las bicapas en fase de gel; y (ii)
dentro del rango de temperaturas de la fase de gel, la concentracion
de detergente requerida para la solubilizacion disminuye al au-
mentar la temperatura.

Sugerimos que la concentracion de detergente necesaria
para solubilizar las bicapas en fase gel es menor que la necesaria
para solubilizar las bicapas en fase cristal liquido porque la curva-
tura espontdnea del fosfolipido es menos negativa en las bicapas
en fase gel, mds compacta. Ademds de la flexion de las monocapas
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Figura. 10. Las dos fuerzas que compiten en la solubilizacion de bicapas por defergentes.
(a) Dependencia de la temperatura (T) de las dos conribuciones a Resat: (i) contribucin
de laflexion, (ii) contribucion infersticial, (iii) suma de ambas confribuciones. (b) Se mues-
tran la fosfatidilcolina (PtdCho), esfingomielina (CerPCho) y Triton X-100 sobre un eje de
curvatura espontdnea. Cuanto mds negativa es la curvatura espontdnea del lipido, mds
defergente se requiere para su solubilizacion. (c) Deformaciones hipotéticas de la mono-
capa que acompaian la transicién bicapa — micela: (i) estado inicial plano, (ii) estado
intermedio resultante de la flexion de la monocapa y formacion de un vacio, y (iii) estado
final resultado del colapso del vacio y formacion de un interior hidrofdbico [26].
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de fosfolipidos, el otro contribuyente a la energia de solubilizacion
es la energia asociada con el llenado del vacio en el centro de las
micelas mixtas recién formadas (Fig. 10a) [41]. El proceso que con-
duce a las micelas sin vacio (Fig. 10c) se llama energia intersticial
o void energy. Esta descripcion no significa que alguna vez haya
una micela con un vacio en el centro en equilibrio; mds bien, hay
energia asociada con el llenado necesario de una micela hueca (te-
orica y extremadamente inestable) que conduce a una estructura
que no es hueca. Proponemos que (i) el efecto de la energia inters-
ticial en la dependencia de la temperatura de la solubilizacion se
opone al de la energia de flexion, (ii) los efectos de la temperatura
en Ry R reflejan un equilibrio entre la energia de flexion y la
energia intersticial, y (iii) la contribucion de la energia intersticial
es mds importante en el estado del gel que en las micelas mixtas
mds flexibles presentes por encima de la temperatura de transicion
térmica. El valor mds bajo de R, para la solubilizacion de las bi-
capas en fase gel significa que el coeficiente de particion del deter-
gente entre las bicapas en fase gel y el medio acuoso es mayor que
el observado para las bicapas de cristal liquido, o que las bicapas
en fase de gel pueden acomodar menos detergente antes de que la
energia asociada con las micelas mixtas que contienen lipidos sea
igual a la de las bicapas que contienen detergente. La primera po-
sibilidad puede descartarse sobre la base de que el coeficiente de
reparto del Triton X-100 entre los lipidos en fase gel y el agua es
igual al obtenido para las bicapas en fase cristal liquido [52]. Ade-
mds, algunos datos brindan un fuerte respaldo a la posibilidad al-
ternativa, mostrando que los lipidos en fase gel se saturan con
detergente a concentraciones de detergente mds bajas que las de
la fase fluida [48]. La razon por la cual las fases gel y fluida aco-
modan diferentes cantidades mdaximas de detergente no estd clara
en la actualidad. Una posibilidad es que, en el estado fluido, el em-
paquetamiento de las moléculas de lipidos sea lo suficientemente
flexible como para compensar la diferente curvatura espontdnea
del detergente; por lo tanto, la bicapa acomodaria mds detergente
antes de fragmentarse en micelas mixtas.

2.9.g. Solubilizacion diferencial

Poco se sabe sobre la solubilizacion de las bicapas forma-
das por mds de un fosfolipido. De gran interés es la solubilizacion
de fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM) en bicapas de PC-SM-
colesterol, porque las bicapas en fase liquida-ordenada que contie-
nen SM y colesterol son resistentes a los detergentes. Se cree que
algunas membranas resistentes a los detergentes (DRMs) existen
como raffs o balsas de membrana [23, 50, 105] (ver seccion 3). El
interés del colesterol en el contexto de esta discusion es que rigidifica
el empaquetamiento de fosfolipidos en bicapas liquido-cristalinas
pero fluidifica el empaquetamiento de las bicapas en fase gel.
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Cuando se aiiade a un lipido en fase gel, el colesterol transforma
la fase gel de las bicapas en una nueva fase llamada “liquida (o
fluida) ordenada”. EI cambio en el empaquetamiento de lipidos
cambia la curvatura espontdnea del conjunto de lipidos a un valor
menos negativo, reduciendo asi la concentracion de defergente ne-
cesario para la solubilizacion.

Una investigacion con 31P-NMR revelo que, en ausencia
de colesterol, cuando se afiadio Triton X-100 a las bicapas de PC-SM
a una concentracion suficiente para que se pudiera realizar una so-
|ubilizacién parcial (pero no completa), la fraccién solubilizada por
el detergente estaba enriquecida en SM [50], como se esperaba de
la menor curvatura negativa de la SM en relacién con la PC (Fig. 9b
y 10b). El colesterol invierte esta susceptibilidad relativa. Las bicapas
que contienen colesterol estdn mds ordenadas que las liquido-cris-
talinas, pero menos ordenadas que las de fase gel. En presencia de
colesterol en bicapas PC-SM, la fraccion solubilizada de las mezdlas
PC-SM-colesterol es pobre en SM (compdrese el especiro de la figura
9b con el de la 9d). Estas observaciones sugieren que las mezclas de
SM-colesterol tienen una curvatura espontdnea negativa muy grande,
que hace que sean resistentes a la solubilizacion por detergentes,
como se muestra esquemdticamente en la figura 10b. También se ha
propuesto que la razon por la que ciertas fracciones de membrana
resisten a los detergentes es la mayor afinidad del colesterol por la
SM, en comparacion con la PC[106, 107].

2.9.h. éCudnto detergente se necesita para solubilizar
bicapas de fosfolipidos?

Suponiendo que la curvatura espontdnea de las micelas
mixtas (Sy,) es un promedio ponderado de las curvaturas espontd-
neas (Fig. 5) de los dos anfifilos (lipido y detergente), S, se puede
calcular como:

Sm: N|S|= Ndsd

donde N, y Nd son las fracciones molares del lipido y detergente, res-
pectivamente (N; + Ny = 1,0), S, es la curvatura espontdnea del li-
pido, y Sy es la curvatura espontdnea del detergente.

La curvatura espontdnea de un anfifilo formador de mice-
las es positiva e igual al reciproco del tamaio de las micelas que se
forman en soluciones acuosas [108, 109], mientras que la curvatura
espontdnea de la PC es ligeramente negativa [39]. Por lo tanto, el
fosfolipido se autoensambla en bicapas y siempre que la fraccion
molar del detergente sea mucho menor que la del fosfolipido, la cur-
vatura espontdnea efectiva permanece cercana a la del lipido, y la
mezcla lipido-detergente sigue siendo lamelar. La solubilizacion co-
mienza a una fraccion molar critica en la que la bicapa no puede
acomodar mds detergente. En este punto, la bicapa acumula sufi-
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ciente detergente para que la curvatura espontdnea de los conjuntos
mixtos alcance un valor suficientemente positivo como para adoptar
una estructura micelar [35, 41].

Estudios anteriores han demostrado que la concentracion
saturante de defergente, expresada en términos de fraccion molar
de detergente necesario para superar la energia de flexion (N;),
es aproximadamente igual a la relacion entre la curvatura espontd-
nea del lipido y la del detergente. En términos de R,,

R (1-R) = 5,5
y por lo tanto,
Resut = S| /Sd + S|

Si se conocen los radios de curvatura de un par detergente-
lipido dado, esta Gltima aproximacion se puede utilizar para pre-
decir cudnto detergente se necesita para solubilizar el lipido dado.
En ausencia de estimaciones razonables de la curvatura curvatura,
todavia podemos utilizar el razonamiento discutido anteriormente
para explicar observaciones experimentales como la susceptibilidad
de los liposomas de SM en comparacion con los liposomas de PC. Es-
pecificamente, la solubilizacion de SM requiere una cuarta parte de
la concentracion de Triton X-100 porque su curvatura espontdnea es
menos negativa que la del PC.

3. MEMBRANAS RESISTENTES A DETERGENTES (DRM) Y
RAFTS

La hipdtesis de los rafts o balsas lipidicas fue propuesta por
Simons y colaboradores en 1997 [110-112] para explicar ciertos as-
pectos del trdfico intracelular de esfingolipidos. Segin esta hipdtesis,
las balsas serian regiones pequefias y efimeras de la membrana plas-
mdtica celular, con una composicion peculiar de lipidos (ricas en es-
fingolipidos, colesterol) y proteinas especificas. Los roles propuestos
para los rafts crecieron a lo largo de los afios hasta incluir muchos
aspectos del trdfico de membranas intracelulares, la sefializacion ce-
|ular, entrada de toxinas y virus, y apoptosis. Desgraciadamente, poco
después de ser propuesta, la hipdtesis, muy bien aceptada en su mo-
mento, se vio mezclada, en contra de toda ldgica, con los componen-
tes de membranas que resisten a la accion solubilizante de los
detergentes, "membranas resistentes a los detergentes” (DRM) [113].
Esto ha dado origen a un sinnimero de artefactos y datos experi-
mentales erroneos. Esta seccion estd dedicada a aclarar esta confu-
sion, y estd basada en nuestra publicacion de 2005 [23].

De manera en nada relacionada con los raffs, Ipsen y col.
[114], con impecable razonamiento fisico-quimico, explicaron la exis-

|
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Possible lipid raft

Fig. 11. Las membranas resistentes a los detergentes no se corresponden necesariamente con los rafts. (a) Esquema de la suspensién resultante de tratar una membrana
celular con detergente. Las cabezas polares de las moléculas de detergente se representan como circulos vacios. La suspension contiene micelas mixtas lipido-proteina-
detergente [las tres estructuras globulares en la zona media de la figura], y un residuo no solubilizado, DRM. (b) La membrana original. En este caso la DRM [la misma
dibujada en (a)] corresponderia a una estructura preexistente en la membrana nativa, pero éste no es, ni mucho menos, un caso general [23].

tencia de dos tipos distintos de fases liquidas: una liquida ordenada
(lo) y una liquida desordenada (Id). La fase liquido- ordenada estaria
enriquecida en colesterol. Pero pronto los promotores de los raffs,
atendiendo a su supuesta alta concentracion de esteroles, decidieron
que las balsas se considerian en la fase lo [115]. Sin embargo la evi-
dencia experimental disponible habla en contra de la identificacion
de DRM con dominios de fase lo y con raffs. En particular, algunos
profocolos experimentales podrian conducir a la formacion de arte-
factos de estructuras DRM que no estdn presentes en las membranas
nativas antes del tratamiento con detergente.

3.1.RESISTENCIA A LOS DETERGENTES Y BALSAS DE
MEMBRANA

Una observacion importante que afrajo poca atencion en

su momento es que, en ciertas condiciones, algunos componentes

de membrana no se solubilizan incluso a altas concentraciones de

determinados detergentes [116]. En particular, se sabe desde hace

mucho tiempo que hay proteinas de membrana que estdn ancladas

a la bicapa lipidica por glicosilfosfatidilinositol (GPI), y que son re-

sistentes a la solubilizacion por detergentes como el Triton X-100

[117]. Brown y Rose [118] introdujeron la idea de microdominios
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de la bicapa lipidica que serian insolubles, y en los cuales se ancla-
rian las moléculas de GP! insertado. Siguiendo una linea de pen-
samiento independiente, Simons y colaboradores [110-112]
propusieron la existencia de las llamadas "balsas", microdominios
enriquecidos en esfingolipidos y colesterol que estdn involucrados
en numerosas funciones celulares, desde el trdfico de membranas y
la morfogénesis celular hasta la sefializacion celular. Balsas y "mem-
branas resistentes a los detergentes" (DRM) se propusieron en una
etapa bastante temprana en estos estudios y se intentaron relacionar
fisica y conceptualmente [113], lo que implicaria que proteinas de
membrana resistentes a altas concentraciones de Triton X-100 es-
tarian ubicadas en balsas. Los términos "balsas" y "DRM" se han
utilizado a menudo como sinénimos, a pesar de sus diferentes ori-
genes y significados conceptuales. Por ejemplo, cuando se obtiene
una fraccion resistente al detergente a 4 °C a partir de una mem-
brana (que se solubiliza completamente con exceso de Triton X-100
a 37 °C), esto se interpreta en términos de la hipétesis de que los
DRM recuperados a 4 °C estdn a 37 °C en forma de "balsas" que
existirian en las membranas en ausencia de detergente (Fig. 11).
Como se discutird mds adelante, esta hipdtesis no es apoyada por
la evidencia experimental.
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Otro hallazgo fue que los DRM son ricos en esfingomielina
(SM) y colesterol [119]. Esta observacion fue importante porque se
sabe que, en membranas modelo compuestas por SM, colesterol y
fostatidilcolina insaturada (PC), se produce una separacion lateral
de fase entre dominios de fase liquido-ordenada lo ricos en coles-
terol y SM, y dominios de fase Id ricos en PC[120]. Estos tres lipidos
son abundantes en las membranas plasmadticas; por lo tanto, las
fracciones resistentes a Triton X-100 (a 4 °C) ricas en colesterol y SM
se identificaron con dominios de fase lo y balsas de membrana.

