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2021. EL ANO DE LOS RETOS
2021. YEAR OF CHALLENGES

Antonio Luis Doadrio Villarejo
Presidente de la Real Academia Nacional de Farmacia
*corresponding author: anales@ranf.com

EDITORIAL

Hoy cerramos el curso académico 2020 y abrimos el 2021
de la RANF.

No hace falta decir que el curso 2020 ha sido atipico, con-
dicionado por la pandemia COVID-19. Todos deseamos un aio
2021 mejor, como es habitual al comenzar un nuevo aiio, pero la
pandemia ha entrado en una tercera ola en Espaiia lo que, su-
mado a la tormenta de nieve de la semana pasada, que tiene ais-
lados a numerosas poblaciones y que provoca grandes dificultades
en la Capital, no parece augurar nada bueno.

Hay mucha desolacion, preocupacion e incluso ansiedad
provocada por una pandemia de un virus letal y que, en los casos
de pacientes recuperados, deja secuelas que pueden ser de por
vida. Hay verdadera obsesion, en la mayoria de la poblacion, a
contagiarse.

Se ha perdido la alegria, el contacto social que tanto iden-
tifica a nuestro pais. No podemos besar, abrazar, ni tan quisiera
dar la mano, lo que para nosotros ha sido vital desde que nace-
mos. Nuestras costumbres, se han paralizado o disminuido. Los
bares y restaurantes, a los que somos muy aficionados y vitales
para nuestros encuentros sociales, se encuentran al 30% de su
capacidad o cerrados. No nos dejan reunirnos a mds de 6 personas
en nuestro domicilio y en las mesas de los restaurantes no mds
de 4. Ni siquiera podemos estar en una barra del bar tomando
el tradicional aperitivo. Familias en la lejania, amigos que no
vemos, cafeterias a las que no podemos acceder en nuestra Fa-
cultad y que antes eran lugar de cita obligada con los colegas
para tomar un café y comentar como iba nuestra investigacion.
No podemos asistir al fitbol ni a los toros. Ver el salon de actos
de nuestra Academia vacio, el concierto de Navidad, marcha Ro-
detzky incluida, sin piblico, resulta muy desolador. Y asi, un largo
efc.

Pero, hay esperanza. Y no solo me refiero a las vacunas
que estdn llegando y que tardaran en surtir el efecto deseado,
pues somos muchos a vacunar en fodo el Mundo, para llegar a la
llamada “inmunidad de rebafio”. Me refiero a los profesionales
sanitarios, cuerpos de seguridad de Estado, UME, proteccion civil

y a todos aquellos que han prestado un servicio impagable a la
sociedad en todo momento, en especial en los momentos mds
duros de marzo a mayo del aiio pasado. Esta Real Academia, ha
concedido al CGCOF su medalla en reconocimiento al trabajo y
sacrificio realizado durante esos duros momentos y que, algunos
farmacéuticos han pagado con sus propias vidas. También, hemos
concedido una placa a COFARES, la distribuidora de medicamen-
tos mds importante de Espaiia que, no ha dejado desatendida a
ninguna farmacia durante los momentos mds duros de la crisis,
llegando hasta el pueblo mds recondito.

Asimismo, me refiero a esos héroes andnimos que, du-
rante la grave situacion creada por la reciente borrasca, han ofre-
ido sus coches 4 <4 para llevar personalmente a los enfermos a
los hospitales y para cualquier otra situacion de emergencia,
siendo un ejemplo de solidaridad humana. Ldstima, eso si, de
que se vea empaiiada una accion tan altruista por un grupo que,
aunque minoritario, de bdrbaros sean capaces de vandalizar a
esos coches en actos tan repudiables.

He visto también a tractoristas remolcando con sus trac-
tores a camiones atrapados por la intensa nevada, rescates que
parecian imposibles y que, a riesgo de sus propias vidas, han re-
alizado ciudadanos tan ejemplares.

Todo ello, nos debe hacer felices, porque de esta manera,
ayuddndonos y dando carifio, podemos salir de cualquier crisis y
aliviarnos de la plaga que estamos sufriendo.

Al margen de la pandemia, nuestra Academia ha sufrido
la pérdida de 10 compaiieros académicos, 4 de ndmero y 6 co-
rrespondientes, en uno de los peores aiios de nuestra historia re-
tienfe.

También se ha visto afectada por las restricciones impues-
tas por el Gobierno de Espaiia ante la crisis creada por la pande-
mia. Hemos tenido que cerrar nuestra sede y trabajar desde
nuestros domicilios, tanto el personal administrativo como la
Junta de Gobierno. A pesar de fodo, hemos mantenido el pulso
de la Academia, como explicard el académico secretario en su in-
tervencion. En cierto modo, las reuniones por videoconferencia
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han facilitado encuentros con la administracion del Estado. Asi, la
RANF ha desarrollado una intensa actividad durante los momentos
de mayor crisis. En abril del afio pasado, escribi una carta dirigida
al Ministro de Sanidad, Salvador llla, con copia a la Casa Real y al
Ministro de Ciencia e Innovacion, Pedro Duque, del que depende-
mos administrativamente y con la autorizacion de nuestra Junta
de Gobierno, en la que se defendia el elevadisimo grado de im-
plicacion de la profesion farmacéutica en todas las acciones sani-
tarias impactadas por la pandemia y le ofreciamos nuestro apoyo
y colaboracion. Fruto de ello, fui convocado por el Ministro de Sa-
nidad a una reunion telemdtica, donde queria saber la situacion
actual y futura de los farmacéuticos esparioles y las posibilidades
de colaboracion que le ofrecid esta Academia. La videoconferencia
se celebro el 27 de mayo, con la presencia del propio ministro y d
ellos directores generales de ordenacion profesional, Agencia Es-
pafiola de Medicamentos y productos Sanitarios y de Salud Piblica.
En esa reunion, de la que tuvo conocimiento la Casa Real y de la
que fue felicitada por el Rey de Espaiia, se abordd el constituir una
mesa de trabajo para avanzar en la desescalada de la COVID19.
Esta mesa, se reunio posteriormente el 15 de junio, con la asisten-
cia de la directora de la Agencia Espafiola del Medicamento, M
Jests Lamas Diaz y los directores generales de la Cartera Comin
de Servicios del SNS y Farmacia, Patricia Lacruz Gimeno y de Or-
denacion Territorial, Rodrigo Gutiérrez concluyendo con el com-
promiso de que un miembro de nuestra Academia, M® José Alonso
Ferndndez, entrase dentro de las mesas de trabajo de la Agencia
Espariola del Medicamento.

Por ofro lado, hemos firmado convenios de colaboracion
muy interesantes durante el curso pasado, de los que dard cuenta
el Académico Secretario. No obstante, quisiera destacar el firmado
con el Instituto de Salud Carlos I1l que, junto a la colaboracion con
el Ministerio de Sanidad, esencialmente con la Agencia Espaiiola
del Medicamento y Productos Sanitarios, supone un hito inédito
en esta Academia en el dmbito sanitario al mdximo nivel de la ad-
ministracion del Estado. Los convenios firmados con los mdximos
representantes de la profesion farmacéutica, los de la industria
farmacéutica (FARMA INDUSTRIA, GSK), Fundacién Otimes y las
estrechas colaboraciones que mantenemos con la farmacia hospi-
talaria, distribucion farmacéutica (COFARES), sanidad privada
(ASISA), farmacia militar y otras, van cumpliendo el objetivo mar-
cado en mi discurso de inauguracion del curso 2020, abriendo esta
Institucion a la familia farmacéutica y a la sociedad en general.
Tenemos asi, nuevos patrocinadores para nuestro concurso cientifico
y la creacion de nuevas cdtedras que financiaran nuestras activi-
dades. La cdtedra dedicada a nuestro compaiiero Juan Manuel
Reol Tejada, ha sido una de las mds queridas para nosotros, por
lo que sentimentalmente representa.
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Tenemos que ser el pegamento aglutinante, junto al Con-
sejo General de Colegios farmacéuticos de Espaiia, en esta via de
unidad entre los distintos estamentos farmacéuticos, porque serd
en beneficio de la sociedad a la que servimos. Agradezco a su pre-
sidente Jesus Aguilar la labor que estd haciendo en este sentido,
asi como su liderazgo en este proceso.

En base a ello, el 22 de diciembre, se constituyd en la sede
del CGCOF, la mesa de la profesion farmacéutica, de la que for-
mardn parte, ademds del propio CGCOF y nuestra Institucion, la
Conferencia de Decanos de Farmacia, la Federacion Espaiola de
Estudiantes de Farmacia, la Sociedad Espafiola de Farmacia Hos-
pitalaria (SEFH), la Sociedad Espafiola de Farmacéuticos de Aten-
cion Primaria (SEFAP), la Sociedad Espaiiola de Farmacia Clinica,
Familiar y Comunitaria (SEFAC), la Sociedad Espaiiola de Far-
macia Rural (SEFAR), Fundacion Pharmaceutical Care, la Asocia-
tion Espaiiola de Farmacéuticos de la Industria (AEFI), la
Asociacion Espaiiola de Laboratorio Clinico (AEFA), la Federacion
Empresarial de Farmacéuticos Espafioles (FEFE) y la Federacion
de Distribuidores Farmacéuticos (FEDIFAR).

De esta manera, la crisis de la COVID-19, nos da la opor-
tunidad a los farmacéuticos espaioles de trabajar unidos para
construir un brillante futuro.

Asimismo, fui invitado como presidente de la RANF, a par-
ticipar como jurado en los premios Panorama del medicamento
2020.

Hemos realizado las reuniones de la mesa del Instituto
de Espaiia con regularidad, presenciales y telemdticas, mante-
niendo una relacion muy fluida con el Ministerio de Ciencia e In-
novacion, a través, sobre todo, del subsecretario Pablo Martin,
fruto de la cual ha sido el incremento de nuestras subvenciones
en un 10% dentro de los presupuestos de este afio y, sobre todo,
el reconocimiento por parte del ministerio de la importante labor
que realizan las RRAA del IE, construyendo una solida relacion
entre éstas y la administracion del Gobierno de Espaiia, lo que
estd llevando a una mayor difusion de nuestras actividades dentro
de la web del Ministerio de Ciencia e Innovacion. El objetivo, es
contribuir a una transmision de nuestra labor a la sociedad civil.

Igualmente, el 10 de noviembre asisti, en representacion
de la Academia, al coloquio “Ciencia e innovacion con perspectiva
de género”, invitado por la secretaria del ministro de Ciencia e
Innovacion y que fue presidida por el propio ministro, Pedro
Duque, asi como a la inauguracion del curso de las RRAA del IE,
en la sede de la RAE, presidida por el Rey de Espaiia Felipe VI.

He dicho.
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ARTIiCULO sobre FIGURAS DE LA CIENCIA

RESUMEN

Se detallan y comentan algunos datos biogrdficos relativos al virdlogo Profesor Adolfo Garcia Sastre correspondientes
a su etapa como estudiante en la Facultad de Biologia de la Universidad de Salamanca, durante los cursos finales de
su Licenciatura (afios 1981-1986), asi como a los siguientes en que realizd su Tesis de Licenciatura (Tesina) en 1986,
y Doctorado (1986-1990), en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de dicha Facultad (Director: Prof.
J.A. Cabezas); habiendo obtenido en ambas las méximas calificaciones y el Premio Extraordinario en la de Doctorado.
También se resumen las lineas de investigacion que cultivd en Salamanca hasta 1991 en colaboracién con el director
de ambas Tesis (el Profesor Titular Enrique Villar), el Profesor J.A. Cabezas y, a veces, otros. Los resultados obtenidos,
asi como los derivados de su breve etapa inmediata en el Instituto Pasteur de Paris, en coordinacion con el Departamento
salmantino, fueron publicados en revistas de Virologia o de Bioquimica de gran prestigio y presentados en congresos
nacionales e internacionales. Posteriormente, en su etapa americana en el Mount Sinai de Nueva York, entrd en contacto
con el Profesor Mariano Esteban, entonces trabajando en el Downstate Medical Center de New York, SUNY, y ambos,
conjuntamente con el grupo del New York University (NYU) dirigido por Ruth Nussenweig y Fidel Zavala, llevaron a
cabo experimentos seminales de inmunologia que abrieron las bases a la combinacion de vacunas en protocolos
prime/boosty activacién de linfocitos TCD8+ con resultado de alta eficacia frente a patdgenos. Estos protocolos estdn
siendo implementados en numerosos ensayos preclinicos y clinicos. La contribucion del Prof. Garcia Sastre a la ciencia
estd actualmente en fase exponencial, abriendo nuevos horizontes en el entendimiento de la biologia molecular de
virus emergentes, su patologia, interaccion virus-hospedador y desarrollando nuevos procedimientos de control viral.