3.2. ¢QUE SISTEMAS LIPiDICOS SON RESISTENTES A
LOS DETERGENTES?

La resistencia al detergente implica que una fraccion de
la membrana permanece en fragmentos de bicapa muy grandes y
no es transformada en pequefias micelas incluso con altas concen-
traciones de detergente. Esto significa que la solubilizacion muchas
veces se inicia, pero no se completa. Las razones de la solubiliza-
cion incompleta pueden ser de naturaleza termodindmica o ciné-
tica.

Se ha propuesto que los DRM son dominios de baja fluidez
porque contienen fosfolipidos que se encuentran en fase gel (baja
fluidez) a la temperatura experimental y / o dominios ricos en co-
lesterol (se sabe que el colesterol disminuye la fluidez de bicapas
que de otro modo serian muy fluidas). Varias lineas de evidencia
descartan tanto la posibilidad de que bicapas en fase gel o bicapas
ricas en colesterol sean necesariamente resistentes a los detergentes
[63,102, 103]. Otra posibilidad que se ha sugerido como base para
la resistencia a los detergentes pero se puede descartar es que las
"bicapas resistentes" son aquellas formadas por esfingomielina u
otros esfingolipidos. De hecho, la solubilizacion de bicapas de SM
de huevo requieren menos Triton que la solubilizacion de bicapas
de PC de huevo [47, 103, 121]. Ademds, otros esfingolipidos que
se supone que existen en balsas, como los gangliosidos, en realidad
facilitan la solubilizacion de bicapas por Triton X-100 [63].

También se ha sugerido que la resistencia a la solubiliza-
cion se debe al hecho de que las balsas estdn en la fase lo. Se sabe
que mezclas de esfingomielina y colesterol, dos lipidos presumible-
mente comunes en balsas, dan lugar a fases lo [122]. La fase lo se
caracteriza por permitir la difusion traslacional y al mismo tiempo
mantener un alto grado de orden molecular en las cadenas de hi-
drocarburos. Se ha demostrado que al menos algunas fases lo son
de hecho resistentes a los detergentes. Sin embargo, por razones
de precision conceptual, las fracciones de membrana deben deno-
minarse micro- o nanodominios en la célula nativa y DRM solo des-
pués de que el defergente se haya utilizado eficazmente (ver 3.6).

Una posibilidad que debe investigarse mds a fondo es que
la resistencia a los detergentes sea un resultado de interacciones
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SM-colesterol. Esta idea estd respaldada por el hallazgo de DRM
ricos en colesterol y SM en mezclas de Triton X-100 con vesiculas de
PC, SMy colesterol [63]. SM interactia con el colesterol en las bi-
capas, quizds a través del puente de hidrogeno entre el 33-0H del
colesterol y el grupo carbonilo de SM [103, 122]. La condensacion
de las monocapas de SM en presencia de colesterol también se ha
tomado como prueba que respalda una interaccion especifica entre
estos dos lipidos, pero esta interpretacion ha sido debatida. Cual-
quiera sea la razon, estd claro que el SM y el colesterol podrian co-
segregarse del fosfolipido en forma de bicapas fluidas-ordenadas,
y que la presencia de ambos lipidos puede hacer las bicapas resis-
tentes a la solubilizacion por Triton X-100 en una amplia gama de
temperaturas.

En los experimentos de solubilizacion descritos en la lite-
ratura, no siempre estd claro si los resultados representan estados
de equilibrio de agregacion. Dada la posibilidad de que la velocidad
de solubilizacion sea lenta a bajas temperaturas y considerando
que, en la mayoria de estudios previos, los estados de agregacion
han sido investigados s6lo un corto tiempo después de mezclar la
solucion de detergente con las bicapas, es muy posible que sean los
factores cinéticos en lugar de los termodindmicos los responsables
de las observaciones. De hecho, muchos experimentos recientes [41,
63, 102, 103] indican que la resistencia de cierfas membranas a de-
tergentes no se debe a su alta rigidez ni a la presencia de colesterol
o esfingolipidos per se. Mds especificamente, el efecto del colesterol
y los esfingolipidos depende claramente (de manera compleja)
tanto de la temperatura como de la composicion de las bicapas.

3.3. RAFTSY EL EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE
LA SOLUBILIZACION DE LA MEMBRANA

Los estudios que tratan las balsas y los DRM como sino-
nimos asumen, al menos implicitamente, (i) que existen los mismos
dominios de fase lo en una membrana a 4 °Cy a 37 °C, y (ii) que
estos dominios lo son resistentes al detergente a 4 °C pero pueden
ser solubilizados a 37°C. Ninguna de estas suposiciones estd clara-
mente apoyada por la evidencia experimental. De hecho, parece
haber consenso entre los estudios sobre mezclas “ raft-like” que imi-
tan los lipidos de las balsas (sin detergente) [123, 124] en las que
las mezclas muestran una transicion gradual con el aumento de
temperatura, de una fase liquida-ordenada a ofra liquida-desor-
denada. Esto es inconsistente con la identificacion de balsas con
DRM y proporciona una explicacion del hallazgo de que se pueden
obtener DRM a 4 °C pero no a 37 °C.

La dependencia de la temperatura de la solubilizacion
por detergente es compleja. En términos generales, la solubilizacion
de bicapas en fase cristal-liquido requiere mds detergente con
mayor temperatura (es decir, R, aumenta con la temperatura).
Esta tendencia se ha observado para las vesiculas de DPPC [41] y
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de 1-palmitoil-2- oleoilfosfatidilcolina (POPC) [125], y puede ex-
plicarse por el hecho de que aumentar la temperatura hace que la
curvatura espontdnea de la moléculas se haga mds negativa (o
menos positiva) al desordenar las colas hidrofébicas y, posible-
mente, también al deshidratar los grupos de cabeza. Esta curvatura
espontdnea mds negativa contrarresta la transicion a micelas mixtas
curvadas positivamente.

El efecto de la temperatura sobre la solubilizacion de bi-
capas en la fase gel es resultado de una compensacion de factores
opuestos [41]: por un lado, se requiere mds detergente para la so-
lubilizacion a una temperatura mds alta debido al efecto de la tem-
peratura sobre la curvatura espontdnea de los lipidos (y
detergente); por otro lado, la solubilizacion requiere la “reabsor-
cion” del vacio formado al curvar la monocapa lipidica [68], y este
proceso (que consume energia) se promueve aumentando
la temperatura.

Experimentalmente, la concentracion de Triton X-100 re-
querida para solubilizar DPPC en fase gel es una funcion decre-
ciente de la temperatura [41, 102]. La observacion de que la
cantidad de detergente necesaria para la solubilizacion de SM dis-
minuye al aumentar la temperatura a bajas temperaturas, pero
aumenta con el aumento de temperatura a altas temperaturas [70,
116] también puede ser interpretado en términos de la compensa-
cion descrita. En una mezcla de POPC-SM-colesterol, que se supone
que forma fases coexistentes lo y Id, la solubilizacion de Id requiere,
en términos generales, mds detergente a alta temperatura [63].

Finalmente, cabe destacar que la concentracion fotal de
detergente que se requiere para la solubilizacion también depende
de la CMC del detergente y su particion micelo—agua. Ambos fac-
tores son cominmente funciones de la temperatura en forma de
campana, con la CMC en un minimo y el coeficiente de particion
membrana-agua a un mdximo a unos 40 °C, cuando el efecto hi-
drofobico es mds fuerte [125]. Con una concentracion baja de lipidos
y detergente, una cantidad sustancial de detergente (por debajo de
la CMC) puede estar en agua e inactivo para la solubilizacion. Sin
embargo, los mondmeros no tienen ningin papel cuando se trata
de completar la solubilizacion a concentraciones totales de deter-
gente muy por encima de la CMC.

3.4. CAMBIOS INDUCIDOS POR EL TRITON X-100 EN LA
ESTRUCTURA DE LOS DOMINIOS
Algunos autores han propuesto que un detergente como
el Triton X-100 dejaria intactos los dominios ricos en SM en la mem-
brana porque no podria penetrar en ellos. Sin embargo, esta idea
entra en conflicto con la suposicion de que los dominios ordenados
y desordenados en las membranas estdn en equilibrio; cambiar las
propiedades de la fase rica en PC perturbard el equilibrio, y el re-
equilibrio necesariamente alterard también la fase rica en SM.
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Los cambios inducidos por detergentes en los dominios
ordenados comienzan a concentraciones de detergente por debajo
de las requeridas para formacion de micelas. Suponiendo una mez-
cla ideal dentro de o entre los dominios, la preferencia del deter-
gente por la fase mds fluida deberia inducir una tendencia a
convertir los dominios ordenados en dominios desordenados. Sin
embargo, la mezcla de detergente con los componentes de la mem-
brana no es ideal y provoca una aun mayor fluidizacion de los do-
minios fluidos ricos en detergente [126]. El efecto destavorable del
detergente sobre los lipidos, en particular sobre la SM, que prefiere
las fases ordenadas, cambia la particion de los lipidos a favor de
los dominios ordenados (de los cuales el Triton X-100 parece ser re-
pelido). Por lo tanto, el ndmero y / o el tamafio de los dominios
ordenados se puede aumentar mediante la adicion del (paraddji-
camente) fluidificante Triton X-100; de hecho, el Triton puede incluso
estimular la aparicion de dominios ordenados en una mezcla ho-
mogénea. Este efecto ha sido detectado por una variedad de méto-
dos microcalorimétricos independientes [105] y se ha explicado
cuantitativamente sobre la base de entalpias y entropias de inter-
acciones Triton-SM no ideales [127]. La aplicacion de Triton X-100
a membranas homogéneas de PC de huevo, SM y colesterol (pro-
porcion molar 7: 1: 1) produce DRM compuestas por PC: SM: co-
lesterol 1: 1: 1 (mol:mol:mol), generalmente considerada una
composicion tipica de rafts [63].

Ademds de afectar a los fendmenos termodindmicos, el
Triton X-100 influye en los aspectos mecanicistas y / o cinéticos de
los dominios de membrana. Podria, por ejemplo, conducir a la co-
alescencia de dominios ordenados. Giocondi y col. [128] han suge-
rido, a partir de la obtencion de imdgenes in situ de membranas
celulares tratadas con Triton X-100 por microscopia de fuerza ato-
mica, que los microdominios de membrana pueden organizarse en
membranas resistentes a detergentes mds grandes durante el tra-
tamiento con Triton. Varias otras observaciones también indican que
los detergentes provocan grandes cambios en la arquitectura de la
bicapa (a saber, lisis de membrana y reensamblaje) a concentra-
ciones sub-solubilizantes [45, 80]. En esta zona de "sub- solubili-
zacion", una fraccion del lipido de la bicapa de hecho se solubiliza
y los lipidos restantes forman grandes estructuras que pueden se-
dimentarse fdcilmente [63].

Otro punto importante es que, mientras que la composi-
cion en lipidos difiere mucho entre una y otra monocapa de las
membranas celulares, las peculiaridades de las composiciones lipi-
dicas locales (que gobiernan la posible formacion de los dominios)
se pierden al solubilizar la célula. Este efecto podria agotar la dis-
ponibilidad de lipidos formadores de balsas (desintegrando asi las
balsas) o juntar lipidos que no interactian in vivo (creando asi do-
minios arfificiales).
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3.5. UTILIZANDO DIFERENTES DETERGENTES SE OBTIE-
NEN DIFERENTES DRM
Las DRM mds cominmente estudiadas son las obtenidas
de disoluciones de Triton X-100. Sin embargo, se pueden utilizar
otros detergentes, que son menos fluidificantes. Tales detergentes
tendrian un efecto mds débil en la fase rica en PCy también serian
capaces de insertarse, hasta cierto punto, en dominios ricos en SM.
Como consecuencia, las diferencias estructurales entre dominios se
reducirian (en lugar de aumentar, como con el Triton). El resultado
seria la particion de mds PCen los dominios ricos en SMy viceversa,
y eventualmente la desaparicion de dominios a favor de una mem-
brana homogéneamente mezclada. Los posibles efectos de la pro-
mocion o reduccion de balsas inducida por detergente han sido
comentados por London y Brown [129], pero son ignorados por mu-
chos investigadores. Estudios sistematicos cuidadosos han revelado
una gran variedad en la composicion de lipidos y proteinas en las
DRM obtenidas de una membrana dada utilizando diferentes de-
tergentes [130]. Estos datos pueden considerarse pruebas de que
los DRM difieren sustancialmente de los raffs. La interpretacion al-
ternativa - que las membranas nativas contienen diferentes tipos
de balsas que son especificamente aisladas por detergentes especi-
ficos - no es consistente con la suposicion bdsica de que las balsas
se forman por una separacion de dos fases liquidas en la bicapa li-
pidica. La idea de "balsas Lubrol" (es decir, balsas que estarian ais-
ladas como “membranas resistentes al detergente Lubrol”) a
diferencia de “balsas de Triton" y otros dominios in vivo en equilibrio
supone implicitamente la coexistencia de membranas con mds de
dos fases liquidas, algo dificil de concebir y que carece de cualquier
base experimental o tedrica. Si hay, de hecho, diferentes tipos de
balsas, éstas deben ser controladas por diferentes complejos de pro-
teinas (que pueden adquirir ciertos lipidos en su entorno), pero no
por la separacion espontdnea de fases de los lipidos. Incluso si éste
fuera el caso, seria muy poco probable que diferentes complejos
proteina-lipido pudieran aislarse selectivamente mediante diferen-
tes detergentes. De hecho, existen pruebas solidas de que no existen
Balsas Lubrol y Balsas Triton, sino solo DRM Lubrol y DRM Triton.
La identificacion de estos DRM con dominios tipo raft preexistentes
en la célula seria incorrecta.

3.6. APLICACIONES E INTERPRETACION DE LA EXTRAC-
CION DE DRM
Aunque muchas conclusiones de los estudios sobre DRM
deben ser reconsideradas criticamente a la luz de nuestros actuales
conocimientos, la aplicacion de Triton X-100 y otros detergentes a
4 °Ca las células sigue siendo una herramienta interesante y til
en la investigacion de membranas. La original y modesta intencion
de Yuy col. [116] para lograr una preseleccion de ciertas proteinas
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de membrana solubilizando las membranas con Triton X-100 frio
claramente se ha cumplido. Ademds, ahora sabemos algo (cierta-
mente no todo) sobre los criterios de qué proteinas y lipidos se ex-
traen preferentemente en las DRM. Al igual que muchas otras
técnicas, desde los experimentos cldsicos de reparto octanol-agua
a las técnicas cromatogrdficas modernas, la extraccion de DRM ca-
racteriza las propiedades de una molécula en términos de su afi-
nidad diferencial por varios ambientes (artificiales). Esto sin duda
es inferesante, pero el hallazgo de DRM no parece justificar la con-
clusion de que las balsas estén presentes en la membrana nativa,
y encontrar una molécula en la fraccion DRM no prueba su locali-
zacion en balsas (ni viceversa) [131]. Las moléculas pueden tender
a incluirse en DRM por una variedad de razones, por ejemplo: (i)
es posible que prefieran un enforno de membrana mds ordenado
y compacto; (ii) podrian interactuar preferentemente con otros
componentes de DRM como el colesterol o glicolipidos; o (iii) po-
drian favorecer una membrana de distinto espesor. Dar cuenta de
los resultados obtenidos con diferentes detergentes podria ser
mucho mds complejo que simplemente recuperar un conjunto mds
o menos fijo de proteinas y lipidos [130]. Las proteinas de mem-
brana que prefieren entornos ordenados, ricos en colesterol, po-
drian también inducir algin orden y enriquecimiento en colesterol
dentro de su "vecindario". Estas proteinas vecinas pueden estabi-
lizarse si las propiedades generales de la membrana se ajustan
para hacerse mds ordenadas y, por supuesto, es probable que
muestren una mayor afinidad por dominios o enfornos de mem-
brana que sean mds ordenados y ricos en colesterol. A su vez, la
ubicacion especifica de una proteina en un entorno DRM podria
conducir a una funcion proteica mejorada o modificada (ver [148]
para el caso de los receptores de células inmunitarias).

En este sentido, la solubilizacion selectiva por detergen-
tes, es decir, la técnica DRM, no se limita al problema de las balsas
de lipidos, sino que tiene potencial para ser de valor general para
la comprension de las interacciones proteina-lipido. En contraste
con nuestro conocimiento creciente de cada vez mds proteinas de
membrana, nuestro conocimiento de las funciones bioldgicas de
los numerosos lipidos regulados de forma muy especifica en las
membranas celulares todavia es limitado. Después de muchos aiios
en que esta falta de conocimiento fue malinterpretada como
prueba de que la especificidad de los lipidos es irrelevante, la hi-
potesis de los raffs ha creado un enorme interés en los lipidos de
membrana. Esto es una suerte, ya que se necesitardn muchos mds
modelos de complejos proteina-lipido para lograr una comprension
adecuada de las multiformes funciones de los lipidos de mem-
brana. Las técnicas a base de detergentes pueden sequir teniendo
un papel clave en tales estudios si los efectos de membrana de los

detergentes se tienen en cuenta correctamente.
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En resumen:

* Los DRM son solo el resultado de una solubilizacion in-
completa de membranas por detergentes. Como tales, los DRM solo
existen después del fratamiento con defergente. Los DRM no corres-
ponden necesariamente a ninguna estructura de membrana que
exista antes del tratamiento con detergentes. La resistencia a la so-
|ubilizacion por el detergente podria tener un origen termodindmico
(por ejemplo, las geometrias relativas de ciertos componentes de
la membrana y de ciertos detergentes no facilitan la formacion de
micelas mixtas) o cinético (por ejemplo, tratamientos con defergente
demasiado cortos).

* Los dominios liquido-ordenados se forman en las mem-
branas lipidicas como resultado de un enriquecimiento local en es-
teroles que dificulta la formacion de conformeros gauche (s deir,
"acodamientos") en las cadenas acilo de los fosfolipidos, aumen-
tando asi el orden de la cadena sin alterar la traslacion y difusion
en el plano de los lipidos y proteinas asociadas. Se ha demostrado
que los dominios liquido-ordenados son mds resistentes a la solu-
bilizacion por detergentes que los que se hallan en fase liquido-
desordenada.

* Los rafts o balsas se definen como nanodominios tran-
sitorios de membrana in vivo, enriquecidos en esfingolipidos y co-
lesterol. Los limites precisos de tiempo de vida y tamaiio de lo que
debe y no debe considerarse una balsa son actualmente un tema
de debate. Dada su composicion propuesta, es probable que las bal-
sas constituyan dominios en fase lo, y que, frente a un detergente,
su solubilizacion sea problematica. Sin embargo, la existencia de
balsas es completamente independiente del uso de detergentes. Es-
pecificamente, no se ha demostrado que todas las balsas sean re-
sistentes a los detergentes. Por el contrario, se ha mostrado que se
pueden obtener muchas fracciones de DRM que no estdn relaciona-
das con los raffs.

4. ALGUNOS ESTUDIOS EXPERIMENTALES

En esta seccion presentamos de forma resumida algunos
resultados experimentales de nuestro laboratorio, obtenidos a lo
largo de varias décadas, y que han contribuido a nuestra compren-
sion actual de los efectos bioldgicos de los detergentes.

4.1. MEMBRANAS MITOCONDRIALES

Algunos de nuestros primeros estudios sobre los funda-
mentos del uso de los detergentes se llevaron a cabo con membra-
nas mitocondriales o sus proteinas integrales. Ya en 1980, Gurtubay
y cols. [133] llevaron a cabo un andlisis detallado de la solubiliza-
cion de las membranas internas y externas mitocondriales, purifi-
cadas por centrifugacion en gradiente. Entonces estaba reciente la
publicacion pionera de Helenius y Simons [3], basada en membra-
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nas de virus, en la que se proponian las tres etapas de la solubili-
zacion, mencionadas en la seccion 2.4. El estudio de Gurtubay y cols.
proporciond un importante respaldo experimental a las ideas de
Helenius y Simons. El detergente parecia actuar induciendo una
transicion de fase de membrana lamelar a micelas mixtas de pro-
teina- lipido-detergente. Las membranas internas mostraban dife-
rentes patrones de microscopia electronica después del tratamiento
con diferentes cantidades de tensioactivo (Fig. 12), mientras que las
imdgenes correspondientes de las membranas externas variaban
solo ligeramente. Se observ una solubilizacion selectiva de varios
componentes, especialmente en el caso de la membrana interna.
Algunos lipidos de la membrana (p. ej., cardiolipina) se solubiliza-
ban totalmente a concentraciones de detergente con las que otros,
como la esfingomielina, permanecian en la membrana. Otros com-
ponentes de la membrana interna (flavinas, citocromos, coenzima
Q) mostraron cada uno diferentes patrones de solubilizacion. Esto
permitia la seleccion de condiciones para la solubilizacion optima
de un determinado componente de membrana con cierto grado de
selectividad. También se estudio la influencia del Triton X-100 en
diversas actividades enzimdticas de la membrana interna mitocon-
drial. El detergente parecia actuar especialmente mediante la alte-
racion de la topologia de los complejos funcionales, aunque al
parecer se conservaba la actividad de las enzimas individuales. Las
actividades enzimdticas relativamente simples, como la ATPasa, se
solubilizaban mds o menos segin la concentracion de defergente,
mientras que la actividad succinato-citocromo ¢ reductasa, estruc-
turalmente mds compleja, prdcticamente desaparecia incluso a con-
centraciones bajas de Triton X-100.

Los efectos funcionales del Triton X-100 sobre la mitocon-
dria, a concentraciones inferiores a las que producen solubilizacion,
fueron objeto de trabajos ulteriores. Asi Barbero y cols. [134] estu-
diaron con detalle la oxidacion del succinato en las mitocondrias y
su alteracion por Triton X-100. Las actividades especificas de la suc-
cinato:coenzima Q reductasa, ubiquinona:citocromo ¢ reductasa, -
tocromo oxidasa, succinato: citocromo ¢ reductasa, succinato oxidasa
y ubiquinol oxidasa se midieron en mitocondrias de higado de rata
en presencia de Triton X-100. Las Gltimas tres actividades resultaron
ser mucho mds sensibles a Triton X-100 que las primeras; los datos
sugieren que los complejos lipoproteicos que conforman la cadena
de transporte de electrones no pueden reaccionar entre si en pre-
sencia del defergente. Al menos en el caso de la succinato:citocromo
¢ reductasa, la reconstitucion de las membranas tratadas con deter-
gente con fosfolipidos aiadidos externamente revierte la inhibicion
producida por Triton X-100. Estos resultados apoyan la idea de que
los componentes de la cadena respiratoria difunden al azar en el
plano de la membrana mitocondrial interna; el efecto principal del
detergente seria perjudicar la difusion lateral al disminuir el drea
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de la bicapa lipidica. Cuando se centrifugaron suspensiones mito-
condriales tratadas con detergente para separar el material solu-
bilizado del material particulado, solo las tres primeras actividades
enzimdticas mencionadas anteriormente se encontraban en los so-
brenadantes. Después de la centrifugacion, se manifiesté una acti-
vidad latente de ubiquinol: citocromo ¢ oxidasa, mientras que el
mismo proceso de centrifugacion produjo la inhibicion de la cito-
cromo ¢ oxidasa en presencia de ciertas concentraciones de Triton
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Figura 12. Micrografias electronicas de cortes finos de pellets obtenidos por cen-
trifugacion de membranas internas mitocondriales tratadas con Triton X-100.
Concentraciones de detergente: (A) 0%, (B) 0,05%, (c) 0,10%. Las vesiculas de
membrana interna (A), sufren lisis y reensamblaje, dando lugar a vesiculas mul-
tilamelares (B), y posteriormente, a bicapas planas apiladas (C). Aumentos: A,
20.000, B, 33.000; C, 42.000 [133].

biofarmacéuticas (o por qué prevenimos la covid-19 con agua y jabon)

X-100. Estos efectos podrian deberse a una solubilizacion selectiva
de las subunidades reguladoras o cataliticas, o a un cambio confor-
macional del complejo enzima-detergente. Mds tarde, utilizando
particulas submitocondriales de corazon de buey, Goii y cols. [135]
observaron que los efectos del Triton X-100 a concentraciones sub-
solubilizantes cambiaban segin el estado fisioldgico de las parti-
cwlas:  acopladas  (funcionales),  desacopladas  (cadena
transportadora de electrones y ATPasa activas, pero incapaces de
producir ATP), e inhibidas con azida (cadena transportadora de
eledrones inactivada). Esto apoyaba la idea, entonces adn debatida,
de que la sintesis de ATP en la fosforilacion oxidativa pasaba por
cambios conformacionales en la mitocondria.