ABSTRACT

We give some biographical details of the virologist Professor Adolfo Garcia Sastre, as a Graduate student (1981-1986)
in the Biology School of University of Salamanca and during his PhD Thesis (1986-1990) in the Department of Bioche-
mistry and Molecular Biology (Chairman Prof J.A. Cabezas), under the supervision of Prof. Enrique Villlar and obtaining
the highest academic marks. The research lines that he established in collaboration with his Thesis director, with Prof
JA Cabezas and others, as well as his results during his stay at the Pasteur Institute in Paris, are also highlighted. His
findings in this period were published in prestigious Virology and Biochemistry journals and presented at national and
international meetings. Thereafter, when he moved to Mount Sinai in New York, he met Prof Mariano Esteban, then
working at Downstate Medical Center in New York, SUNY and both, in collaboration with the group of Prof. Ruth Nus-
senzweig and Fidel Zavala at New York University, set up seminal immunological studies that are the basis for combined
vaccination approaches, prime/boost and activation of CD8+ T cells, now widely used in preclinical and clinical studies.
The scientific research contributions of Prof. Garcia Sastre are growing at an exponential rafe, opening new horizons
in understanding the molecular biology of emerging viruses, their pathology, virus-host cell interactions and strategies
of virus control.
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Real Academia Nacional de Farmacia

Keywords:

Adolfo Garcia Sastre
University of Salamanca
Royal National Academy of Pharmacy

Vinculacion del virologo profesor Adolfo Garcia Sastre con la Universi-

dad de Salamanca y con la Real Academia Nacional de Farmacia

José Antonio Cabezas Fernandez del Campo, Mariano Esteban Rodriguez



1. ANTECEDENTES. EL ALUMNOY DOCTOR DE LA UNIVER-
SIDAD DE SALAMANCA ADOLFO GARCIA SASTRE

Es sabido que para luchar contra enfermedades produci-
das por virus se han venido empleando, ya desde hace afos, con
gran eficacia, vacunas antivirales. Mediante ellas se logra combatir
a los virus y evitar su propagacion, causante de nuevas victimas.
Ademds, se ha buscado la curacion de los enfermos usando farmacos
adecuados. Pero en casos como el de la actual pandemia que esta-
mos padeciendo, provocada por el virus SARS-CoV-2, los éxitos con
tratamientos que intentan ser curativos han sido, hasta la fecha,
muy limitados, principalmente por las peligrosas caracteristicas de
un virus de reciente aparicion. Afortunadamente, se dispone de va-
rias vacunas eficaces, producidas por diversas empresas farmacéu-
ticas de distintos paises y pronto llegardn otras que se estdn ya
ensayando preliminarmente también en centros de investigacion
como el CSIC en Espaia.

La publicacion en el mes de enero tltimo, en la prestigiosa
revista Science, de un articulo del que es coautor el actual Profesor
universitario en Nueva York Adolfo Garcia Sastre, relativo a trabajos
en los que él participa sobre un futuro medicamento que ha dado
en los ensayos experimentales realizados resultados muy esperan-
zadores en la lucha contra este virus, ha despertado un enorme y
justificado interés mundial.

¢Qué vinculacion existe entre el Prof. Garcia Sastre y la
Universidad de Salamanca?

Veamos abreviadamente algunos datos (1):

En 1981, el joven Adolfo inici6 su formacion cientifica en
la prestigiosa Facultad de Biologia salmantina, cursando los cinco
afios de la Licenciatura (1981-1986) con altas calificaciones. Mostrd
predileccion por las asignaturas de Bioquimica | (o Estructural), Bio-
quimica Il (o Metabdlica) y Biologia Molecular, ensefiadas en dicha
Facultad por la cdtedra de Bioquimica; también encargada de la
ensefanza de la Biologia Molecular.

Esta cdtedra (que puede considerarse como la primera
estrictamente de este nombre en la ocho veces centenaria Universi-
dad salmantina) fue dotada en 1968 por la acertada politica de po-
tenciacion de la Ciencia desarrollada por el Ministro Don Manuel
Lora Tamayo, Quimico y Farmacéutico, quién en la década de 1960
cre6 numerosas Secciones de Ciencias Bioldgicas (enseguida con-
vertidas en Facultades de Biologia). Por orden ministerial de 24-
IV-1969 la ocup, por concurso de traslado, el ya Catedrdtico (desde
hacia casi 10 afios) de Bioquimica Estdtica y Dindmica de la Facultad
de Farmacia de la Universidad de Santiago de Compostela, Prof.
José A. Cabezas Ferndndez del Campo (2).

Ya en el 0ltimo afo de carrera, Garcia Sastre comenz6 su
aprendizaje investigador bajo la direccion del entonces Profesor Ti-
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tular (luego Catedrdtico) Don Enrique Villar Ledesma, quién le gui6
en la realizacion de la Tesis de Licenciatura (“Tesina”), presentada
con el titulo de: “Estudios sobre la sialidasa de tres cepas del virus
de la enfermedad de Newcastle” en octubre de 1986, obteniendo
la mds alta calificacion.

Posteriormente, el Prof. Villar, encargado de la supervision
cotidiana, y uno de los autores (JAC), efectuamos la grata tarea de
la direccion de la Tesis Doctoral de Garcia Sastre que, defendida por
élen 1990, con el titulo de: “Estudios sobre las proteinas de la mem-
brana del virus de la enfermedad de Newcastle y del virus de la
gripe C", obtuvo la mdxima calificacion y después el muy prestigioso
Premio Extraordinario de Doctorado.

2. INVESTIGAC,I()N REALIZADA EN SALAMANCA POR EL DR.
ADOLFO GARCIA SASTRE

Desde su vinculacion a la cdtedra de Bioquimica del De-
partamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de
Biologia de la Universidad de Salamanca siendo estudiante del
quinto y Oltimo afio de carrera, en el curso 1985/86, Adolfo colabord
en los proyectos de investigacion que en él sucesivamente se fueron
realizando, centrados mayoritariamente en estudios experimentales
relativos a los virus de la gripe y de la enfermedad de Newcastle,
sobre fodo en lo concerniente a sus enzimas sialidasa (neuramini-
dasa) y O-acetilesterasa.

Ademds, en octubre de 1990, en coincidencia con su re-
ciente doctorado, se intensificd la colaboracion iniciada por J. A. Ca-
bezas en 1979 con el Director de la Unité d’Ecologie Virale del
Instituto Pasteur de Paris (Prof. Claude Hannoun). Esto facilitd que
el nuevo Doctor se desplazara a este Instituto para ampliar su for-
macion durante un breve periodo de tiempo, siendo esta su primera
permanencia en un centro extranjero.

El resultado obtenido por el Dr. Garcia Sastre con sus co-
laboradores Cabezasy Villar, y en ocasiones los franceses Hannoun,
Fiszon y Manuguerra, fueron 15 publicaciones, ademds de algunas
otras en colaboracion con otros investigadores. Las revistas en que
aparecieron fueron principalmente las siguientes: Research in Vi-
rology (3), Intervirology (4), Virus Research (5), Enzyme (6), Clinica
Chimica Acta (7) , Biochimica Biophysica Acta (8), The Biochemical
Journal (9), Biological Chemistry Hoppe-Seyler (10), asi como dos
capitulos en el libro titulado Sialic Acids (11).

Ademds, parte de estos resultados fueron presentados en
congresos o simposios internacionales o nacionales como los si-
guientes: EI 17° de la Federacion Europea de Sociedades de Bio-
quimica (FEBS), en Berlin (1986); el XIV de la Sociedad Espaiiola
de Bioquimica (SEB), en Mdlaga (1987); el Il Luso-Espariol de
Bioquimica, en Santiago de Compostela (1988); el X sobre Glico-
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conjugados, en Jerusalén (1989); el 7° sobre enfermedades liso-
somicas, en lttingen (Alemania), en 1989; el Il Congreso Nacional
de Virologia, en Valladolid (1990); el XI sobre Glicoconjugados, en
Toronto (1991).

Estos logros en investigacion alcanzados en la Universidad
de Salamanca fueron precedidos por un intenso esfuerzo realizado
en esta ciudad, siguiendo la conocida sentencia que dice: “A apren-
der a Salamanca”. Aunque esto solo da resultado si hay capacidad
intelectual en el aprendiz, pues en caso contrario también otra sen-
tencia sefiala que: " Quod Natura non dat Salmantica non prestat’.
D. Adolfo, “burgalés de pro”, ha conseguido estos éxitos iniciales
en la capital del Tormes, acompaiiado por otra bidloga, que es su
esposa, la bejarana Diia. Ana Ferndndez Sesma.

3.0PINION DEL PROFESOR ADOLFO GARCIA SASTRE SOBRE
SU ETAPA SALMANTINA

Nadie mejor que el propio interesado para comentar bre-
vemente lo que ha significado en su trayectoria profesional la etapa
salmantina de su juventud. Asi lo expone en una entrevista publi-
cada en el periodico de Salamanca LA GACETA, el 8 de enero de
2019:

“Durante mis aios en Salamanca tuve la suerte de contar
con grandes mentores cientificos que en todo momento me apoyaron
y me ensefiaron como planear experimentos que resulten en avan-
ces cientificos. Me refiero sobre todo a mi director de tesis, Enrique
Villar, que en ese momento se acababa de incorporar al Departa-
mento de Bioquimica como Profesor Titular. Enrique no sélo fue un
gran mentor para mi, también un gran amigo. Todos los que le co-
nocimos lamentamos profundamente su pérdida, cuando repenti-
namente fallecio a los 64 aiios en 2017. Tanto Enrique como el
entonces director del Departamento, el Profesor José Antonio Ca-
bezas, al cual nos referiamos todos con respeto y reverencia sim-
plemente como Don José, me dieron la ayuda, apoyo y confianza
necesaria para mi carrera posterior como investigador indepen-
diente. A esto hay que afiadir el apoyo de mis padres, de mis amigos
de entonces y de mi mujer, en aquella época mi novia, que en todo
momento me animaron a seguir mi formacion de investigador, a
pesar de las pocas salidas laborales que existian”.

También seiiala: “Salamanca es conocida en EE. UU. por
ser una de las tres primeras Universidades de Europa”. Y afiade:
“Debe fomentarse la cooperacion investigadora entre laboratorios
de Espaiia y el extranjero” (12).

Finalmente, en otra entrevista, del 21 de junio de 2013
(aunque publicada el 3 de febrero de 2019 en el periédico grana-
dino EL IMPARCIAL), titulada : “Un espaiiol en Nueva York, a la co-
beza de la investigacion de la gripe”, a la pregunta de “éQué

§

®

recuerdo guarda de Espaiia?”, contesta: “En Espaiia fue donde me
familiaricé con las técnicas de investigacion, ya que fue aqui donde
hice mi Tesis. No pierdo de vista que, aunque he tenido mds forma-
cion en Estados Unidos, mi primer contacto con lo que soy ahora se
encuentra en Salamanca; asi que creo que, de no haber sido por
eso, no podria haber conseguido lo que vino después. Me hice con
una beca del Gobierno para pasar dos afios en Estados Unidos,
donde busqué mi propia financiacion para quedarme. Tengo pre-
sente que la razon por la que tengo mi laboratorio en Nueva York
es porque hice mi Tesis en Salamanca” (13).