4.2. VESICULAS DE RETICULO SARCOPLASMICO

Las células musculares tienen un reticulo endopldsmico
especializado en el almacenamiento/liberacion de calcio en la con-
traccion muscular, que se conoce como reticulo sarcopldsmico (RS).
EI RS se aisla con facilidad a partir de misculo, y es muy rico en la
llamada bomba de calcio, o ATPasa dependiente de Ca®* (RS AT-
Pasa, o Ca?*- ATPasa) que se purifica con detergentes con relativa
facilidad [136]. Las vesiculas de RS han sido muy utilizadas en es-
tudios de solubilizacion de membranas por detergentes.

En nuestro laboratorio, Villalain y cols. [137] estudiaron
comparativamente los efectos producidos por los detergentes Triton
X-100, dodecilsulfato de sodio (SDS) y colato de sodio sobre las ve-
siculas del RS. En todos los casos, los efectos mdximos se encontraron
ya 5 min después de la adicion de detergente. Triton X-100 y SDS
eran aproximadamente diez veces mds eficaces que el colato en la
solubilizacion de proteinas y fosfolipidos. Tanto el Triton X-100 como
el SDS mantenian la acumulacion de Ca?* en vesiculas de SR a con-
centraciones de detergente por debajo de 10° M; concentraciones
mads altas provocaban sin embargo una fuerte inhibicion. Por otro
lado, el colato producia una inhibicion gradual de la acumulacion
de Ca?* en el rango de concentracion entre 104 My 2.5 « 102 M.
El Triton X-100 y el SDS causaban una solubilizacion gradual de la
actividad especifica de la CaCa?*-ATPasa hasta una concentracion
de detergente 10 M, por encima de la cual se producia una fuerte
inactivacion, mientras que la solubilizacion de la enzima aumentaba
con la presencia de colato en todo el rango de concentracion en es-
tudio. El estudio sugeria que el comportamiento diferente del colato
de sodio, en comparacion con SDS o Triton X-100, estaba relacio-
nado con las estructuras moleculares de los tensioactivos, rigida
plana en el caso del colato, y lineal flexible en los otros dos casos.

Estos estudios fueron continuados por Prado y cols. [138],
que estudiaron el efecto de Triton X-100 sobre las vesiculas del re-
ticulo sarcopldsmico mediante técnicas quimicas, ultraestructurales
y enzimdticas. En proporciones bajas de detergente / membrana
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Figura 13. Efecto del Triton X-100 sobre la actividad especifica de la Ca?*-ATPasa del reticulo sarcopldsmico. En ausencia de detergente, la actividad era de 2,6 U/
mg proteina. Las actividades se midieron en (a) suspension completa de reticulo sarcopldsmico, (b) sobrenadantes de la centrifugacion de la suspension anterior a

150.000 xg, 60 min, 4 °C, (c) sedimento post-centrifugacion. Proteina: 8,7 x 10 M; lipido: 6,2 x 10 M. Valores medios = S.E. (n = 4).

(aproximadamente 1 Triton X-100 por 60 moléculas de fosfolipidos),
el Onico efecto observado era un aumento en la permeabilidad de
las vesiculas. Concentraciones mds altas de tensioactivo, hasta una
proporcion de detergente / fosfolipido de 1: 1, producian un gran
aumento de la actividad ATPasa (Fig. 13). La solubilizacién de la
membrana se producia como un fenémeno critico cuando la relacion
molar tensioactivo / fosfolipido alcanzaba un valor de alrededor de
1,5: 1, correspondiente a 2 umol de Triton X-100 / mg de proteina.
En este punto, la turbidez de la suspension caia, practicamente toda
la proteina y el fosfolipido se solubilizaba, y toda estructura orga-
nizada desaparecia. Simultdneamente, se observaba un aumento
espectacular de la actividad especifica de la ATPasa solubilizada. La
repentina solubilizacion de casi fodos los componentes de la bicapa
a una deferminada concentracion de detergente se atribuyd a la re-
|ativa simplicidad de este sistema de membranas. La solubilizacion
tenia lugar a la misma relacion tensioactivo / membrana, al menos
entre 0,5y 4 mg de proteina de membrana / ml. El residuo no so-
lubilizado parecia consistir principalmente en formas agregadas
y deslipidizadas de ATPasa.

Los mismos autores se centraron a continuacion en la so-
|ubilizacién del RS por dodecil sulfato sédico (SDS), seguida por es-
pectroscopia IR [139]. Esta técnica espectroscpica permitia conectar
los datos de solubilizacion de la bicapa con los cambios en la es-
tructura de la proteina. EI IR reveld que el SDS producia, de manera
dependiente de la concentracion, una disminucion en la estructura
de la hoja 3, un cambio en los giros [3 y un aumento en la estructura
desordenada de la Ca?*-ATPasa. El aumento de la actividad enzi-
matica inducida por SDS a una proporcion molar de proteina de-
tergente de 80: 1 era concomitante con una reduccion de la
estructura en hoja B y una reordenacion de los giros [3, un efecto
similar al observado con Triton X-100 [138]. La estructura de la RS
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Ca?*- ATPasa consiste en un dominio intframembranoso, principal-
mente helicoidal, y varios dominios citoplasmdticos compuestos por
hélices a, hojas [3, giros B y elementos desordenados [139]. El
espectro infrarrojo sugeria una influencia de las moléculas de ten-
sioactivo en los dominios citoplasmdticos, en lugar de los intramem-
branosos, de la Ca?*~ATPasa a concentraciones de tensioactivo que
potenciaban la actividad enzimdtica. Sin embargo, se habia demos-
trado [137] que, en estas proporciones detergente / proteina, la ca-
pacidad de las vesiculas de RS para acumular Ca?* se ve afectada,
probablemente debido a una mayor permeabilidad de la bicapa.
Por tanto, el SDS podria actuar como un desacoplante para la Ca?*
ATPasa, y el aumento de la actividad enzimdtica podria deberse a
uno o ambos efectos tensioactivos, sobre la proteinay / o sobre la
bicapa. La accion detergente sobre la proteina podria consistir en
un ‘aflojamiento’ de la puerta del canal, o de una barrera compuesta
por una estructura de hoja 3 delante de la puerta del canal, facili-
tando asi el cambio conformacional inducido por la union de ATP
[154] y estimulando la bomba de Ca?*. Con una alta concentracion
de SDS, la imagen era diferente: el aumento de la estructura des-
ordenada se hacia obvio, incluso si todavia habia alguna a-hélice
presente. La pérdida de actividad enzimdtica podia deberse al
menos a dos factores: uno, como se sefiald anteriormente, a que la
conformacion general de la proteina en la micela se hallaba en gran
medida modificada, y otro a que, incluso si la estructura del canal
no se alterara, se mantendria en el interior de la micela, impidiendo
asi al sustrato alcanzar el sitio activo de la enzima.

La solubilizacion de RS por detergentes fue posterior-
mente estudiada con gran detalle por le Maire y cols. (ver una re-
vision en [140]). Segin estos autores la solubilizacion implicaria
una serie de estados intermedios que podrian estudiarse mediante
diversos métodos fisicoquimicos y cinéticos; generalmente el proceso
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comenzaria por la desestabilizacion del componente lipidico de las
membranas, lo cual se veria acompaiado por una modificacion de
la unidn del detergente a la membrana (por debajo de la concen-
tracion micelar critica, CMC) pasando de una inferaccion no coope-
rativa a una cooperativa. Esto conduciria a la formacion de
fragmentos de proteinas y lipidos de membrana con bordes prote-
gidos por detergente. En la etapa final de solubilizacion, las prote-
inas de membrana estarian presentes como protdmeros, con los
dominios originalmente insertados en la membrana recubiertos por
detergente. Los autores llegaron a la conclusion de que, en general,
el mecanismo mds probable para la solubilizacion consistiria en la
union del detergente en forma de anillo, mds que formando una
micela. Este modo de interaccion estaria respaldado por investiga-
ciones de difraccion de neutrones sobre la disposicion del detergente
en cristales tridimensionales de proteinas de membrana. Por otra
parte, le Maire y cols. contribuyeron a la dasificacion de los deter-
gentes mostrada en la Tabla 1 (seccion 2.9). Los detergentes mds
utilizados en la solubilizacion del RS son el colato y desoxicolato
sadicos, y ofros estructuralmente relacionados. Todos ellos pertene-
cen, segun le Maire y cols. a los llamados en la Tabla 1 detergentes
del grupo B, con una velocidad de volteo (#lip) de la cara externa a
|l interna relativamente lenta, lo que seria el paso limitante y de-
terminante para una solubilizacion lenta [27]. Mds adelante (4.4.c)
comentaremos nuevos datos sobre este aspecto cinético de la solu-
bilizacion.

4.3. MEMBRANA PURPURA DE HALOBACTERIUM

Las bacterias del género Halobacterium contienen en su
membrana plasmatica unos dominios (“membrana pdrpura”, MP)
que consisten en ristales bidimensionales de la proteina bacterio-
rrodopsina junto con lipidos caracteristicos. EI grupo prostético re-
tinal que posee la bacteriorrodopsina imparte a los cristales su color
pUrpura caracteristico, y puede existir en dos formas isoméricas, 13-
cisy todo-trans. La MP ha sido muy utilizada para estudiar los efec-
tos de los detergentes, pues el retinal sirve como sonda
espectroscopica que informa de la situacion de la proteina. A su vez,
la bacteriorrodopsina ha servido con frecuencia como modelo de
proteina intrinseca de membranas, por su relativamente fdcil puri-
ficacion en estado nativo.