4. ADOLFO GARCIA SASTRE: UN GRAN CIENTIFICO Y VIRO-
LOGO ESPANOL EN NUEVA YORK

El segundo autor (ME) conocié a Adolfo poco tiempo des-
pués de su incorporacion al laboratorio de virus de la gripe que di-
rigia y adn dirige Peter Palese en el Mount Sinai de Nueva York. Ya
conocia a Pefer desde la década de los aiios 1970 por su trabajo con
el virus de la gripe, mucho antes de que se incorporara como Chair-
man en el Mount Sinai, al que se incorporaria Adolfo en el afio 1991
como investigador postdoctoral. Indica ME: A Adolfo le conoci en el
iclo de conferencias sobre Ciencia y Desarrollo Cientifico que yo co-
ordinaba en el Spanish Institute de Nueva York en 684 Park Avenue,
y dentro del cual, durante los dias 23 al 2 de mayo de 1991, varios
investigadores espaiioles, Mariano Barbacid, Joan Massagué, Angel
Pellicer y yo mismo presentamos las investigaciones mds punteras
sobre las bases moleculares del cdncer, proliferacion celular, terapia
genética y el VIH/SIDA. En esa época nos encontrdbamos en Nueva
York un reducido grupo de cientificos espaiioles, y teniamos por cos-
tumbre conocer a los cientificos recién llegados por si les podiamos
ayudar. Ya unos afios antes, en 1980, habiamos creado en Nueva
York la primera asociacion de Licenciados y Doctores Espanioles en
EE.UU, llamada ALDEEU, que integraba a todos los profesionales
esparioles en sus distintas dreas del conocimiento, como literatura,
humanidades, medicina, ciencias de la vida, etc. Yo me habia tras-
ladado a USA, primero a la Rutgers Medical School en New Jersey
en 1974, después de 4 afios en Londres en el National Institute for
Medical Research, seguido de mi incorporacion como jefe de grupo
en el Downstate Medical Center de New York (SUNY) en 1979. Por
ello, ya era un cientifico espariol experimentado en lidiar con los pro-
blemas que normalmente surgen a todos los recién llegados. Y no
es que Adolfo necesitara de nosotros, pues como buen castellano, de
Burgos, estd acostumbrado a lidiar con fodas las situaciones, por di-
ficiles que se pongan. De ese lado burgalés también es mi familia,
de padre y madre, aunque naci en un pueblo vallisoletano (Villalon
de Campos). Pero no voy a hablar de mi sino de Adolfo y la expe-
riencia que tuve con él mientras vivia en Nueva York y posteriormente

desde mi regreso a Espaiia.
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La relacion profesional con Adolfo se inicié por la comple-
mentariedad del trabajo que ambos estdbamos haciendo en nues-
tros respectivos laboratorios, mi grupo con la biologia de poxvirus,
su uso como vacunas y accion de los interferones, y Adolfo sobre el
virus de la gripe. Adolfo habia iniciado sus experimentos de genética
reversa con el virus de la gripe, con la doble finalidad de entender
los procesos de patogenia del virus, interaccion con la célula y uti-
lizar esos conocimientos en la elaboracion de vacunas con el vector
viral como vehiculo transportador de antigenos de otros patdgenos.
Nosotros teniamos un inferés semejante, asi que ambos proyectos
confluyeron entre si. El lugar de confluencia fue el laboratorio de
Ruth Nussenzweig del New York University Medical Center (NYU),
junto con el investigador chileno Fidel Zavala. Este era un grupo
lider en malaria y habia desarrollado procedimientos de vacunacion
utilizando esporozoitos inactivados y ademds habian identificado a
la proteina CS (circunsporozoito) como activador de respuesta in-
mune protectiva. Ademds habian identificado un epitopo en la (S
como responsable de la induccion de linfocitos T (D8 +. Debido a
la naturaleza hispana, surge junto con Fidel una colaboracion entre
los distintos laboratorios, NYU, Mount Sinai y SUNY, para utilizar
las tecnologias en vacunas que Adolfo y la que nosotros habiamos
desarrollado. Asi y después de varias reuniones decidimos ir ade-
lante y desarrollar vectores virales como candidatos vacunales frente
a malaria. Mi laboratorio, junto con los investigadores Dolores Ro-
driguez y Juan Rodriguez, generd por recombinacion homoéloga un
vector vacunal del virus vaccinia atenuado que expresaba la proteina
(S completa de Plasmodium yoelii, mientras que Adolfo generd me-
diante genética reversa el recombinante del virus de la gripe que
expresaba el dominio CS especifico de células T CD8+ localizado
en la parte mas inmunogénica de la proteina hemaglutinina del
virus gripal. El siguiente paso, que se realizd en NYU, era llevar a
cabo los experimentos de inmunogenicidad y eficacia en un modelo
murino de malaria. Al ser dos vectores distintos, nos hicimos varias
preguntas, como en que medida cada uno de estos vectores ejerce
un efecto protector, naturaleza de su respuesta inmunoldgica, ruta
de administracion, orden de inoculacion, si es mejor utilizar el virus
gripal primero y el vector de vaccinia segundo, o al revés, y que
papel ejercen las células T CD8+ en la proteccion. Todas estas pre-
guntas fueron gradualmente respondidas en una serie de trabajos
que fuimos realizando en colaboracion entre los tres laboratorios.
Lo mas interesante, cientificamente hablando, es que demostramos
que tanto la vacuna de gripe como la de vaccinia producian una
mayor respuesta inmune y eficacia frente a malaria cuando se com-
binaban ambas, siendo muy llamativo que el orden de inmunizacion
era fambién muy importante, de fal forma que este efecto era su-
perior cuando se utilizaba al virus gripal con el epitopo (S-CD8+
como primera inmunizacion (efecto priming) seguido al cabo de
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unas semanas por el segundo vector, virus vaccinia expresando toda
la proteina CS. Ademds, el efecto protector era mediado por los lin-
focitos T CD8+. Este fendmeno sinérgico llamado prime/boost
quedd bien asentado en los trabajos que se publicaron sucesiva-
mente (14, 15). El siguiente paso fue extender estos estudios tam-
bién hacia la activacion del otro brazo del sistema inmune, las
células B productoras de anticuerpos. Se sabia que la respuesta hu-
moral y celular era importante para el control de malaria, asi que
Adolfo genero también otro vector del virus gripal expresando dos
epitopos de la proteina CS, uno (D8+ en la proteina hemaglutinina
y otro para activacion de células B en la proteina neuraminidasa
del virus gripal, que sirvio para determinar hasta que punto la co-
laboracion entre la produccion de anticuerpos neutralizantes y de
linfocitos T citotoxicos contribuye mejor a la inmunogenicidad y efi-
cacia frente a malaria. En una serie de experimentos se determing
que la incorporacion de epitopos activadores de células B junto con
activadores de células T contribuye mejor al control de malaria mu-
rina, cuando se administraba la combinacion en prime/boost, pri-
mero con vectores de gripe (priming) seguido posteriormente de
vectores de vaccinia (boost) (16). Estos resultados demostraron que
para el control de patdgenos es necesario activar tanto una res-
puesta humoral de anticuerpos neutralizantes como una celular de
linfocitos T citotoxicos. Se establecid el concepto de que la combina-
cion de dos vectores virales atenuados era un buen sistema para ac-
tivar mejor respuestas inmunes By T, y que dos dosis de vacunacion
en forma heterdloga son preferibles a dos dosis del vector homo-
logo. Estos estudios abrieron también la puerta al desarrollo de
nuevas tecnologias de medida de activacion de linfocitos T (D8 +
por ELISPOT, tecnologia actualmente muy utilizada por todos los
grupos que evalian respuestas celulares T. Ademds, con la finalidad
de que estos profocolos de combinacion de vacunas tuvieran una
mayor aplicabilidad, se generaron vectores mas adecuados para
uso humano, como el vector “ cold adapted’ del virus gripal y el vec-
tor muy atenuado de poxvirus, el virus vaccinia modificado de An-
kara (MVA), expresando bien epitopos de CS (gripe) o la proteina
completa (S de malaria (17, 20). Hay que considerar que la malaria
sigue produciendo un gran ndmero de muertes anuales, alrededor
de 400.000 en 2019, por lo que una vacuna es absolutamente ne-
cesaria. Hubiera sido deseable haber trasladado estos experimentos
a ensayos con macacos y posteriormente a ensayos clinicos en hu-
manos, pero la investigacion que realizdbamos entonces iba mds
dirigida hacia la bdsica, la del conocimiento.

La experimentacion que habiamos implementado con
Adolfo para la malaria, la pudimos extender a la pandemia causada
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), ofra gran en-
fermedad, el Sida, que sigue produciendo un gran nimero de fa-
|lecimientos, unos 700.000 en 2019. Para ello, Adolfo gener6 un
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vector de gripe semejante al usado para malaria pero ahora expre-
sando un epitopo especifico de la proteina Env del VIH en la hema-
glutinina, mientras que nuestro grupo (ya trasladado al Centro
Nacional de Biotecnologia en Madrid) generd un vector de MVA ex-
presando la proteina Env completa del VIH. Demostramos en mo-
delo murino que la combinacion en prime/boost del recombinante
gripal seguido semanas después por el vector MVA era el protocolo
mas eficaz para inducir una potente respuesta celular frente al VIH
tanto sistémica como en nddulos linfdticos (18, 19).

Otro de los intereses de la investigacion de Adolfo era y
sigue siendo el entender las bases moleculares durante la relacion
entre virus-hospedador y en qué medida el virus escapa a la accion
de los inferferones, moléculas claves como primer sistema de de-
fensa del organismo. Este drea también formd parte de la colabo-
racion entre ambos laboratorios (21).

Adolfo tiene un CV impresionante con mds de 600 publi-
caciones en las mejores revistas de la especialidad en virologia y
ciencias de la vida, sobre biologia molecular de los virus, cico de
replicacion, patogenicidad y virulencia, mecanismos de evasion,
tanto de los virus de la gripe como de otros virus importantes en
salud humana, como Ebola, Dengue, Zika, HIV y recientemente
sobre el SARS-CoV-2/COVID-19, con aportaciones seminales en el
entendimiento y control de estos virus emergentes. Fundamental-
mente sobre los virus que producen epidemias y pandemias como
el virus de la gripe del afio 1918, con la resurreccion de este virus
pandémico a partir de secuencias genéticas obtenidas de fejidos res-
piratorios de pacientes que murieron de gripe ese aio, y que fue
publicado en Science, siendo considerado por la revista Lancetuno
de los descubrimientos mas importantes del aiio 2017. Fue preci-
samente sobre el virus de la gripe del 1918, que sirvié como tema
para su toma de posesion el 16 de mayo de 2017 como Académico
de la Real Academia Nacional de Farmacia (RANF), siendo yo Pre-
sidente, con el titulo “Los virus de la gripe: 1918-2017". Esta inves-
tigacion sobre el virus de la gripe le ha permitido abordar el
desarrollo potencial de una vacuna universal tanto frente a las cepas
homologas como heterdlogas del virus de la gripe, con la finalidad
de evitar la produccion de vacunas cada aiio y que la vacuna tenga
una amplia especificidad y neutralizacion frente a las nuevas cepas
del virus que surgen anualmente. Con esa finalidad, ya estd lle-
vando a cabo estudios dlinicos con candidatos vacunales desarrolla-
dos por su grupo y determinando si producen proteccion contra
distintas cepas. Con la aparicion de la pandemia SARS-CoV-2, el
grupo de Adolfo estd llevando a cabo una intensa y productiva ac-
tividad sobre la virulencia del SARS-CoV-2, estableciendo modelos
animales para su seguimiento y generando candidatos vacunales
frente a la COVID-19. Ademds, recientemente Adolfo, con otros co-
autores, ha publicado sus resultados, muy prometedores, relativos

a un medicamento (Aplidina® de la empresa espaiiola Pharma-
mar) del tipo no vacunal que seria muy eficaz para combatir este
virus (22).

Adolfo es un referente de la virologia mundial. Ocupa el
cargo de catedrdtico de medicina y microbiologia y director del Glo-
bal Health & Emerging Pathogens Institute del lcahn School of Me-
dicine en Mount Sinai en Nueva York. Dirige el Centro de
Investigacion de la Patogénesis de la Gripe. Ha obtenido numerosos
premios y distinciones, organizado numerosos cursos y congresos
internacionales, es inventor de moltiples patentes y miembro del
consejo editorial de revistas de alto impacto de la especialidad. En
2018 fue nombrado Doctor Honoris Causa por la Universidad de
Burgos. Su (V seguird creciendo de forma exponencial como lo viene
acreditando afio tras aio. Es un honor para Espaiia y para la RANF
tener entre sus ciudadanos y miembros al profesor Adolfo Garcia
Sastre, eminente cientifico y virdlogo.
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ARTICULO

RESUMEN

La infeccion cronica por el virus de la hepatitis C (VHC) estd asociada con la resistencia a la insulina y la
diabetes tipo 2. El objetivo general de este estudio fue evaluar los efectos del sofosbuvir sobre la resistencia
a lainsulina inducida por el VHC. Para ello, se realizo un estudio clinico que incluy6 42 pacientes con VHC
resistentes a la insulina, que fueron tratados con diferentes regimenes antivirales basados en sofosbuvir.
Asimismo, se utilizo una linea de hepatocitos humanos que expresan un replicon del VHC de manera es-
table para determinar los mecanismos moleculares implicados en la accion de la insulina regulada por
sofosbuvir. Todos los pacientes alcanzaron una respuesta viroldgica sostenida después del tratamiento
con sofoshuvir y se observd una reduccion significativa en los marcadores de dafio hepatico, asi como en
el estadio de fibrosis. El indice de resistencia a la insulina (HOMA) mejord significativamente a lo largo
del estudio. A nivel molecular, el tratamiento con sofosbuvir mejord la activacion de la cascada de sefia-
lizacion de la insulina tras la estimulacion con dicha hormona en los hepatocitos con VHC, y, en conse-
cuencia, revirtio la expresion elevada de genes gluconeogénicos, el aumento de la produccion de glucosa
y la deficiencia de la sintesis de glucogeno en estas células. En conclusion, estos resultados sugieren que
el sofoshuvir mejora la respuesta deficiente a la insulina originada por la infeccion del VHC, proporcio-
nando novedosas evidencias en cuanto a los mecanismos moleculares implicados en la sensibilizacion a
la insulina inducida por este tratamiento.

ABSTRACT

Chronic hepatitis C virus (HCV) infection is associated with insulin resistance and type 2 diabetes. The overall
aim of this study was fo evaluate the effects of sofosbuvir (SOF) on HCV-induced insulin resistance. Clinical pa-
rameters were recorded and insulin resistance index (HOMA) calculated from 42 insulin-resistant HCV-patients
who underwent SOF-based regimens, at baseline, at the end of treatment (EoT), and at one year after the
EoT. Likewise, Huh7 cells expressing full-length HCV replicons were used to elucidate the molecular mechanisms
involved in insulin action regulated by SOF All patients reached a sustained virological response after SOF fre-
atment and, as expected, a significant reduction in liver damage markers and fibrosis stage was observed af
the EoT that remained one year later. HOMA significantly improved throughout the study time period. Besides,
an increase of fotal cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol and apolipoprotein B levels were maintained
over time affer the EoT. At the molecular level, SOF treatment improved the activation of the insulin signalling
cascade affer stimulation with the hormone in HCV-hepatocytes and, accordingly, reversed the elevafed ex-
pression of gluconeogenic genes, the increased glucose production and the impairment of glycogen synthesis
induced by HCV. Furthermore, SOF challenge induced an increase of insulin receptor substrate 1 (IRS1) content
parallel to a reduction in its serine phosphorylation in HCV-hepatocytes. These results provide novel evidence
about the molecular mechanisms involved in the hepatic insulin sensitization induced by SOF treatment involving
the recovery of IRST protein levels as a hallmark of SOF effects.
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1. INTRODUCCION

La infeccion por el virus de la Hepatitis C (VHC) supone
un importante problema de salud pdblica con 170 millones de per-
sonas infectadas de manera cronica en todo el mundo (1). De hecho,
la infeccion por el VHC se ha convertido en la principal causa de en-
fermedad hepdtica cronica relacionada con el desarrollo de otras
enfermedades hepaticas tales como la fibrosis, cirrosis o carcinoma
hepatocelular (CHC), y ha sido la principal causa de trasplante he-
pdtico durante los Gltimos veinte afios (2).

Curiosamente, la infeccion cronica por el VHC estd aso-
ciada con la resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 (3, 4). De
hecho, la prevalencia de resistencia a la insulina y diabetes tipo 2
es significativamente mayor en los pacientes infectados por el VHC
en comparacion con individuos no infectados o que padecen otras
enfermedades hepdticas crénicas (5, 6). Ademds, varios estudios
han demostrado que la resistencia a la insulina hepdtica asociada
al VHC puede afectar negativamente la respuesta al tratamiento
con interferon (7-9).

A nivel experimental, existen evidencias que indican que
el VHC interfiere de manera directa en la ruta de sefializacion de
la insulina. De hecho, se ha detectado una reduccion en la expresion
hepdtica de mediadores clave en el inicio de esta cascada de sefia-
lizacion, como es el caso de los sustratos del receptor de insulina
(IRS), IRST e IRS2, en pacientes con infeccion cronica por VHC, en
ratones transgénicos que expresan VHC, asi como en un modelo ce-
|ular experimental de infeccion por VHC (10, 11). Los mecanismos
moleculares implicados en la deficiente expresion de IRST e IRS2
son moltiples, como la induccion de supresores de la sefializacion
de citocinas (SOCS) (11-13) o la activacion de diferentes quinasas
que promueven la fosforilacion de residuos de serina de IRST, in-
hibiendo la fosforilacion en residuos tirosina, imprescindible para
la activacion del mismo, y promoviendo su degradacion (14). Asi-
mismo, el VHC induce la expresion de moduladores negativos de la
via de sefializacion de la insulina como la proteina tirosina fosfatasa
1B (PTP1B), el homélogo de fosfatasa y tensina (PTEN) y la prote-
ina fosfatasa 2A (PP2A) (15). En conjunto, todos estos mecanismos
impiden que la activacion de AKT, un efector clave en la accion de
la insulina en el higado, que conduce a la resistencia a la insulina
(10, 14).

En los dltimos afios, el descubrimiento de tratamientos
antivirales basados en los nuevos y altamente eficaces agentes an-
tivirales directos se ha convertido en un avance revolucionario en
el tratamiento de la infeccion por VHC. En comparacion con el fra-
tamiento estdndar utilizado anteriormente (terapia con interferan
pegilado mds ribavirina), los tratamientos basados en estos nuevos
antivirales muestran una actividad pangenotipica, una mayor tole-
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rabilidad y minimos efectos adversos asociados a la medicacion, y
logran una mayor respuesta viral sostenida, casi del 100%, con tra-
tamientos mds cortos y sencillos en pacientes infectados por el VHC
(16-18). Entre ellos, sofosbuvir (SOF), un nucleétido andlogo del
inhibidor de la polimerasa NS5B del VHC, fue aprobado por la Ad-
ministracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA)
para el tratamiento de la infeccion cronica por VHC en combinacion
con otros agentes antivirales en diciembre de 2013 (19, 20). Curio-
samente, la terapia antiviral con agentes antivirales directos, in-
cluido el sofosbuvir, parece mejorar notablemente la sensibilidad a
la insulina periférica en pacientes infectados por VHC (21); sin em-
bargo, se desconocen los mecanismos moleculares involucrados en
|a relacion entre la erradicacion del VHCy la recuperacion en la res-
puesta a la insulina inducida por estos antivirales.

Por todo lo anterior, el principal objetivo de este estudio
fue determinar los efectos del sofosbuvir sobre la resistencia a la
insulina inducida por el VHC, tanto en pacientes tratados con regi-
menes basados en este antiviral como en hepatocitos que expresan
un replicon completo de VHC tratados in vitro con dicho antiviral.

2. MATERIALY METODOS

2.1. Estudio clinico

El estudio clinico se realizd de acuerdo con los principios
de la Declaracion de Helsinki y la Conferencia Internacional de Ar-
monizacion de Buenas Prdcticas Clinicas. La inclusion de los pacien-
tes en el estudio asi como la obtencion de las muestras bioldgicas
de los mismos se llevd a cabo tras la firma de un consentimiento
informado especifico aprobado por el Comité Etico de Investigacién
Clinica del Hospital Universitario Virgen del Rocio (Sevilla, Espaia).
Los datos personales y el material bioldgico de todos los pacientes
se tratardn con confidencialidad y seguridad, de acuerdo con la nor-
mativa basada en la Ley 15/1999 y en la Ley 14/2007 sobre Inves-
tigacion Biomédica.

Este estudio retrospectivo incluy6 42 pacientes con enfer-
medad hepdtica cronica asociada a VHC reclutados de manera ale-
atoria y consecutiva en el Servicio de Digestivo del Hospital
Universitario Virgen del Rocio (Sevilla, Espaiia) entre enero de 2015
y febrero de 2017. Los criterios de inclusion fueron los siguientes:
mayores de 18 afios de edad, presencia de resistencia a la insulina
(indice de resistencia a la insuling, HOMA > 2,5) al inicio del es-
tudio, y tratamiento antiviral completado. Se incluyeron pacientes
con cualquier estadio de fibrosis hepdtica (de FO a F4), indepen-
dientemente del genofipo viral.

Los pacientes fueron tratados con diferentes regimenes
antivirales basados en sofosbuvir (SOF) segdn la eleccion del médico
y recibieron SOF/daclatasvir (DAC)/ribavirina (RVB) (n=7),
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SOF/Ledipasvir (LED)/RBV (n=12); SOF/DAC (n=>5); SOF/LED
(n=16) o SOF/Simeprevir (SIM) (n=2). La duracién del trata-
miento oscild entre 12 semanas (n=235) y 24 semanas (n=7).

La presencia de fibrosis hepdtica se evaluo mediante elas-
tografia transitoria no invasiva (Fibroscan® 402, Echosens, Paris,
Francia) y los pacientes se estratificaron siguiendo la siguiente es-
cala: FO-F1, < 7 kPa, ausencia de fibrosis o fibrosis leve; F2,7-9,4
kPa, fibrosis moderada; F3, 9,5-13 kPa, fibrosis avanzada; F4, >
13 kPa, cirrosis.

Los pardmetros demograficos, antropométricos, viroldgi-
cos y bioquimicos se registraron de la siguiente manera: edad, sexo,
indice de masa corporal (IMC), cuantificacion de ARN del VHC, ge-
notipo del VHC, historia previa del tratamiento antiviral, y pruebas
generales de laboratorio (aspartato aminotransferasa -AST-, ala-
nina aminotransferasa -ALT-, gammaglutamiltransferasa -GGT-,
fosfatasa alcalina -ALP-, albdmina, bilirrubina, creatining, glucosa,
insulina, hemoglobina glicosilada -HBalc-, colesterol fotal, coles-
terol unido a lipoproteinas de baja densidad -LDL-, colesterol unido
a lipoproteinas de alta densidad -HDL-, apolipoproteina B -ApoB-
y triglicéridos -TG-). El indice de resistencia a la insulina HOMA se
calcul aplicando la siguiente formula: insulina en ayunas (U/mL)
X glucosa en ayunas (mg/dL) / 405. El indice de fibrosis FIB4, mé-
todo no invasivo que predice la presencia de fibrosis hepdtica, se
calculd aplicando la siguiente formula: edad (afios) x AST (U/L)
/ [plaquetas (10°/L) > ALT/2 (U/L)].

Para el andlisis de estas variables virolégicas, bioquimicas
y metabolicas se recogieron muestras de sangre al inicio del estudio
(basal, B), al final del tratamiento (FAT) y un afio después del final
del tratamiento (final del seguimiento, FdS).