En nuestro laboratorio, Gonzdlez-Maias y cols. [141] ob-
servaron la interaccion del Triton X-100 con las membranas pérpura
de Halobacterium, a concentraciones de tensioactivo subliticas y li-
ticas. Estas membranas presentaban una serie de peculiaridades
importantes en su comportamiento hacia el tensioactivo. Aunque la
solubilizacion era un proceso muy lento, con un tiempo medio del
orden de horas, la union del detergente parecia ocurrir a la misma
velocidad que la encontrada en otras membranas. Los lipidos se so-

lubilizaban mads fdcilmente que las proteinas, de modo que casi
nada de la proteina se solubilizaba a concentraciones de tensioactivo
en las que aproximadamente el 75% del lipido estaba en forma de
micelas mixtas con detergente. Sin embargo, una vez iniciada, la
solubilizacion de proteinas tenia lugar dentro de un rango estrecho
de concentraciones de tensioactivo. No se detecto variacion en el es-
pectro de absorcion del retinal en la etapa prelitica, es decir, cuando
el detergente se incorporaba a la membrana en forma monomeérica.
La rotura de la membrana se acompaiaba de un cambio al azul
en el mdximo de absorcion, isomerizacion del retinal (de todo-trans
a 13-cis) y una disminucion de la absorbancia especifica (blanquea-
miento) (Fig. 14). El aumento de las concentraciones de detergente
después de completada la solubilizacion no producia mds cambios
en el maximo espectral, pero la absorbancia especifica disminuia
progresivamente. Estos trabajos demostraron que Triton X-100 tiene
un efecto complejo sobre el croméforo retinal, modificando su con-
figuracion y microambiente (cambios en la longitud de onda md-
xima) y promoviendo la hidrélisis de la base de Schiff
retinal-bacteriorropsina, lo cual se traduce en un blanqueamiento
de la membrana.
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Figura 14. Cambios inducidos por el Triton X-100 en el especiro visible de la mem-
brana pirpura. (A) Espectros registrados en ausencia (1) y en presencia (2-5) de
detergente a concentraciones 0,1, 0,5, 3 y 10 mM respectivamente. (B) Mdximo
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En la MP iluminada predomina el isomero todo-trans del
retinal, pero en la oscuridad, el equilibrio entre las dos formas iso-
méricas del retinal en la bacteriorrodopsina cambia lentamente
hasta alcanzar concentraciones iguales. Esto se acompaiia de un
desplazamiento del espectro de absorcion de 568 a 558 nm. Estudios
posteriores de los autores citados [142] profundizaron en la cinética
de la adaptacion a la oscuridad de la membrana porpuraapH5y
7, en presencia y ausencia del detergente Triton X-100. Se considerd
el efecto de las concentraciones de tensioactivo tanto subliticas como
liticas. Los resultados mostraron que: (a) la adaptacion a la oscuri-
dad era mds rdpida a pH 5 que a pH 7, (b) la adaptacion a la os-
curidad era mds lenta y de menor amplitud en presencia que en
ausencia de Triton X-100. Los datos pudieron interpretarse en tér-
minos de un modelo cinético sencillo de primer orden, segin el cual
la adaptacion luz-oscuridad dependeria basicamente del equilibrio
entre los isomeros 13-cis y fodo-trans. Los experimentos también
sugerian que a pH 5, pero no a pH 7, las concentraciones solubili-
zantes de tensioactivo producian un aumento considerable en la ve-
locidad de la reaccion de adaptacion a la oscuridad, quizds a través
de cambios en el microambiente de un grupo protonable.

Otro trabajo de nuestro laboratorio, relacionado con la
MP es el de Del Rio y cols. [143], a partir de la observacion de que
la bacteriorrodopsina se podia solubilizar fdcilmente con Triton X-
100 y ofros detergentes, pero no con desoxicolato. Para comprender
este comportamiento, se examinaron los efectos de una variedad
de tensioactivos. Se pudo demostrar que los detergentes que con-
tienen el anillo de colano (colato, taurocolato, dcido 3 [(3-colami-
dopropil) dietil-amonio] propanosulfdnico ...) son virtualmente
incapaces de solubilizar la bacteriorrodopsina nativa. Sin embargo,
cuando la proteina se reconstituye en dimiristil fosfatidilcolina y se
analiza la solubilizacion a una temperatura tal que la bacteriorro-
dopsina esté en forma de mondmeros, se produce la solubilizacion
por los detergentes de colano. Los autores propusieron que los fac-
tores estéricos impedian el acceso de las moléculas tensioactivas
planas rigidas a las regiones proteicas hidréfobas. Estas quizds se
encontrarian en la interfaz mondmero-mondmero, cuya solvatacion
por los tensioactivos seria esencial para producir la solubilizacion.
Observaron que la capacidad de algunos detergentes para solubi-
lizar la bacteriorrodopsina siempre estaba asociada, dentro del
mismo rango de concentraciones de tensioactivo, con el blanquea-
miento (parcial o total) del croméforo de la proteina. El blanquea-
miento inducido por defergente era al menos parcialmente
reversible, lo que sugeria que el retinal libre (hidrolizado) perma-
necia asociado de manera no covalente a algunos componentes de
la membrana. Mientras que algunas moléculas de tensioactivo
permanecerian fuertemente unidas a la proteina de la membrana,
los detergentes de colano se pueden eliminar por completo de la
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bacteriorrodopsina. Estos resultados indicaban que existia una re-
lacion estructura-funcion para los detergentes aplicados a la solu-
bilizacion de bacteriorrodopsing, y son los precedentes de las
dasificaciones funcionales de los detergentes como la que se mues-
traen la Tabla 1.

Otra contribucion significativa al tema de la solubilizacion
de la MP es la de Viguera y cols. [65], que exploraban las razones
por las cuales la solubilizacion de estas membranas con defergentes
necesita horas, o incluso dias, para alcanzar el equilibrio, mientras
que la mayoria de las biomembranas se solubilizan en cuestion de
segundos o pocos minutos. Con ese objetivo, compararon los cam-
bios en el espectro de absorcion de la membrana prpura produ-
cidos por el Triton X-100 hidrogenado en condiciones de equilibrio
(24 h) con los provocados por el mismo tensioactivo en la escala de
tiempo de minutos, segundos y fracciones de segundo. Hallaron
que los diversos procesos que acompaian o conducen a la solubi-
lizacion ya se detectaban, e incluso alcanzaban un equilibrio apa-
rente, en los 10 s siguientes a la adicion de detergente. No se
detectaban nuevos fendmenos en los siguientes minutos u horas
que fueran relevantes para el proceso en estudio. Esto llevé a la
conclusion de que el largo proceso de solubilizacion consistia en la
operacion repetida de fenomenos simples que eran relativamente
rdpidos en si mismos. Se propuso una hipdtesis segin la cual la ri-
gida organizacion cristalina de la MP impidiria la insercion de mo-
nomeros de detergente en la bicapa lipidica; en cambio, el
tensioactivo se uniria a la periferia de los parches, es decir, a la re-
gion de contacto hidrocarburo-agua, y la solubilizacion se llevaria
a cabo gradualmente, desde la periferia hacia el ndcleo de los par-
ches de membrana, a una velocidad progresivamente menor segin
descienden las cantidades de detergente libre, y los sitios de union
al detergente se reducen mediante los pasos de solubilizacion an-
teriores.

4.4. MEMBRANAS MODELO (LIPOSOMAS)
4.4.a. Lisis y reensamblaje (fusion) de membranas
inducida por detergentes
Algunos de nuestros primeros estudios con liposomas es-
tudiaron el efecto de los detergentes sobre vesiculas pequefias uni-
lamelares, obtenidas por ultrasonacion [80, 81]. La prediccion de
Alonso y cols. era que, al aiiadir el detergente, la turbidez de la
suspension de liposomas descenderia, como resultado de la solu-
bilizacion de membranas. Pero lo que observaron fue que el Triton
X-100, dodecilsulfato de sodio, colato de sodio o beta-octilglucésido
aumentaban el tamaiio de las vesiculas de fosfolipidos cuando es-
taban por encima de la temperatura de transicion de gel a liquido-
cristaling. El fenomeno observado de crecimiento de vesiculas
practicamente no se veia afectado por la composicion de fosfolipi-
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dos, el potencial de superficie, los iones calcio, EDTA o la albdmina.
La presencia de colesterol hacia que las vesiculas fueran mas sus-
ceptibles al crecimiento inducido por el detergente. Las concentra-
ciones mds altas de detergente causaban finalmente la
solubilizacion de los liposomas. Estos estudios fueron continuados
anos mds tarde por Urbaneja y cols. [94], que observaron como la
solubilizacion de las vesiculas pequedias unilamelares comenzaba
a bajas concentraciones de detergente, en comparacion con el caso
de vesiculas grandes multilamelares, y se acompaaba de la rdpida
formacion simultdnea de grandes liposomas multilamelares. Las
mediciones de la distribucion de lipidos y detergente indicaban que,
para una relacion molar de lipido:detergente de 1:1, aproximada-
mente un tercio del lipido, con la mayor parte del detergente, se
solubilizaba en forma de micelas mixtas. Los dos tercios restantes
se encontraban en forma de liposomas multilamelares, pracica-
mente libres de detergente. Se considerd que estos resultados po-
dian tener implicaciones con respecto a la fusion de membranas,
asi como a la reconstitucion de proteinas de membrana en presencia
de detergentes. Estas ideas encontraron mds tarde su confirmacion
en los modelos de fusion de membranas propuestos en los afios 90
y siguientes [144]. Se demostré ademds que los surfactantes po-
tenciaban el papel del polietilenglicol utilizado experimentalmente
para inducir fusion de células [145].

4.4.b. Permeabilizacion de membranas y liberacién

del contenido vesicular
La presencia de detergentes, incluso en concentraciones
muy inferiores a las requeridas para observar cualquier aumento
en el tamaiio de las vesiculas, favorece la liberacion de su contenido
[80, 81]. Esta observacion, original en su dia, ha recibido abundante
confirmacion experimental mds tarde, en liposomas y en eritrocitos
[30, 56]. Asi, Ruiz y cols. [30] afrontaron un enfoque sistemdtico
del fenomeno de la liberacion de contenido liposomico dependiente

de tensioactivos. Estudiaron separada y comparativamente una
serie de métodos distintos, y variaron el tamaiio de la molécula
atrapada, la naturaleza del tensioactivo, la composicion de las bi-
capas y la ultrasonacion de los liposomas. Para comparar diferentes
resultados, se definid un pardmetro, R50, como la relacion molar
fosfolipido / tensioactivo que produce una liberacion del 50 % del
soluto atrapado (Fig. 15). Este pardmetro parecia ser, en gran me-
dida, independiente de la concentracion de liposomas. La liberacion
del contenido de liposomas inducida por tensioactivos no ocurria
como resultado de la destruccion/solubilizacion de las bicapas de
fosfolipidos, sino que era un fendmeno diferente, que ocurria a con-
centraciones de detergente sustancialmente mds bajas (2-5 veces)
que la solubilizacion. La cantidad requerida de tensioactivo parecia
aumentar con el tamaiio del soluto atrapado. EI R50 dependia cla-
ramente de la naturaleza del anfifilo soluble, pero no existia una
relacion obvia con su concentracion micelar critica. La liberacion del
contenido de vesiculas también dependia de la composicion de la
bicapa: los fosfolipidos tenian diferentes efectos sobre la estabilidad
de la membrana, segin sus cabezas polares. El colesterol era inte-
resante, ya que en proporciones equimolares con fosfatidilcolin,
disminuia la estabilidad de la bicapa frente al Triton X-100, mien-
tras que la aumentaba en presencia de colato. La ultrasonacion
también ejercia una influencia sobre la liberacion del contenido de
vesiculas dependiente del tensioactivo; parecia disminuir la esta-
bilidad de la bicapa, por lo que se requerian concentraciones mds
bajas de detergente para liberar los solutos atrapados.

La liberacion del contenido acuoso de las vesiculas no es
el Gnico fendmeno producido por los detergentes a concentraciones
subliticas de la membrana. Ahyayauch y cols. [56] estudiaron por
diversas técnicas los principales efectos de los detergentes a concen-
traciones subsolubilizantes sobre las membranas, a saber, el movi-
miento lipidico transmembrana (flip-flop), la ruptura de la barrera
de permeabilidad de la membrana (liberacion de contenidos) y la
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lisis / reensamblaje de vesiculas. Para una comprension adecuada
de la solubilizacion de membranas mediante detergentes, es im-
portante evaluar i los diversos efectos observados a concentraciones
de surfactante subsolubilizantes ocurren de forma independiente
entre si o estdn interconectados por relaciones de causa- efecto para
que puedan interpretarse como pasos necesarios en el proceso ge-
neral. de solubilizacion. Para responder a esta pregunta, dichos au-
tores exploraron los tres efectos mencionados anteriormente
(flip-flop, fuga y lisis / reensamblaje), ademds de la solubilizacion
o micelizacion, en membranas modelo (vesiculas unilamelares gran-
des) y celulares (eritrocitos). Se utilizaron cinco tensioactivos estruc-
turalmente diferentes, a saber, clorpromazina, imipramina, Triton
X-100, dodecilsulfato de sodio y desoxicolato de sodio. Cada uno de
ellos se comportd de forma diferente. Estos resultados revelaron que
el flip-flop de lipidos, la fuga de vesiculas y la lisis / reensamblaje
de vesiculas ocurrian de forma independiente entre ellos y con res-
pecto a la solubilizacion de bicapas, por lo que no podrian conside-
rarse partes necesarias y ordenadas de un proceso unificado de
orden superior de solubilizacion de membranas por detergentes.