2.2. Cultivo celular

Para el estudio experimental, se utilizd la linea celular de
hepatoma humano Huh7. Las células Huh7 y sus derivados se cul-
tivaron en medio DMEM (medio Eagle modificado por Dulbecco)
enriquecido (suero fetal bovino 10%, L-glutamina 2 mM y antibio-
ticos: gentamicina 50 g/mL, penicilina 100 U/mL y 100 estrepto-
micina Jig/mL), a 37°Cen una atmésfera de CO, al 5%. Las células
Huh7 que expresan un replicon completo de VHC de genotipo 1b
(ConT; nimero de acceso a la base de datos EMBL AJ238799) se es-
tablecieron como se ha descrito previamente (22). Brevemente, las
construcciones plass/Core-3'/5.1 y pl377/NS3-3' se linealizaron con
Scal y se usaron como secuencia molde para la sintesis de ARN uti-
lizando la polimerasa ARN T7 (Promega, Madison, WI). Para la
transfeccion mediante electroporacion de 107 células Huh7 se utili-
zaron 20 g del ARN sintetizado, y 24 horas mds tarde se realizo
la seleccion antibiotica de las células transfectadas aiiadiendo gen-
tamicina B1 (500 pig/ml, G418). Durante 4 semanas tras la trans-

§

®

feccion, el medio de cultivo suplementado con gentamicina B1 se
reemplazo 2 veces por semana, y, finalmente, se aislaron las colo-
nias resistentes que son las que expresan un replicon completo de
VHC.

2.3. Tratamiento de las células con el farmaco antiviral

El sofosbuvir (SOF, proporcionado amablemente por Gi-

lead Science Inc., EE. UU.) se reconstituy6 en DMSO a una concen-

tracion de 10 mM. Las células portadoras del replicon del VHC se

trataron con sofosbuvir a 10 UM durante 9 dias en ausencia de G418

para evitar la muerte de las células una vez eliminado el replicon.

Cada 3 dias el medio de cultivo se sustituyd por medio fresco que
confenia sofosbuvir o vehiculo (DMSO).

2.4. Andlisis de la activacion de la cascada de senaliza-
cion de insulina
Para evaluar los efectos de sofoshuvir sobre la sefalizacion
de la insulina, se retird el suero del medio a las células portadoras
del replicon del VHC tratadas con sofosbuvir o DMSO antes de la es-
timulacion con insulina (1 0 10 nM, 10 minutos).

2.5. Andlisis de proteinas por inmunofluorescencia

Las células se cultivaron sobre un cubreobjetos de vidrio
de 12 mm de didmetro. Al final del experimento, las células se fija-
ron con paraformaldehido al 4% en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se per-
meabilizaron con NP-40 al 0,1% en PBS durante 10 minutos a tem-
peratura ambiente. A continuacion, las células se bloquearon con
TNB (Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,15 M, reactivo de bloqueo al 0,5% -
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania-) durante 30
minutos a 37°Cy se incubaron con los correspondientes anticuerpos
primarios diluidos en TNB durante 1 hora a 37°C: anti-VHC core
(clon C7-50, Affinity BioReagents, Goleen, CO) o anti-VHC NS5A (Vi-
rostat, Portland, ME). Después de lavar con NP-40 al 0,1% en PBS,
las células se incubaron con el anticuerpo secundario IgG de cabra
anti-ratén Alexa 488 (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR) durante
20 minutos a 37°C, se contratifieron con DAPI (Pierce, Rockford, IL)
y se montaron en el medio de montaje DakoCytomation (DAKO A /
S, Glostrup, Dinamarca). Las preparaciones se examinaron con un
microscopio confocal Leica TCS-SP5 (Leica Microsystems, Heidelberg,
Alemania).

2.6. Preparacion de extractos de proteinas para inmu-
noprecipitacion
Al final del experimento, las células se lisaron con tampén
RIPA (Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, Triton X-100 al 1%, SDS al 0,2%,
EDTA 1 mM, PMSF 1 mMy 5 pig/mL de leupeptina) durante 10
El tratamiento con sofosbuvir mejora la resistencia a la
insulina inducida por el virus de la hepatitis C
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minutos en hielo para obtener los lisados celulares totales. Después
de la determinacion del contenido de proteina con el reactivo de
Bradford, se inmunoprecipitd una cantidad igual de proteina (500
Mg) con anticuerpo anti-IRST (sc-8038, Santa Cruz Biotechnology
Inc., Heidelberg, Alemania). Los complejos inmunes se recogieron
en perlas de sefarosa (GE17-0120-01, Merck KGaA, Darmstadt, Ale-
mania), se calentaron a 95°C durante 5 minutos en tampén de carga
Laemmli (Tris 100 mM pH 7,6, glicerol al 10% (v/v), SDS al 6%
(p/v), azul de bromofenol al 0,2% (p/v), B mercaeptoetanol 2 mM)
y se sometieron al andlisis de proteinas por Western blot.

2.7. Preparacion de extractos de proteinas totales
Al final del experimento, después de lavar con PBS, las
células se lisaron en la placa con 100 L de tampdn de carga
Laemmli, se calentaron a 95°C durante 5 minutos y se sometieron
al andlisis de proteinas por Western blot.

2.8. Andlisis de proteinas por Western blot
Las profeinas se separaron en un gel de poliacrilamida-
SDSy se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad Inc.,
Hercules, CA, EE.UU.) que se incubaron en solucién de bloqueo

(leche desnatada al 5% en solucion salina tamponada con Tris -

TBS- 0 BSA al 3% en TBS) durante 1 hora a temperatura ambiente.
A continuacion, las membranas se incubaron durante la noche a 4°C
con los correspondientes anticuerpos primarios diluidos en TBS-T
(0,1% Tween-20 en TBS) con leche desnatada o BSA al 1%: anti-
VHC core (clon (7-50) de Affinity BioReagents; anti-HCV NS5A de
Virostat; anti-IRS1 (06-248) de Merk-Millipore (Darmstadt, Alema-
nia); anti-p53 (sc-126), anti-pTyr1146 IR (sc-81499), anti-IR (sc-
711), anti-fosfoserina (4A3, sc-81516), anti-pSerd73 AKT
(sc-7985-R) y anti-AKT (sc-5298) de Santa Cruz Biotechnology; anti-
pSer256 Fox01 (9461) y anti-pSer9 GSK3[3 (9336) de Cell Signaling
Technology (Boston, MA, EE.UU.); anti-Bactina (A-5441) de Sigma-
Aldrich Inc. (Madrid, Espaiia).

Posteriormente, las membranas se lavaron tres veces en
TBS-Ty se incubaron con IgG de cabra anti-raton o anti-conejo mar-
cada con peroxidasa (Pierce, Rockford, IL) dilvida en TBS-T durante
45 minutos a temperatura ambiente. Después de tres lavados en
TBS-T, se visualizo el anticuerpo unido a la membrana con el sus-
trato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Pierce). El andlisis
densitométrico de las bandas de proteina se realizo utilizando el
software ImageJ Biological Image Analysis (NIH, Bethesda, MD, EE.
UU.). Los resultados de la cuantificacion de los blots de todos los ex-
perimentos se expresaron en porcentaje de estimulacion con insulina
en relacion con la condicion de DMSO (100%), o en veces de cambio
en relacion a la condicion DMSO (1).
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2.9. Andlisis de expresion génica mediante PCR cuanti-
tativa en tiempo real (RT-qPCR)

EI ARN total se extrajo con Reactivo TRI (Vitro, Sevilla, Es-
pafia). Seguidamente, el ADNc se obtuvo a partir de 1 g de ARN
mediante transcripcion inversa (kit del sistema de transcripcion in-
versa, Promega Inc., Madison, WI, EE. UU.). La RT-gPCR se llevé a
cabo en un sistema detector de secuencias de PCR en tiempo real Ste-
pOnePlus ™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Madrid, Espaia) utili-
zando un kit SYBR Green (Promega Inc.) y cebadores aleatorios
d(N)6 que se compraron a Metabion (Planegg, Alemania):
5'-TACGTCCTCTTCCCCATCTG-3' y 5'-TCCCTGGTCCAGTCTCACAA-3'
para glucosa 6 fosfatasa, 5'-CCAGGCAGTGAGGGAGTTTCT-3"y 5'-
ACTGTGTCTCTTTGCTCTTGG-3' para fosfoenolpiruvato carboxiqui-
nasa, 5'-CACCTGCTGGAAACCACACTT-3' y
5'-AAGGTGAACCGGGACAGAGA-3' para PTP1B, 5'-AAGACATTATGA-
CACCGCCAAA-3'y 5'-GTTCTAGCTGTGGTGGGTTATGG-3' para PTEN,
5'-GAGCACTTGATCGCCTACAAGA-3' y  5'-ACCACGGTCATCTG-
GATCTGA-3' para PP2A. El gen 36B4 se utilizd como gen constitutivo
normalizador. Los resultados se expresaron en veces de cambio en
relacion a la condicion DMSO (1).

2.10. Andlisis del contenido celular de glucogeno

Después retirar el suero del medio durante la noche, las
células se lavaron dos veces con PBS, se resuspendieron con 200 pL
de H20d y se incubaron en hielo durante 10 minutos. A continuacion,
las muestras se hirvieron a 100°C durante 10 minutos para inactivar
las enzimas y se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos mds.
El contenido de glucdgeno en los sobrenadantes se midio con el kit
de glucdgeno Glycogen Assay Kit Il (ab169558, Abcam, Cambridge,
Reino Unido). Los resultados se expresaron en g de glucdgeno nor-
malizados por la proteina total (mg de proteina).

2.11. Tincion de PAS (Periodic acid-Schiff)

Las células se cultivaron sobre un cubreobjetos de vidrio
de 12 mm de didmetro. Tras retirar el suero del medio durante la
noche, las células se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con pa-
raformaldehido al 4% durante 10 minutos. Para la fincion de PAS
se afiadio una solucion de dcido peryédico al 0.5% (Sigma-Aldrich
Inc. Madrid, Espafia) durante 5 minutos y, a continuacidn, se tifieron
con el reactivo de Schiff (Sigma-Aldrich Inc. Madrid, Espaiia) durante
15 minutos. Por Gltimo, se realizd la contratincion con hematoxilina
durante 2 minutos y se montaron con el medio de montaje Permount
(Thermo Fisher Scientific Inc.). Las preparaciones se examinaron con
un microscopio 6ptico Nikon Eclipse E400 (Nikon, Japon). El andlisis
de las imdgenes se realizo utilizando el software ImageJ Biological
Image Analysis (NIH). Los resultados de la cuantificacion de las imd-
genes de todos los experimentos se expresaron en unidades arbitra-
rias (v.0.).
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2.12. Ensayo de produccion de glucosa

Las células se incubaron durante la noche en DMEM sin
suero y sin glucosa suplementado con piruvato de sodio 2 mM.
Luego, se recogid el medio de cultivo y se midid el contenido de glu-
cosa usando el kit de deteccion colorimétrica de glucosa.
(Ref.15880712, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.). Los resul-
tados se expresaron en mg/dL de glucosa normalizados por la pro-
teina total (mg de proteina).

2.13. Andlisis estadistico

Se utilizd la prueba de Shapiro-Wilk para verificar la nor-
malidad de la distribucion de datos. Los datos obtenidos del estudio
clinico se presentaron como media = desviacion estdndar (SD). Las
caracteristicas basales de los pacientes se presentaron como frecuen-
tia y porcentaje. Las variables se compararon entre los grupos de
pacientes (basal -B-, final del tratamiento -FdT- y final del segui-
miento -FdS-) mediante el test de Wilcoxon de pares equiparados.
Los datos experimentales obtenidos del estudio in vitro se presen-
taron como media = error estdndar de la media (SEM) y se com-
pararon utilizando el test t para datos no apareados. Todos los
andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software IBM SPSS
Statistics 24.0 (SPSS Inc., IBM, Armonk, NY, EE. UU.) y el software
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE.
UU.) con contraste bilateral, considerando estadisticamente signifi-
cativo un p valor < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Caracteristicas demogrdficas y basales de los pa-
cientes

La poblacion de estudio incluyo a 42 pacientes resistentes

a lainsulina (indice de resistencia a la insulina, HOMA > 2.5) antes

de comenzar el tratamiento antiviral (29 hombres (69%), media

§

®

Tabla 1. Caradteristicas demogrdficas, antropométricas, virolégicas y bio-
quimicas de la poblacion de estudio. Los datos se muestran como media
+ SD.

Pacientes

(n=42)
Edad (afios) 535+98
Sexo (hombre/mujer) 29/13 (69% / 31%)
IMC (kg/m2) 285+ 45
Hemoglobina (g/L) 1447 + 174
Plaquetas (< 10°/L) 150 + 77.3
AlbGmina (g/dL) 39+ 06
INR 1.1+02
Creatinina (mg/L) 08+02
Carga viral (log10 1U/mL) 62+07

Estadio de fibrosis (Fibroscan): ~ F0-F15(11.9%)

F27 (16.7%)
F38 (19%)
F422 (52.4%)

IMC, indice de masa corporal; INR, indice internacional normalizado.

de edad 53.5 aiios). El indice de masa corporal (IMC) medio fue de
28.5 kg/m2. El examen mediante elastografia transitoria (TE) reveld
solo 5 pacientes con FO-F1y 7 pacientes con fibrosis moderada (F2),
mientras que 30 pacientes tenian fibrosis avanzada o cirrosis (8
casos con F3 y 22 casos con F4) (Tabla 1).

Los pacientes fueron tratados segin la eleccion del médico
con regimenes terapéuticos basados en sofosbuvir (SOF). Los anti-
virales de accion directa utilizados para el tratamiento fueron: SOF
/ LED (= RBV) 66.7% (n=28/42), SOF / DAC (== RBV) 28.6%
(n=12/42) y SOF / SIM (= RBV) 4.7 % (n=2/42). Al final del
tratamiento, el 100% de los pacientes elimin el ARN del VHC, con-

Tabla 2. Los regimenes antivirales basados en sofosbuvir producen una disminucién significativa de la concentracién sérica de marcadores de dafio hepdtico en los

pacientes con VHC,

B FdS
ALT (IU/L) 80.82 + 47.47 23.84+20.49 »<00001 91.03 = 7.937 p<000
AST (1U/L) 68.57 = 37.62 26.7216.46 <00 23.26 = 7.550 <00
GGT (IU/L) 127.9 + 104.2 4149 =+ 50,57 p<ooml 40.71 45,29 p<omml
Bilirrubina (mg/L) 0.7834 + 0.3853 07063 =+ 0.4055 p=00%78 0.5745 =+ 0.3588 P00
FIB4 379 =2719 2.234 = 1.45p=000 9171 =+ 1.406 P<0001

Los datos se muestran como media = SD. B: basal; FdT: fin del tratamiento; FdS: final del seguimiento.

El tratamiento con sofosbuvir mejora la resistencia a la
insulina inducida por el virus de la hepatitis C
Esther Rey, Patricia Marafion y Agueda Gonzalez-Rodriguez



Tabla 3. Los regimenes antivirales basados en sofosbuvir mejoran el estado de resistencia a la insulina de los pacientes con VHC.
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FdT

FdS

B
Glucosa (mg/dl)  111.1 + 31.83
Insulina (U/L) ~ 20.55 =+ 10.88
HOMA 5.566 = 2.376
HbATc (%) 5765 + 1.269

105.6 = 32.08 p=006e7
21.54 = 16.84 p=0111
4.843 + 3.358 p=000%8
5.741 = 0.9072 p=0209

103.9 = 33.92 p=00156
16.96 = 10.63 p=0002
4.226 + 2.524 p=0000
5.724 = 0.9970 p=03762

Los datos se muestran como media =+ SD. B: basal; FdT: fin del tratamiento; FdS: final del seguimiento.

siguiendo una respuesta virologica sostenida en todos los pacientes.
Como era de esperar, se detecté una disminucion significativa de los
marcadores séricos de dafio hepdtico, como ALT, AST, GGT y bilirru-
bina total en los pacientes al final del tratamiento que se mantuvo
un afio después (Tabla 2). Ademds, el indice predictivo de fibrosis
hepdtica FIB4 se redujo a lo largo de todo el estudio (p<0.0001)
(Tabla 2).

3.2. Cambios en la resistencia a la insulina sistémica y
el metabolismo de la glucosa
Los datos sobre los cambios en los niveles de glucosa e in-
sulina en suero de los pacientes incluidos en el estudio se muestran
en la Tabla 3. La glucosa en ayunas fue menor al final del trata-
miento con respecto a los valores basales (p=0.0687), alcanzando
una disminucion significativa en la visita de seguimiento al afio
(p=0.0156). No se observaron cambios en los niveles de insulina
tras el tratamiento (p=0.1113); sin embargo, se logrd una dife-
rencia estadisticamente significativa respecto al nivel basal un afio
después del final del tratamiento (p<0.001). Ademds, se observo
una bajada significativa en el indice de resistencia a la insulina
HOMA desde el final del tratamiento (p=0.0048), siendo mds pro-
nunciada un afio después (p<0.001), en comparacion con los datos
iniciales. En cuanto a los niveles de HbATc, no hubo diferencia a lo
largo del estudio.

3.3. Variaciones en marcadores lipidicos
A continuacion, se analiz el perfil lipidico de la poblacion
de estudio, encontrando un aumento significativo en el contenido
de colesterol total, LDL y ApoB mantenido en el tiempo después del
tratamiento (p <0.005), mientras que no se observaron diferencias
en los valores de TG y HDL (Tabla 4).

3.4. El tratamiento con sofoshuvir consigue la elimina-
cion del VHC en hepatocitos que expresan un replicon
del VHC de manera estable

Con el fin de explorar los posibles mecanismos molecula-
res implicados en los efectos de sofosbuvir sobre la mejora de la re-
sistencia a la insulina observada en los pacientes, realizamos un
modelo experimental in vitro: células Huh7 que expresan un repli-
con del VHC de manera estable tratadas con sofosbuvir para la eli-
minacion del virus y, posteriormente, estimuladas con diferentes
dosis de insulina.

Tras 9 dias de tratamiento con sofosbuvir (10 UM), no se
detecto la expresion de las proteina virales core y NS5A ni por in-
munofluorescencia (Figura 1A) ni por andlisis por Western blot (Fi-
gura 1B) en los hepatocitos que expresan un replicon del VHC en
comparacion con los que recibieron el vehiculo (DMSO), lo que indica
que mediante este protocolo de tratamiento con sofosbuvir se con-
sigue la eliminacion del VHC de manera eficaz.

Tabla 4. Los regimenes antivirales basados en sofosbuvir modifican el perfil lipidico de los pacientes con VHC.

B FdT FdS
Colesterol total (mg/dl) 155 + 37.95 182 + 38.77 p<000 174.9 + 35.73 p=00012
LDL (mg/dI) 86.45 = 32.50 110.9 + 36.03 p<00001 105.8 + 30.98°=000¢
ApoB (mg/dl) 8213 + 24.16 98.56 + 28.58 p<00 102.8 = 32.63 =000
HDL (mg/dI) 4783 = 17.85 49.39 + 17.11 p=0728 51.16 = 14.21 p=04m6
TG (mg/dl) 116.8 = 60.21 106.2 = 56.93 p=013% 111.3 = 60.51 p=0¢3¢3

Los datos se muestran como media + SD. B: basal; FdT: fin del tratamiento; FdS: final del seguimiento.

Sofoshuvir Treatment Improves Hepatitis C Virus-Induced In-
sulin Resistance
Esther Rey, Patricia Marafion y Agueda Gonzélez-Rodriguez
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Figura 1. La eliminacién del VHC se consigue tras el tratamiento con sofoshuvir en hepatocitos que expresan replicones del virus. Andlisis por inmunofluorescencia (A)
y Western blot (B) de la expresion de las proteinas virales core y NS5A de las células Huh7 con VHC que fueron tratadas durante 9 dias con vehiculo (DMSO) o sofosbuvir
(SOF). p53 se utilizé como control de carga. (n=3 experimentos independientes realizados por duplicado).

3.5. Efectos del sofoshuvir sobre la respuesta deficiente Con respecto a los sustratos de AKT, el tratamiento con so-
a la insulina inducida por el VHC foshuvir supuso un aumento en la fosforilacion tanto de Fox01 como
A continuacion, las células tratadas con DMSO o sofos-  de GSK3 tras la estimulacion con insulina (Figura 3).
buvir se incubaron con insulina (1 0 10 nM) durante 10 minutos. Estd ampliamente establecido que AKT fosforila al factor de

Como se muestra en la Figura 2, se observa un ligero aumenfo  transcripcion FoxO1, impidiendo asi su enfrada en el nicleo y, en con-
de la fosforilacién en tirosina del receptor de la insulina (IR) fras ~ secvencia, la transcripcion de genes gluconeogénicos como glucosa 6
la induccion con insulina a 10 nM en los hepatocitos con VHC tra-  fosfatasa (G6PC) y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCK1) (23). Asf
tados con sofosbuvir en comparacion con aquellos tratados con ~ 9ue la modulacién negativa de la sefializacion de insulina mediada
DMSO0. Ademds, la fosforilacion de AKT en respuesta a todas las por AKT que induce el VHC tiene como resultado la regulacion positiva

dosis de insulina mejord considerablemente en las células con VHC 48 G8PCy PCKT, lo que desencadena en un aumento en la produccidn
de glucosa hepdtica; estos eventos provocados por el virus se revirtie-

ron tras el tratamiento con sofosbuvir (Figura 4Ay 4B).

tratadas con el antiviral.
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Figura 2. El tratamiento con sofosbuvir mejora la respuesta a la insulina en las células Huh7 con VHC. Andlisis por Western blot de la fosforilacion del receptor de insulina
(pIR) y de la AKT de las células Huh7 con VHC que fueron tratadas durante 9 dias con vehiculo (DMSO) o sofosbuvir (SOF) y, posteriormente, se estimularon con insulina
(1 0 10 nM) durante 10 min. Los datos se presentan como media = SEM. *p <0.05y **p <0.01, SOF vs DMSO (n=4 experimentos independientes realizados por
duplicado).

El tratamiento con sofosbuvir mejora la resistencia a la
insulina inducida por el virus de la hepatitis C 21
Esther Rey, Patricia Marafidn y Agueda Gonzalez-Rodriguez



. ANAlESI

RANF

pFox01 l'."..'."'

PGSK3B . o ww o W e -

Bactin Si-.""'..'

11 10 10

- 1 1 10 10 insulina (nM)

DMSO

o
200
100

o
1 10 7 | 10

DMSO SOF

pFox01/Fox01
(estimulacién con insulina, %)

pGSK3/GSK3
(estimulacién con insulina, %)

SOF

g 2 8 &

o 8

1 10 1 10
DMSO SOF

Figura 3. El tratamiento con sofosbuvir mejora la respuesta a la insulina en los hepatocitos con VHC. Andlisis por Western blot de la fosforilacion de Fox01 y de GSK3[]
de las células Huh7 con VHC que fueron tratadas durante 9 dias con vehiculo (DMSO) o sofosbuvir (SOF) y, posteriormente, se estimularon con insulina (1 0 10 nM)
durante 10 min. B actina se utilizé como control de carga. Los datos se presentan como media + SEM. *p<<0.05, **p<0.01y ***p<0.005, SOF vs. DMSO (n=3 ex-

perimentos independientes realizados por duplicado).

Por otro lado, la AKT induce la fosforilacién de GSK3, inac-
tivando su adividad quinasa, lo que posteriormente conduce a una
activacion de la glucdgeno sintasa (GS), favoreciendo asi la sintesis
de glucdgeno (24). En este sentido, la sintesis de glucdgeno se vio im-
pedida en las células con VHCy, tras el tratamiento con sofosbuvir, los
niveles de glucogeno intracelular se incrementaron significativamente
en comparacion con las células tratadas con DMSO, como consecuencia
directa de la recuperacion de la sefializacion de AKT (Figura 5).

3.6. El traramiento con sofosbuvir recupera la expresion
de proteina de IRS1 en hepatocitos con VHC
Lo siguiente fue dilucidar los mecanismos moleculares sub-
yacentes a los efectos del sofosbuvir sobre la mejora de la respuesta a
la insulina en los hepatocitos con VHC. Mientras que los niveles pro-
teicos del receptor de la insulina se mantuvieron sin cambios (Figura
2), los de IRST aumentaron en las células tratadas con sofosbuvir (Fi-
gura 6A).