4.4.c. Solubilizacion de bicapas lipidicas por deter-
gentes

Describimos en este apartado una serie de experimentos
orientados a describir el fenomeno especifico de la solubilizacion de
membranas lipidicas, o sea su conversion en micelas mixtas lipido-
detergente. Inicialmente se utilizaron bicapas formadas por fosfati-
dilcolina (lecitina) de huevo, con Triton X-100 como detergente. Mds
adelante se utilizaron ofras composiciones lipidicas y otros surfac-
tantes. En un articulo temprano [126] Goii y cols. estudiaron el fe-
nomeno de solubilizacion en condiciones de equilibrio. El equilibrio
con vesiculas grandes multilamelares se logro en menos de 24 h.
Las estimaciones de la union del defergente a las bicapas, utilizando
[*H]Triton X-100, indicaron que el anfifilo se incorporaba incluso
concentraciones muy bajas (por debajo de su concentracion micelar
critica); a concentraciones de detergente justo por debajo de las que
producen la solubilizacion de la membrana se producia un aumento
espectacular en la cantidad de Triton X-100 unido. La solubilizacion
se producia a proporciones molares fosfolipido / detergente cercanas
a 0,65, independientemente de la concentracion de lipidos. La per-
turbacion producida por el tensioactivo en la bicapa de fosfolipidos
se estudio mediante calorimetria de barrido diferencial (DSC), RMN
y espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier. A baja
concentracion de detergente (relaciones molares lipido / detergente
superiores a 3), se producia una reduccion en la separacion cuadru-
polar de ?H-NMR, lo que sugeria una disminucion en el orden estd-
tico de las cadenas de acilo; el mismo efecto era detectado por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier en forma de
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cambios al azul de las bandas de vibracion de estiramiento de los
metilenos. Simultdneamente, la variacion de entalpia de la transi-
cion de fase principal de los fosfolipidos se reducia en aproximada-
mente un tercio con respecto a su valor en el sistema lipido / agua
puro. Para relaciones molares de fosfolipido / detergente entre 3y
1, la disminucion del orden estdtico de los lipidos no prosiguid; mds
bien se observaba un aumento en la flvidez, caracterizado por una
marcada disminucion en la temperatura de transicion del punto
medio de la transicion de fosfolipido gel a fluido. Al mismo tiempo,
un componente isotropico aparecia en los espectros de 3'P-NMR y
2H- NMR, y se detectaba una nueva endoterma de baja temperatura
en las trazas calorimétricas. Cuando el fosfolipido y el Triton X-100
estaban presentes a proporciones equimolares, persistia alguna es-
tructura en bicapa, a juzgar por las observaciones calorimétricas,
pero la RMN revelaba slo sefiales isotropicas de un componente.
En relaciones molares lipido / detergente por debajo de la unidad,
las lineas de RMN se volvian mds estrechas, la endoterma calorimé-
trica principal (lamelar) tendia a desaparecer y se producia la solu-
bilizacion.

Los aspectos cinéticos de la solubilizacion fueron explora-
dos por Alonso y cols. [68]. Se trataron suspensiones de liposomas
unilamelares pequefias (ulirasonadas) y multilamelares grandes
con el defergente no ionico Triton X-100, y se estudiaron los cambios
subsiguientes en la turbidez en funcion del tiempo, utilizando un
sistema de cinética rdpida por flujo detenido. Las suspensiones de
liposomas ultrasonadas exhibieron un aumento de la turbidez que
tenia lugar en dos etapas, una rdpida de baja amplitud, que se com-
pletaba en menos de 100 ms, y una lenta de gran amplitud, que
ocurria en 20-40 s. El primer aumento de turbidez estaba asociado
a la incorporacion de detergente a la bicapa y el segundo a la fusion
de vesiculas. La etapa rdpida se puede detectar en todas las concen-
traciones de defergente, mientras que la lenta solo se ve por encima
de la concentracion micelar critica de Triton X-100. Ambos procesos
podian interpretarse en términos de cinéticas de primer orden. Los
estudios de la variacion de la constante de velocidad aparente k,,
con la concentracion de lipidos y detergente sugerian un mecanismo
complejo de moltiples pasos. En el caso de los liposomas multila-
melares, también se observé un rdpido aumento de la turbidez des-
pués de la adicion de detergente, sequido por una disminucion lenta
(20-60 s) de la turbidez y una disminucion muy lenta (hasta 12 h)
de la turbidez a gran escala. Estos procesos no se ajustaban a pa-
trones exponenciales simples. También con estas vesiculas grandes
se concluyd que la etapa rdpida reflejaba la incorporacion de ten-
sioactivo, mientras que la disminucion de la turbidez se interpreto
como la solubilizacion de la bicapa comenzando con la bicapa ex-
terna (etapa lenta) y avanzando a través de las restantes bicapas
hacia el interior de la vesicula (etapa muy lenta).
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Por su naturaleza hidrosoluble, los detergentes tienden a
repartirse entre el medio acuoso y la membrana en los sistemas de
tres componentes defergente — lipido — agua. La adecuada com-
prension de los fendmenos de solubilizacion y relacionados requieren
el estudio cuantitativo del reparto membrana — agua de los surfac-
tantes, que se suele expresar normalmente como la relacion efectiva
detergente-lipido R, en la membrana (ver seccion 2.2). Partearroyo
y cols. hicieron estas medidas para el sistema fosfatidilcolina — Triton
X-100 — agua [146], y obtuvieron relaciones molares efectivas tanto
para el inicio (R ) como para la finalizacion (R,*) de la solubili-
zacion de las bicapas. Los valores de R, fueron de 0.71-0.78 y los
de R de 3.0 — 3.7 para las vesiculas unilamelares. Las relaciones
efectivas detergente: lipido resultaron ser independientes de la con-
centracion de fosfolipidos.

Otra serie de estudios fueron dirigidos a observar la solu-
bilizacion de bicapas en cuya composicion entraban lipidos diferentes
de la fosfatidilcolina de huevo. Asi, Urbaneja y cols. [147] estudiaron
la solubilizacion por Triton X-100 de liposomas multilamelares for-
mados por mezclas de PC con colesterol, palmitato de colesterilo, be-
tacaroteno, cardiolipina, fosfatidiletanolamina o gramicidina A (un
péptido antibidtico de cardcter hidrofébico). La solubilizacion fue se-
guida a través de la disminucion de la turbidez de la suspension de
liposomas, y también mediante la determinacion de los componentes
de la bicapa en la fraccion solubilizada. El mismo patron de solubi-
lizacion se encontraba para PCinsaturada (yema de huevo) o satu-
rada (dimiristil PC). El colesterol se solubilizaba en paralelo con la
PC; la gramicidina A se solubilizaba con preferencia a dicho fosfo-
lipido, y los lipidos no-polares palmitato de colesterilo o beta-
carofeno permanecian insolubles a concentraciones de detergente
que causaban la solubilizacion completa de la PC. La adicion de car-
diolipina o fosfatidiletanolamina no parecia alterar el patron general
de solubilizacion de la PC. La fosfatidiletanolamina era menos so-
luble que la PC, mientras que la cardiolipina se solubilizaba a a las
mismas concentraciones de detergente que la PC. Estos resultados
puedieron utilizarse para la interpretacion de estudios previos con
membranas naturales.

En un paso mds hacia la complejidad, Ahyayauch y cols.
[148] observaron la influencia de las cadenas acilo de la PCen la
solubilizacion. Ensayaron diecisiete fosfatidilcolinas diferentes, qui-
micamente definidas, dispersas en medio acuoso en forma de vesi-
culas grandes unilamelares, con el detergente no idnico Triton X-100.
Las temperaturas (20 °C 0 45 °C) eran tales que las bicapas estaban
siempre en estado liquido desordenado. Para cada caso, los pard-
metros de solubilizacion, Don (relacion molar de detergente total:
lipido que produce el inicio de la solubilizacion) y D50 (relacion
molar de detergente total: lipido que produce 50 % de solubiliza-
(idn), se determinaron en condiciones de equilibrio. Ambos pard-
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metros variaron generalmente en paralelo. Cuando se introdujeron
dobles enlaces en las cadenas acilo, permaneciendo constantes otros
factores, la solubilizacion se hizo mas dificil, es decir, se requirio mds
detergente. Los fosfolipidos cis-insaturados requerian mds detergente
que los correspondientes isomeros frans. El aumento de la longitud
de la cadena en los fosfolipidos saturados entre C12 y C16 disminuyo
moderadamente las relaciones de detergente / lipido necesarias para
la solubilizacion. Los fosfolipidos con cadenas acilo y alquilo fueron
igualmente susceptibles a la solubilizacion por Triton X-100. El orden
de las cadenas de los dcidos grasos, medido por la polarizacion de
fluorescencia de DPH, parecio facilitar la solubilizacion, quizds por-
que las bicapas mds ordenadas tienen una menor capacidad para
acomodar mondmeros de detergente sin descomponerse en micelas
mixtas de lipido-detergente.

El tema de la carga elédrica de bicapas y detergentes fue
estudiado por Urbaneja y cols. [149], que examinaron la interaccion
de nueve tensioactivos cargados elédricamente con liposomas neutros
o cargados eléctricamente. Los detergentes pertenecian a las familias
de alquilpiridinio, alquiltrimetilamonio o alquilsulfato. Se utilizaron
liposomas unilamelares grandes formados por fostatidilcolina de
huevo con o sin estearilamina (catiénica) o fosfato de dicetilo (anid-
nico). Los resultados sugirieron que las fuerzas electrostdticas no jue-
gan un papel significativo en la formacion de micelas mixtas y que
las interacciones hidrofdbicas son, con mucho, las principales fuerzas
involucradas en la solubilizacion. Ademds, a partir del estudio de
treinta sistemas diferentes de liposoma- surfactante, se derivaron
una serie de reglas empiricas que pueden ser Gtiles para predecir el
comportamiento de surfactantes no probados: (i) la concentracion
de detergente que produce el inicio de la solubilizacion (Don) dis-
minuye a medida que aumenta la longitud de la cadena de alquilo;
la disminucion sigue un patron semilogaritmico en el caso de com-
puestos de alquilpiridinio; (i) para tensioactivos con concentraciones
micelares criticas (cm) inferiores a 6 x 10° M, Don es independiente
de la naturaleza del detergente y de la composicion de la bicapa;
para defergentes que tienen cmc superior a 6 x 10 M, Don aumenta
linealmente con la em; y (iii) Don varia linealmente con la concen-
tracion de fensioactivo que produce la mdxima solubilizacion.

Mds recientemente, Lete y cols. [150] hicieron un gran es-
fuerzo para entender la distincion entre detergentes que actoan lenta
o rdpidamente segln su cabeza polar, o su capacidad de volteo de
una monocapa a la ofra (flip-flop) (ver 2.9.d y 4.2). Evaluaron la
solubilizacion de vesiculas lipidicas de fosfatidilcolina de huevo por
veintiin detergentes estructuralmente heterogéneos disponibles co-
mercialmente, mediante la disminucion de la turbidez de la suspen-
sion de vesiculas, ampliando asi notablemente los resultados
expuestos en la Tabla 1. Se realizaron mediciones tanto en equilibrio
como con resolucion temporal. Los resultados mostraron que los de-
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tergentes en estudio se dasificaban en una de dos categorias, a saber,
detergentes de solubilizacion rdpida y de solubilizacion lenta. Esta
categorizacion era independiente de la concentracion de detergente,
es decir, un tensioactivo "lento" no se podia convertir en un tensioac-
tivo "rdpido" aumentando su concentracion. Los espectros de *'P-
NMR indicaron que los detergentes de accion lenta causaban una
micelizacion gradual y mondtona de las bicapas (dodecilsulfato de
sodio) o la formacion de infermediarios no micelares mds complejos,
quizds no lamelares (dodecilmaltésido). Por el contrario, los defer-
gentes rdpidos (por ejemplo, Triton X-100) provocaban la lisis y el
reensamblaje de las vesiculas antes de que tuviera lugar la solubi-
lizacion en masa. Estos resultados apoyan la idea de que la solubi-
lizacion de la membrana por los detergentes es rdpida solo cuando
el movimiento transbicapa (volteo) del surfactante es fdcil.