Puesto que es un hecho consolidado que el VHC altera la
sefializacion de la insulina a través de la fosforilacion en residuos
serina de IRS1 (25), se analizaron los niveles de esta fosforilacion,
encontrando una atenuacion de la misma en las células con VHC
tratadas con sofoshuvir en comparacion con las tratadas con DMSO
(Figura 6B), lo que explicaria la restitucion de la accion de la insu-
lina, sobre todo a nivel de AKT, tras el tratamiento con el antiviral.
Finalmente, evaluamos la posibilidad de que los cambios en la ex-
presion de moduladores negativos de la sealizacion de la insulina
también pudieran explicar la sensibilizacion a la insulina inducida
por sofosbuvir en los hepatocitos con VHC. De acuerdo con esta hi-
potesis, medimos la expresion de PTP1B, PTEN y PP2A en los he-
patocitos que expresan el VHC tratados con DMSO o sofoshuvir. Como
se muestra en la Figura 7, los niveles de ARNm de todas estas fos-
fatasas (PTPN1, PTEN y PPP2CA, respectivamente) permanecieron
inalterados.
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Figura 4. El tratamiento con sofosbuvir reduce la gluconeogénesis exacerbada por el VHC. Andlisis por RT-gPCR de los niveles de ARNm de G6PCy PCK1 (A) y de la pro-
duccion de glucosa (B) de las células Huh7 con VHC que fueron tratadas durante 9 dias con vehiculo (DMSO) o tratamiento con SOF. Los datos se presentan como media
+ SEM. **p<<0.01y ***p<0.005, SOF vs. DMSO (n=3 experimentos independientes realizados por duplicado).
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Figura 5. El tratamiento con sofosbuvir favorece la sintesis de glucdgeno en los hepatocitos con VHC. Andlisis del contenido de glucogeno intracelular por colorimetria
(A) y por tincién de PAS (B) de las células Huh7 con VHC que fueron tratadas durante 9 dias con vehiculo (DMSO) o tratamiento con sofosbuvir (SOF). Los datos se
presentan como media = SEM. *p<0.05 y **p<<0.01, SOF vs. DMSO (n=3 experimentos independientes realizados por duplicado).

4. DISCUSION

El presente estudio traslacional ha demostrado que el tra-
tamiento con sofosbuvir mejora la resistencia sistémica a la insulina
en pacientes con VHCy, por primera vez, se ha revelado qué meca-
nismos moleculares estdn implicados en los efectos de este antiviral
sobre la respuesta insulinica alterada inducida por el VHC en los
hepatocitos.

Una de las principales preocupaciones en el campo de la
atencion sanitaria es el gran nimero de personas afectadas por la
infeccion cronica por el VHC y sus complicaciones asociadas. En este
sentido, la infeccion cronica por el VHC estd asociada con la aparicion
de resistencia a la insulina, y se ha descrito un aumento en el riesgo
de padecer diabetes tipo 2 en pacientes infectados por el VHC (4,
5). De hecho, el desarrollo de estas complicaciones metabélicas re-
lacionadas con el VHC afecta la calidad de la salud de los pacientes
y supone una carga importante para la atencion médica. En los 0l-
timos aiios, la llegada de terapias anti-VHC basadas en antivirales

de accion directa se ha convertido en un avance revolucionario en
el tratamiento de la infeccion por VHC. La infeccion cronica por VHC
parece estar disminuyendo con la llegada de estos nuevos trata-
mientos. Este hecho se manifiesta en una menor carga de pacientes
con cirrosis e insuficiencia hepdtica cronica entre aquellos afiadidos
a lista de espera y los nuevos receptores de trasplantes.

Los resultados obtenidos en el estudio clinico mostraron
que los pacientes con VHC resistentes a la insulina tratados con re-
gimenes terapéuticos basados en sofosbuvir fueron respondedores
al tratamiento, independientemente del genotipo o del grado de fi-
brosis hepdtica. Como era de esperar, se detectd una disminucion
significativa de la concentracion de marcadores séricos de dafio he-
pdtico -AST, ALT, GGT y bilirrubina- en los pacientes al final del tra-
tamiento que se mantuvo un afio después, en concordancia con la
consecucion de una respuesta viral sostenida, en paralelo a una re-
duccion del indice predictivo de fibrosis hepdtica FIB4 a lo largo del
estudio. Ademds, se encontrd que los tratamientos basados en so-
fosbuvir parecen mejorar la homeostasis glucidica de los pacientes
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Figura 6. El sofoshuvir induce un aumento del contenido proteico de IRS1 paralelo a una reduccion en su fosforilacion en residuos serina en hepatocitos con VHC. Andlisis
por Western blot de la expresion de IRST (A) y de su fosforilacion en residuos serina (B) de las células Huh7 con VHC que fueron tratadas durante 9 dias con vehiculo
(DMSO0) o sofosbuvir (SOF). B actina se utiliz6 como control de carga. Los datos se presentan como media = SEM. **p<<0,01 y ***p<0,005, SOF vs. DMSO (n=3-4

experimentos independientes realizados por duplicado/triplicado).

El tratamiento con sofosbuvir mejora la resistencia a la
insulina inducida por el virus de la hepatitis C '
Esther Rey, Patricia Marafidn y Agueda Gonzalez-Rodriguez



. ANAlESI

RANF
www.analesranf.com ¥

PTPN1

- -
(=] o
I 1

mARN/36B4
(veces de cambio)
=]

PTEN

PPP2CA

.0-
DMSOSOF DMSOSOF DMSO SOF

Figura 7. El sofosbuvir no altera la expresion de moduladores negativos de la sefializacion de insulina en células con VHC. Andlisis por RT-gPCR de los niveles de ARNm
de PTPNT, PTEN y PPP2CA de las células Huh7 con VHC que fueron tratadas durante 9 dias con vehiculo (DMSO) o tratamiento con SOF. Los datos se presentan como

media = SEM (n=3 experimentos independientes realizados por duplicado).

con VHC. En particular, se observd una reduccion significativa del
indice HOMA post-tratamiento, que se mantuvo un aiio después.
Estos hallazgos concuerdan con datos previos que mostraron que
los regimenes de antivirales de accion directa libres de interferon
mejoran la resistencia sistémica a la insulina y los niveles de glucosa
en sangre en pacientes que eliminaron el VHC (21, 26-31). Con res-
pecto al higado, solo un estudio ha demostrado que la erradicacion
viral conseguida con estos nuevos tratamientos mejora la sensibili-
dad a la insulina hepdtica en pacientes con VHC que se sometieron
a un damp euglucémico-hiperinsulinémico (32).

A nivel molecular, este estudio también ha demostrado
que el sofoshuvir mejora la resistencia a la insulina hepdtica indu-
cida por la infeccion por el VHC. En este sentido, es bien sabido que
el VHC interfiere en los primeros pasos de la cascada de sefializacion
de la insulina, especificamente mediante la reduccion de la expre-
sion de las proteinas IRS, IRST “and” IRS2 (10, 11). La inactivacion
de estas proteinas “embarcadero” por diferentes mecanismos, como
la degradacion mediada por el proteasoma, se ha asociado en gran
medida con la resistencia a la insulina (33). Es importante destacar
que en este estudio el VHC provocd una reduccion del contenido de
proteinan de IRST en los hepatocitos, lo cual concuerda con estudios
previos realizados en diferentes sistemas celulares para el estudio
del VHC (12, 34), y el tratamiento con sofosbuvir fue capaz de equi-
librar los bajos niveles de esta proteina IRST en células con VHC .

De hecho, se observo que los niveles de fosforilacion en
residuos serina de IRS1 disminuyeron en las células con VHC trata-
das con sofosbuvir en comparacion con las células con VHC no tra-
tadas, lo que podria explicar la recuperacion del contenido de
proteina total de IRST después del tratamiento con este antiviral.
En este sentido, estd bien establecido que la proteina VHC-core in-
duce la fosforilacion en residuos serina de IRS1 blogqueando la fos-
forilacion en tirosina e induciendo la degradacion de IRST por el
proteasoma (10, 14, 34). Puesto que IRST es una molécula critica
involucrada en la transduccion de la senal de insulina desde el re-
ceptor de la insulina, su degradacion altera la activacion de AKT, lo

Sofoshuvir Treatment Improves Hepatitis C Virus-Induced In-
M sulin Resistance
Esther Rey, Patricia Marafion y Agueda Gonzélez-Rodriguez

que conduce a la resistencia a la insulina. En este estudio, se encontrd
que el tratamiento con sofosbuvir aumentd considerablemente la fos-
forilacion de AKT en respuesta a la insulina en hepatocitos con VHC
en comparacion con la condicion de DMSO, revirtiendo el estado de
resistencia a la insulina y, en consecuencia, la expresion elevada de
genes gluconeogénicos, el aumento de la produccion de glucosa y la
deficiencia en la sintesis de glucogeno, todos ellos eventos inducidos
por el VHC. Otros estudios también han demostrado que el fratamiento
de células infectadas con VHC con interferon modifica parcialmente
los marcadores indirectos de resistencia a la insulina, como la induccion
de la gluconeogénesis (35, 36). Sin embargo, este es el primer estudio
que muestra una reversion en el blogueo de la via de sefializacion IR
/ IRS1 / AKT en respuesta a la insulina en células con VHC curadas,
que se refleja en una disminucion de la gluconeogénesis y una recu-
peracion de la sintesis de glucogeno, otorgando al sofosbuvir un papel
clave en la regulacion de esta via y explicando sus efectos metabalicos
sobre la sefializacion de la insulina.

Dado que se ha descrito que el VHC también puede modi-
ficar la expresion de moduladores negativos de la sefializacion de la
insulina como son las fosfatasas PTP1B, PTEN y PP2A, se evalud la
posibilidad de que cambios en su expresion pudieran explicar la sen-
sibilizacion a la insulina inducida por sofosbuvir en hepatocitos que
expresan el VHC; sin embargo, el antiviral no moduld sus niveles de
expresion génica en las células con VHC.

Por otro lado, el VHC es también capaz alterar el metabo-
lismo de los lipidos, ya que varios estudios han documentado hipoco-
lesterolemia e hipolipidemia, particularmente niveles mds bajos de
colesterol fotal, LDL y ApoB, el principal componente proteico de LDL
y VLDL, en pacientes con infeccion cronica por VHC (37-39). Aunque
nuestro estudio no fue disefiado para aclarar los efectos del VHC sobre
el metabolismo de lipidos, ha demostrado que la eliminacion exitosa
del VHC resultd en un restablecimiento de los niveles circulantes de
colesterol total, LDL y ApoB, de acuerdo con las observaciones en pa-
cientes que lograron una respuesta viral sostenida tras el tratamiento
con antivirales de accion directa o con interferdn (40, 41).
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5. CONCLUSIONES

Tomados en conjunto, los resultados derivados de este es-
tudio traslacional indican que el sofosbuvir mejora la respuesta a
la insulina alterada por la infeccion del VHC. De hecho, este estudio
es especialmente relevante ya que es el primero que revela los me-
canismos moleculares implicados en la sensibilizacion a la insulina
hepdtica inducida por el tratamiento con sofosbuvir, que implica la
recuperacion de los niveles de proteina IRST como evento clave de
sus efectos.
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ARTiCULO

RESUMEN

Introduccién. En el agua de los ecosistemas acudticos considerados extremos, debido a los valores de sus pardmetros
fisicoquimicos y quimicos, tales como altas concentraciones de sales, ambientes oligotréficos, pH extremos, alta ra-
diacion y temperaturas extremas, existe una poblacion bacteriana que se ha adaptado a esas condiciones y que
pueden ser un reservorio importante de resistomas naturales.

Objetivo. Conocer los perfiles de susceptibilidad a diversos antibidticos en cepas del género Bacillus aisladas de bal-
nearios de aguas mineromedicinales y de agua de un lago cratérico volcdnico del Ecuador.