4.4.d. Membranas resistentes a los detergentes

Desde los primeros estudios de solubilizacion de biomem-
branas por defergentes [116] quedo claro que, en casi todos los casos,
habia una fraccion de componentes de membrana que no se lograba
solubilizar por completo. Este residuo se llamé “membranas resis-
tentes a los detergentes”, DRM por sus siglas en inglés. Ya hemos co-
mentado (seccion 3) la confusion que se cred en la década 1997-2006
cwando algunos autores asimilaron las DRM con las balsas lipidicas
o rafts. En este apartado describiremos sucintamente nuestros es-
fuerzos por dlarificar la situacion, mediante el estudio de membranas
modelo en equilibrio con detergente. Una vez mds, el Triton X-100
fue el surfactante mds utilizado en este contexto.

La hipatesis de los raffs [110] tuvo, entre otras virtudes, la
de hacernos pensar en la posibilidad de dominios de membrana con
propiedades distintas de las de la fase liquida- desordenada, por
ejemplo microdominios en fase gel, o en fase liquido-ordenada. Por
ese motivo comenzamos una larga serie de estudios examinando,
en primer lugar, la solubilizacion de bicapas en fase gel, lo que hasta
entonces apenas se habia estudiado. Patra y cols. [102], midiendo
la solubilizacion de las bicapas de fosfatidilcolinas saturadas por Tri-
ton X-100, pudieron observar que en el estado de gel, mucho mds
que en el estado fluido, la cantidad de detergente requerida para
solubilizar el fosfolipido dependia en gran medida de la longitud de
la cadena. Las PC con dcidos grasos saturados de 16y 18 carbonos
eran prdcticamente insolubles a 4 °C. Sin embargo, la adicion de re-
activos solubles en agua que perturban el enlace de hidrdgeno, por
ejemplo, ureq, o de pequefias proporciones de lipidos con escasa ten-
dencia a formar fases lamelares, hacia que las bicapas fueran sus-
ceptibles de solubilizacion por detergente, incduso a bajas
temperaturas.

Un descubrimiento importante en el terreno de las DRM
fue la constatacion de que las bicapas que contenian esfingomielina
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u ofros esfingolipidos complejos eran mds fdcilmente solubilizables
que las basadas en PC. Patra y cols [103] estudiaron experimental-
mente la solubilizacion por Triton X-100 de vesiculas unilamelares
grandes formadas por esfingomielina de huevo pura o mezclas de
esfingomielina:colesterol a diversas temperaturas. Para la esfingo-
mielina pura, la solubilizacion ocurria mds fdcilmente a tempera-
turas justo por debajo de la temperatura de transicion gel-fluido
Tm. En general, la esfingomielina de huevo se solubilizaba con Tri-
ton X-100 mds fdcilmente que la fosfatidilcolina de huevo. Las mez-
clas de esfingomielina y colesterol eran insolubles en detergente en
la mayoria de las condiciones. Se aplico espectroscopia infrarroja
para explorar las interacciones del colesterol y la esfingomielina a
nivel de la interfaz lipido-agua. Ademds, se utilizaron varios and-
logos de colesterol (colestano, colestanona, androstenol) en expe-
rimentos de solubilizacion en paralelo con observaciones de IR.
Los resultados mostraron que el colesterol modificaba la con-
formacion (o las propiedades del enlace de H, o ambas cosas) del
grupo de cabeza polar de la esfingomielina, tanto por encima como
por debajo de Tm. Ademds, tanto el grupo hidroxilo en (3 como la
cadena de hidrocarburos en (17 del ndcleo esteroide parecen ser
necesarios para que se detecte la insolubilidad. Estos resultados es-
tarian relacionados con la insolubilidad observada de las 'balsas'
de la membrana celular en detergente a 4 °C, y en general con el
origen de las DRM.

Otro dato importante resultd ser el de la insolubilidad de
las bicapas formadas por esfingomielina y ceramida [151]. En este
trabajo, Sot y cols., para responder a algunas de las preguntas re-
levantes, comenzaron por buscar una composicion de bicapa sencilla
que imitara a las membranas resistentes a los detergentes. El cri-
bado de miltiples composiciones lipidicas demostrd que la mezcla
binaria de esfingomielina de huevo / ceramida de huevo (SM / Cer)
presentaba la resistencia a los detergentes requerida. En membra-
nas sin detergente compuestas por diferentes mezclas de SM y Cer
(5-30 % en moles de Cer), la calorimetria de barrido diferencial,
la espectroscopia de fluorescencia y los experimentos de microscopia
de fluorescencia revelaron la presencia de dominios discretos de gel
enriquecidos en Cer en un amplio rango de temperaturas. En par-
ticular, a temperaturas por debajo de la transicion de fase de SM
(aproximadamente 40 °C), usando microscopia de fluorescencia, se
observaban directamente dos fases gel (respectivamente enrique-
cidas en Cer y en SM). Aunque las membranas SM puras se solubi-
lizaban completamente con Triton X-100 a temperatura ambiente,
un 5% mol/mol de Cer era suficiente para inducir la resistencia al
detergente, incluso con un gran exceso de detergente y tiempos de
tratamiento prolongados. Las Cer de cadena corta no daban lugar
a resistencia a los detergentes. Las mezclas de SM / Cer que conte-
nian hasta 30 moles % de Cer se volvian completamente solubles
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Figura 16. Microscopia confocal de fluorescencia. Estudio en funcién del tiempo (de 0 a 105 s) de la solubilizacion parcial de vesiculas de esfingomielina y ceramida de
huevo (relacién molar 80:20) con doble tincién (Dil-C18, pseudocolor amarillo, tifie preferentemente dominios fluidos y Laurdan, pseudocolor rojo, tifie preferentemente
dominos rigidos). Se muestran sélo los planos ecuatoriales. Cada grupo de tres figuras incluye imdgenes tefidas por laurdan (L), por Dil-C18 (D) y una superposicion
de las dos anteriores (L + D). Las flechas indican la formacion de un gran dominio enriquecido en ceramida [151].

a aproximadamente 50 ° C, es decir, muy por encima de la temperatura
de transicion gel-fluido de la SM. Los resultados combinados de la so-
|ubilizacion dependiente de la temperatura y la calorimetria de barrido
diferencial revelaron que los dominios ricos en SM se solubilizaban pre-
ferentemente sobre los ricos en Cer tan pronto como el primer lipido
se fundia (es decir, a aproximadamente 40 °C). Como consecuencia, a
temperaturas que permiten sélo una solubilizacion parcial, el residuo
no solubilizado se enriquece en Cer con respecto a la composicion de la
bicapa original. La microscopia de fluorescencia de vesiculas unilame-
lares gigantes a temperatura ambiente muestra claramente que los
dominios ricos en SM se solubilizan preferentemente sobre los ricos en
Cer y que estos Gltimos se vuelven mds rigidos y extensos como conse-
cuencia de los efectos de los detergentes. Estas observaciones propor-
cionaron un fundamento fisico-quimico para los fendmenos de
sefializacion dependiente de esfingomielinasa, generacién de "plata-
formas de balsa" y membranas celulares resistentes a detergentes.

biofarmacéuticas (o por qué prevenimos la covid-19 con agua y jabon)

Desde Patra y cols. [103] se sabe que las bicapas de SM
se solubilizan mds facilmente que las de PC. Una posible explicacion
era que el Triton X-100 tuviera mayor afinidad por las bicapas de
SM. Por ofra parte, la hipétesis de los rafts, en uno de sus corolarios,
sostenia que los lipidos a baja T se solubilizaban mds dificilmente
que a T alta, aunque esto ya se habia mostrado contrario a la ex-
periencia [63, 102]. Arnulphi y cols. [52] examinaron estas propo-
siciones midiendo el reparto lipido-agua del detergente no idnico
Triton X-100 a concentraciones sub-solubilizantes, con bicapas de
esfingomielina de huevo (SM), palmitil SM o dipalmitilfosfatidilco-
lina. Los tres lipidos exhiben una transicion de fase gel-fluido en el
rango de temperatura de 38-41 °C. Solo se realizaron experimentos
a concentraciones de Triton X-100 muy por debajo de la concentra-
cion micelar critica, por lo que solo deben considerarse los mono-
meros de detergente. Las relaciones molares lipido / detergente
nunca fueron <10:1, lo que garantiza que nunca se alcanzé la
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etapa de solubilizacion. Se aplicaron calorimetria de titulacion iso-
térmica, DSC y espectroscopias de infrarrojos, fluorescencia y *'P-
NMR en el rango de temperatura de 5-55 °C. Los resultados
mostraron que, independientemente de la naturaleza quimica del
lipido, los valores de AG de reparto lipido/agua permanecieron en
torno a -27 kJ / mol de lipido en la fase de gel y a -30 kJ / mol de
lipido en la fase fluida. Esta pequefia diferencia no puede explicar
las diferencias observadas dependientes de la fase en la solubiliza-
cion. Estos valores prdcticamente constantes de AG se produjeron
como resultado de la compensacion de los componentes entdlpicos
y entrdpicos, que variaron tanto con la temperatura como con la
composicion de lipidos. En consecuencia, las diferentes susceptibili-
dades a la solubilizacion observadas no se pueden atribuir a dife-
rencias en la union detergente-bicapa sino a eventos adicionales en
el proceso de solubilizacion, por ejemplo, diferente saturabilidad
de bicapa por detergente o distinta propension a formar micelas
mixtas lipido-detergente. Los datos aqui resumidos arrojaron luz
sobre las primeras etapas relativamente inexploradas de la solubi-
lizacion de membranas y abrieron nuevas formas de comprender
el fenomeno de la resistencia de las membranas a la solubilizacion
por detergentes.

En relacion con la observacion [63, 102] de que las bicapas
en fase gel requerian menos detergente para su solubilizacion que
las que se hallan en fase fluida (al contrario de lo que muchos ase-
guraban), y para probar si esto se debia a una mds fdcil saturabi-
lidad de la bicapa por el detergente, Ahyayauch y cols. [48] pudieron
demostrar, a partir de datos de turbidez, calorimetriay *'P-NMR,
que las bicapas en estado de gel (al menos hasta 13-20 °C por de-
bajo de la temperatura de transicion gel-fluido) se saturaban
con detergente a concentraciones de detergente significativamente
mds bajas que las del estado fluido, independientemente de la tem-
peratura. La diferente saturacion podia explicar las diferencias ob-
servadas en la solubilizacion, y asi estos datos proporcionaron una
base fisica solida a la observacion de que para solubilizar bicapas
en fase gel se necesitaba menos, y no mds, detergente que cuando
las membranas se hallaban en fase fluida.

En ofra serie de experimentos, Ahyayauch y cols. [152] ex-
ploraron las primeras etapas de la solubilizacion de bicapas forma-
das por SM y ceramida (Cer), que son muy resistentes a la
solubilizacion por Triton X-100 [151]. Para ello utilizaron una com-
binacion de técnicas calorimétricas y espectroscopicas. Examinaron
composiciones basadas en esfingomielina, con hasta un 30% molar
de Cer, a 4,20y 50 °C. La presencia de Cer no modificaba la afinidad
por el Triton X-100 (en términos de AG de union por mol de lipido
total) de las bicapas basadas en SM, aunque si aumentaba la can-
tidad de detergente requerida para el inicio de la solubilizacion. A
50 °C se requirio mds detergente para solubilizar las bicapas SM /
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Cer que a 20 °C. Es decir, tanto la presencia de Cer como la elevada
T aumentaban la cantidad de detergente unido a bicapa necesario
para iniciar su solubilizacion. Estos datos se pudieron racionalizar
en términos de geometrias e interacciones de lipidos y defergentes
[26].

Nuestro dltimo, por el momento, esfuerzo por comprender
el origen de la resistencia de ciertas fracciones de membrana a la
solubilizacion por detergentes ha consistido en un estudio compa-
rativo de la solubilizacion por Triton X-100 de mezclas binarias com-
puestas por esfingomielina de huevo (SM) y ceramida, o bien
diacilglicerol, o colesterol [153]. La solubilizacion se ensayé en el
rango de 4-50 °C, y los resultados se pudieron resumir en la que
creemos ser una nueva forma de grdficos, que hemos llamado dia-
gramas de temperatura-solubilizacion. A pesar de usar un gran ex-
ceso de detergente (relacion lipido / detergente 1:20 en moles) y
tiempos de solubilizacion prolongados (24-48 h), ciertas mezclas no
podian ser solubilizadas por el Triton X-100 a una o mds tempera-
turas. La DSC de todas las mezclas de lipidos y de todas las mezclas
de lipido + detergente revelo que la resistencia al detergente es-
taba asociada con la presencia de dominios en fase gel a la tempe-
ratura del ensayo. Una vez que el sistema se “fundié” (pasé por
encima de T ), pudo producirse la solubilizacién. En general, la adi-
cion de lipidos de alto punto de fusion limito la solubilizacion, mien-
tras que la adicion de lipidos de bajo punto de fusion la promovi.
El andlisis lipidomico de las membranas celulares de rifidn canino
Madin-Darby y de la correspondiente fraccion DRM indic un gran
enriquecimiento en diacilglicerol saturado y ceramida en las frac-
ciones no solubilizadas. Las mezclas de SM-colesterol eran especiales
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Figura 17. Ejemplo de un diagrama temperatura-solubilizacion [153]. El diagrama
representa la turbidez (%A500) de dispersiones lipidicas (MLV) 48 h después de la
adicion de Triton X-100, en este caso para bicapas de SM/Cer. Los distintos simbolos
indican el descenso de turbidez alcanzado (ver la escala arriba). E1 100% corresponde
a la turbidez en ausencia de detergentes. Relacién molar detergente:lipido 20:1.
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porque la solubilizacion del detergente iba acompanada, para cier-
tas temperaturas y composiciones, por un fendmeno independiente
de reensamblaie de las bicapas lipidicas parcialmente solubilizadas.
La temperatura a la que prevalecid la lisis y el reensamblaje fue de
~ 25°C, por lo que para algunas mezclas de SM-colesterol la so-
|ubilizacion se produjo tanto por encima como por debajo de 25 °C,
pero no a esa temperatura. Estas observaciones pueden estar en el
origen de los efectos de resistencia a los detergentes observados con
las membranas celulares, y también significan que los restos de
membranas resistentes a los detergentes que contienen colesterol
pueden no corresponder a estructuras existentes en la membrana
nativa antes de la adicion del detergente.

Concluimos esta seccion con una nota metodoldgica. Aun-
que muchos investigadores no sean conscientes de ello, los estudios
cuantitativos de solubilizacion por detergentes se ven alterados con
frecuencia por artefactos producidos durante la separacion fisica de
las fracciones solubilizada y resistente. Esto ocurre con prdcticamente
todos los métodos de separacion, que son fundamentalmente cen-
trifugacion, filtracion por membranas y filtracion molecular por gel.
El problema fue resuelto en nuestro laboratorio, al estudiar las mez-
clas lipido-detergente por *'P-NMR (Fig. 9). Esta técnica solo detecta
ndcleos que giran con rapidez, como ocurre en el caso de las micelas,
pero no con las bicapas. En consecuencia, la *'P-NMR permite medir
la fraccion micelizada (solubilizada) de una muestra sin separarla
de la fraccion no solubilizada. Ahyayauch y cols. [50] demostraron
la aplicabilidad de la técnica al estudiar comparativamente la solu-
bilizacion de las mezclas PC — colesterol y SM — colesterol, las Glti-
mas, como ya sabemos, mucho mds dificiles de solubilizar.

5. APLICACIONES BIOFARMACEUTICAS

Las aplicaciones de los detergentes a la farmacia son in-
numerables. Aqui nos limitaremos a exponer algunos ejemplos.

Fdrmacos detergentes. En primer lugar, se deben mencio-
nar los farmacos con propiedades detergentes, es decir, moléculas
de uso terapéutico que son anfifilos solubles, y por lo tanto es de
suponer que su mecanismo de accion debe incluir, al menos parcial-
mente, las consecuencias de esta propiedad. Es el caso, por ejemplo,
del antipsicatico clorpromazina y del antidepresivo imipramina,
cuyas propiedades solubilizantes de membranas fueron demostra-
das entre otros por Ahyayauch y cols. [93]. Otro caso es el del dioctil
sulfosuccinato de sodio (docusato sddico) detergente anidnico utili-
zado como laxante emoliente [154]. Debemos quizd también incluir
en este apartado a la dipalmitil fosfatidilcolina, un surfactante, aun-
que no un detergente, utilizado como medicamento de sustitucion
en el sindrome de dificultad respiratoria neonatal.

biofarmacéuticas (o por qué prevenimos la covid-19 con agua y jabon)

Detergentes y estabilidad de los farmacos. Las micelas y
otros agregados supramoleculares pueden afectar profundamente
la estabilidad de los farmacos [155]. Los enlaces éster y amida son
afectados particularmente, sobre todo por los detergentes con cargas
eléctricas netas. Los efectos suelen estar relacionados con dos factores
independientes, a saber, el coeficiente de particion del farmaco en
la micela y el mecanismo de la reaccion en el agregado. Los estudios
publicados hacen referencia sobre todo a detergentes sintéticos, pero
cabe esperar que los maltiples tensioactivos bioldgicos, p. ej. muchas
profeinas, van a tener efectos similares. Por citar algunos casos ca-
racteristicos, los detergentes no-idnicos protegen de la hidrolisis al
enlace éster del dcido acetilsalicilico, y lo mismo ocurre con el enlace
éster de los anestésicos locales procaina, tetracaina y benzocaina.
Entre las moléculas con enlaces amida, los detergentes eléctrica-
mente neutros protegen al antiinflamatorio indometacina de la de-
gradacion hidrolitica, mientras que los catidnicos (ejemplo,
hexadeciltrimetilamonio bromuro, HTAB) facilitan la reaccion. En
el caso de las benzodiazepinas, las micelas de detergentes neutros
o cationicos no afectan a la hidrolisis del enlace amida, que sin em-
bargo es fuertemente inhibida por los detergentes anidnicos. Entre
los antibidticos beta-lactdmicos, la hidrélisis de su enlace caracte-
ristico se ve con frecuencia afectada por los surfactantes: la hidrdlisis
dcida de la propicilina y la cefazolina son estabilizadas por el HTAB
e inhibidas por al anidnico SDS, probablemente por interacciones
coulombicas con el H* [155].

Preparaciones farmacéuticas. El monumental Handbook
of Detergents de Uri Zoller, en su parte E [154], y el menos volumi-
noso, pero muy informativo Liquid Detergents, de Kuo-Yann Lai
[156], contienen informacion valiosisima sobre el papel de los de-
tergentes en las preparaciones farmacéuticas y usos clinico-sanita-
rios. Segun Zoller, la americana Food and Drug Administration
(FDA) ha aprobado varias docenas de surfactantes para su uso en
preparaciones farmacéuticas, entre ellos los polioxiefilenglicol éteres
de n-alcoholes, familia con la que estd relacionado el Triton X-100,
los poloxdmeros y el dodecil sulfato sédico (SDS). Los detergentes
son ampliamente utilizados en las formas para uso oral, incluidas
nanoparticulas y dispersiones solidas, con el fin de proteger los far-
macos y facilitar su absorcion en el tracto gastrointestinal. En la ad-
ministracion parenteral se usan sistemas coloidales para
direccionalizar los farmacos o para conseguir su liberacion contro-
lada. Con este fin se utilizan a menudo moléculas surfactantes, aun-
que no necesariamente detergentes, como la lecitina, una mezcla
de lipidos de soja que emulsiona los triglicéridos y estabiliza asi las
formas parenterales tipo Intralipid, o verdaderos detergentes como
los polioxil derivados del aceite de ricino que se dispersan en forma
de micelas y se utilizan en la administracion de farmacos muy hi-

drofobicos, como el padlitaxel.
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Para uso topico, se aprueba la utilizacion de diversos de-
tergentes en aplicaciones oftdlmicas, vaginales, nasales y dérmicas.
La administracion de farmacos insolubles en agua en forma de co-
lirios se consigue, por ejemplo, mediante el uso de poloxdmeros, o
de polisorbato 80. Para usos vaginales se ha utilizado el monoes-
tearato de glicerilo, los poloxdmeros y los polisorbatos. Los polisor-
batos se usan también para aplicaciones locales nasales. Las cremas,
pomadas y lociones de uso dérmico contienen a menudo liposomas,
0 las vesiculas formadas por detergentes no-idnicos llamadas nio-
somas (Zoller, cap. 18).

Biosurfactantes. Parece adecuado incluir aqui una breve
mencion a los llamados biosurfactantes, que se suelen definir como
surfactantes de origen microbiano. Entre ellos se encuentran los
rhamnolipidos, producidos por algunas especies de Pseudomonas,
los sophorolipidos, sintetizados por levaduras, o el emulsano, pro-
ducido por Acinefobacter calcoaceticus. Sus aplicaciones surfac-
tantes incluyen preparaciones herbicidas, pesticidas, defergentes
domésticos, usos farmacéuticos y cosmeéticos. Los biosurfactantes pre-
sentan la ventaja de poder obtenerse en grandes cantidades a partir
de cultivos microbianos a gran escala. Ademds, muchas de sus apli-
caciones no requieren una purificacion exhaustiva de los mismos.
Su biodegradabilidad y baja toxicidad han hecho de los biosurfac-
tantes una “estrella” de la “quimica verde” y de la “industria soste-
nible” [157, 158].

Detergentes e higiene personal. Por razones operativas,
la industria distingue entre los detergentes liquidos y los slidos.
Los detergentes liquidos para la higiene personal (/ight- duty) se
desarrollaron a partir de 1950 (Lai, cap. 7). Se trataba de surfac-
tantes anidnicos, de tipo alquilbenceno sulfonato, a los que se aia-
dian alcanolamidas para reforzar la espuma, un aspecto éste mds
bien psicoldgico, pero demandado por los consumidores. A partir
de los afios 60 se afadieron también agentes antimicrobianos.
Desde los afios 90 se han incorporado nuevos detergentes (p. ;.
efoxisulfatos de cadena ramificada), nuevos antimicrobianos, poli-
meros que facilitan la retirada de la grasa, y diversos enzimas. A
veces la base de estos “nuevos” detergentes liquidos es el oleato po-
tdsico. El siglo XXI ha visto el desarrollo de preparaciones con de-
terminados colores y aromas supuestamente atractivos, dando lugar
a productos con nombres comerciales tales como Spring Sensations
(Colgate-Palmolive), Joy Invigorating Splash o Dawn Fresh Escapes
(Procter & Gamble), este Gltimo con “brotes de manzana, explosion
de citricos y mezcla de flores salvajes”.

Los detergentes solidos mds utilizados para la higiene
personal siguen siendo los jabones sadicos, es decir las sales sodicas
de dcidos grasos (con frecuencia creciente, se usan los de origen ve-
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getal con preferencia a las grasas animales). Son las pastillas de
jabon que, con ciertos aditivos y perfumes, constituyen el llamado
jabon de tocador, presente de manera casi universal en nuestros ho-
gares.

Cerramos asi el circulo de este trabajo, volviendo a los jo-
bones utilizados en el lavado de manos para eliminar las particulas
de SARS-CoV-2. Ahora comprendemos mejor el mecanismo por el
cwal esta operacion tan sencilla destruye la membrana del virus, ha-
ciéndolo inviable. Sélo esperamos que llegue pronto el momento
en que la ciencia (y solo la ciencia) alcanzard a controlar este agente
patdgeno.

ABREVIATURAS

BLM, black lipid membranes

Cer, ceramida

cmc, concentracion micelar critica

COVID-19, coronavirus disease 2019

crio-TEM, crio-microscopia electronica de transmision

DPPC, dipalmitil fosfatidilcolina

DRM, detergent-resistent membranes, membranas resistentes a los
detergentes

Disat / Dtsol, concentracion total de detergente requerida para el
inicio / la finalizacion de la formacion de micelas mixtas

GUV, giant unilamellar vesicles, vesiculas gigantes unilamelares
ITC, isothermal calorimetry, calorimetria isotérmica lo / Id, fase la-
melar flvida ordenada / desordenada

LUV, large unilamellar vesicles, vesiculas unilamelares grandes
MLV, multilamellar vesicles, vesiculas multilamelares

PC, fosfatidilcolina

Resat / Resol, relacion molar efectiva [detergente] : [lipido] que
produce el comienzo de la micelizacion / la micelizacion completa
RMN, resonancia magnética nuclear

SARS-CoV-2, Severe Acute Respiratory Syndrome — coronavirus —
2

SDS, sodio dodecil sulfato

SLM/SLB, supported lipid membranes/bilayers, membranas / bica-
pas lipidicas apoyadas

SM, esfingomielina

SUV, small (sonicated) unilamellar vesicles, vesiculas unilamelares
pequenias (ultrasonadas).
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