Palabras Clave:

Agua mineromedicinal

. . . . . Ambientes extremos
Materiales y métodos. Se analizaron un total de 16 muestras de agua mineromedicinal y 32 muestras de agua de Bucills
lago cratérico volcdnico. El aislamiento de Bacillus se realizd por la técnica de filtracion en membrana, utilizando eI

filtros Millipore de 0,45 um de poro, un volumen de muestra de 100 mL y el agar RyA. Las cepas aisladas se identi-
ficaron siguiendo los esquemas de MacFaddin (2004), complementadas con las pruebas bioguimicas de las galerias
Microgen para Bacillus. El perfil de resistencia a los antibidticos se determind por el método de difusion en placas de
Kirby y Bauer (1966) interpretdndose segdn el CLSI (2019).

Resultados. Se identificaron 19 cepas de Bacillus. La mayoria de las cepas fueron resistentes y multiresistentes a los Keywords:
antibidticos clindamicina, eritromicina, gentamicina, oxacilina y penicilina. ) -
Condusiones. Los resultados sefialan la presencia de especies de Bacillusy de resistomas asociados a este género en Mlneromedlc.lnul water
el agua de ambientes naturales extremos en el Ecuador, lo cual sugiere que estos ambientes pueden ser un reservorio Extreme environments

Resistencia a antibioticos

importante de bacterias resistentes a los antibioticos. Bacills
Crater lokes
ABSTRACT Antibiofic resistance

Introduction. The water of aquatic ecosystems considered extreme, given the values of its physicochemical and chemical

parameters, such as high concentrations of salts, oligotrophic environments, extreme pH, high radiation and extreme tem-
peratures, there is a bacterial population that has adapted fo these conditions and that they can be an imporfant reservoir
of natural resistomes.

Objective. The objective of the present work was fo know the profiles of susceptibility to various antibiotics in strains of the
Bacillus genus isolated from mineromedicinal water spas and water from a volcanic crater lake in Ecuador.

Matarials and methods. A total of 16 mineromedicinal water samples and 32 samples of crater volcanic lake water were
analyzed. The isolation of the Bacillus colonies was carried out by the membrane filtration technique, using Millipore filters
of 0.45 um pore, a sample volume of 100 mL and R,A agar. The isolated strains were identified following the schemes of
MacFaddin (2004), complemented with the biochemical tests of the Microgen galleries for Bacillus. The antibiotic resistance
profile was determined by the plate diffusion method of Kirby and Baver (1966), interpreted according to the CLSI (2019).
Resulfs. 19 Bacillus strains were identified. Most of the strains were resistant and multi-resistant fo the antibiotic clindamycin,
erythromycin, gentamicin, oxacillin, and penicillin. Conclusions. The resulfs indicate the presence of Bacillus species and
resistomes associated with this genus in the water of extreme natural environments in Ecuador, which suggests that these
environments may be an important reservoir of bacteria resistant fo antibiofics.
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1. INTRODUCCION

Los ecosistemas acudticos considerados como extremos no
son estériles y poseen una poblacion bacteriana escasa que depende
bdsicamente de las condiciones ambientales, ecologicas, fisicoqui-
micas y quimicas de estos sistemas generalmente de naturaleza oli-
gotrofica (1,2).

Segun Schmidt-Lorenz (3), la microbiota de un agua na-
tural estd constituida por dos tipos de microorganismos, muy dife-
rentes en origen y en propiedades, que coexisten: los llamados
autdctonos que son los propios del hdbitat y que constituyen la mi-
crobiota natural y los aldctonos procedentes de otro hdbitat (aire,
animales, peces, suelo y vegetales) y que se consideran contami-
nantes ocasionales.

Dentro de los microorganismos que se han detectado en
los ambientes acudticos extremos, se encuentran diferentes especies
del género Bacillus (2,4, 5).

El género Bacillusfue descrito por primera vez por Ferdi-
nand Julius Cohn entre 1870y 1880, su heterogeneidad en la fisio-
logia ecoldgica ha dificultado su clasificacion taxondémica (6, 7).

Bacillus es un género de interés, dado que aporta un am-
plio perfil de diversidad fisioldgica (acidofilia, alcalofilia, psicrofilia
y termofilia), virtud que es oforgada por la variedad de enzimas
que posee, lo cual le permite desarrollarse en diferentes hdbitats
tanto acudticos como terrestres, ademds de permitirle la produccion
de diferentes tipos de metabolitos que les confieren una alta adap-
tabilidad a distintas condiciones ambientales (7).

Algunas de las especies de Bacillus son consideradas como
patogenas para animales y el hombre, causando una diversidad de
enfermedades tanto agudas como crénicas, algunas de ellas con una
alta tasa de mortalidad, como es el caso del Bacillus anthracis, cau-
sante del dntrax (8).

RANF

Para tratar las infecciones causadas por las especies pa-
tdgenas de Bacillus se han aplicado diversos tipos de antibioficos.
Sin embargo, en los Gltimos afios se han venido observando los fe-
nomenos de resistencia y multiresistencia a los antibioticos utiliza-
dos, lo cual ha venido causando problemas de salud pdblica (9).

El rdpido incremento de la resistencia a los antibidticos en
las comunidades bacterianas es un fenomeno ecoldgico, pero tam-
bién es un fenomeno bioldgico, genético, epidemiologico y social
(10).

Se ha postulado que la resistencia bacteriana a los anti-
microbianos es el resultado del uso indiscriminado de estas sustan-
cias, que ejercen presion selectiva, promoviendo la supervivencia
de bacterias mejor dotadas para evitar su efecto letal (11).

Por otro lado, la resistencia bacteriana a los antibiéticos
sustenta la existencia ambiental de genes de resistencia a estos an-
timicrobianos en un sistema acudtico y terrestre, lo que se ha de-
nominado resistomas ambientales en los que estdn presentes
bacterias de distintos géneros y especies (12).

Diversos autores han demostrado la presencia de diferen-
tes tipos de cepas bacterianas, entre ellas de Bacillus, resistentes y
multiresistentes a los antibidficos en ecosistemas acudticos extremos
de diferentes partes del mundo (13, 14) lo que es de gran interés
desde el punto de vista de la epidemiologia, y sobre todo de la salud
plblica, dado que estas aguas son utilizadas de diferentes maneras
por personas que viven cercanas a estos ambientes o por personas
que las utilizan ocasionalmente en forma recreacional.

Tomando en consideracion lo antes sefialado, se planted
el presente trabajo de investigacion cuyo obietivo principal fue de-
terminar los perfiles de susceptibilidad a los antibiéticos en especies
bacterianas del género Bacillus aisladas de ambientes acudticos ex-
tremos, tales como manantiales de aguas termales y agua de lagos
cratéricos volcdnicos del Ecuador.

g - -
e

Figura 1. Piscina termal del balneario “Cununyacu”. Provincia de Pichincha. Ecuador

Susceptibility profiles to antibiotics in strains of the genus
Bacillus isolated from extreme aquatic environments of Ecuador
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Figura 2. Piscina Balneario “La Merced”. Provincia de Pichincha. Ecuador

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales
2.1.1 Sitios de muestreos
Se analizaron un total de 16 muestras de agua minero-
medicinal provenientes de los sitios de emergencia del agua, como
de las piscinas utilizadas por los baiistas, de cada uno de los si-
guientes balnearios:
1.- Balneario Cununyacu. Provincia de Pichincha. Ecuador
(Figura 1).
2.- Balneario La Merced. Provincia de Pichincha. Ecuador
(Figura 2).
3.- Balneario Rumiloma. Provincia de Pichincha. Ecuador
(Figura 3).
4.- Balneario Urauco. Provincia de Pichincha. Ecuador
(Figura 4).

De igual forma, se realizaron dos campaiias de muestreos
en el lago cratérico volednico Quilotoa (Figura 5), ubicado a 3914
m.s.n.m en la Provincia de Cotopaxi, a 32 km oeste-noroeste de la
ciudad de Latacunga y a 83 km al suroeste de Quito, en una zona
montafiosa entre las parroquias de Zumbahua (12.5 Km. Al Sur del
crdter) y Sigchos (17 Km. Al Norte del crdter), ecosistema que forma
parte de la reserva ecoldgica “Los llinizas”.

2.1.2 Muestras
En cada uno de los balneario de agua mineromedicinal
estudiados, se tomaron de manera aséptica, 2 muestras de 500 mL
de agua, recolectadas en recipientes estériles, durante 2 ocasiones
del afio 2019. Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente
hasta su procesamiento en el laboratorio, lo cual se realizo dentro
de las 24 horas luego de su recoleccion.

Figura 3. Vista del balneario “Rumiloma”. Provincia de Pichincha. Ecuador

genero Bacillus aisladas de ambientes acuaticos extremos del Ecuador
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Figura 4. Manantial del balneario mineromedicinal “Urauco”. Provincia de Pichincha. Ecuador

En el caso de las muestras del agua del lago cratérico Qui-
lotoa, se tomaron un total de 32 muestras. Las muestras de agua
se recolectaron en 8 sitios seleccionados a lo largo y ancho de la lo-
guna a nivel de la superficie. Se identificaron las coordenadas geo-
grdficas de los sitios de recoleccion mediante un GPS (Garmin
elrex20).

En cada ocasion de muestreo, se recolectaron dos muestras
de agua de 1 litro en cada uno de los sitios de muestreos seleccio-
nados. Para la recoleccion de las muestras se utilizaron frascos es-
terilizados y un muestreador de agua Van Dorn (Wildco Instruments
y modelo: 3-1120-G45).

Las muestras se cubrieron con papel aluminio para evitar
el paso de luz solar, trasladdndose bajo refrigeracion en una cava
refrigerada con hielo hasta el laboratorio, realizdndose los andlisis
microbioldgicos dentro de las 24 horas luego de la toma.

2.2 Métodos
2.2.1 Aislamiento de cepas bacterianas de Bacillus presentes
en muestras de aguas de ambientes extremos de Ecuador
Se utilizé la técnica de filtracidn en membrana, filtrando
un volumen de 100 mL de muestra de agua y utilizando filiros de
0,45 m los cuales se colocaron sobre la superficie del Agar R,A y
se incubaron a 30 °C durante un tiempo maximo de 7 dias. Se ais-
laron y purificaron las colonias crecidas en Agar Soja Tripticasa para
su posterior identificacion (15).

2.2.2 |dentificaciones taxondmicas de las colonias de Bacillus
aisladas

Se realizaron tinciones de Gram y pruebas bioquimicas

de acuerdo con los esquemas de MacFaddin (16) complementadas

con las contenidas en el kit comercial de identificacidn bacteriana

Figura 5. Vista del lago craterico volcdnico “Quilotoa”. Provincia de Cotopaxi. Ecuador.

Susceptibility profiles to antibiotics in strains of the genus
Bacillus isolated from extreme aquatic environments of Ecuador
Marco Gonzalez, et al.



IANAI.IES I

RANF

lwww.analesranf.com

Microgen para Bacillus (17). Se considerd una buena identificacion
cwando los porcentajes de probabilidad de identificacion arrojados
por el software de Microgen (Microgren ID, version 1.2.5.26) fueron
superiores al 75%.

Las cepas bacterianas aisladas se clasificaron siguiendo
los criterios taxondmicos del Manual de Bergey (18) y la nomen-
clatura del Comité Internacional de Sistemdtica Bacteriana (ICSB)
y publicadas en el Infernacional Journal of Systematic Bacteriology.

2.2.3 Determinacién del perfil de susceptibilidad a los antibid-
ticos de las cepas de Bacillus aisladas e identificadas
Se utilizo el método de difusion en agar de acverdo con
la técnica Kirby y Baver (19). Se tomaron 200 L de una suspension
de bacterias equivalente al McFarland 0,5 y se mezclaron con 100
mL de agar antibidtico. Se depositaron 25 mL en placas de Petri
estériles con agar Mueller Hintony una vez solidificado se colocaron
sobre su superficie discos de ampicilina (AMP 10 ig), ciprofloxacina
(CIP 5 pg), dindamicina (CLI 2 jg), eritromicina (ERI 15 pg), gen-
tamicina (GEN 10 pg), oxacilina (OXA 1 pg) y penicilina (PEN 10
U). La seleccion de antibidticos se realizd de acuerdo con lo reco-
mendado por el CLSI (2019). Se incubaron durante 24 a 48 horas
a 37 °C. Se utilizaron como cepas de control positivo y negativo, las
cepas de referencia de Escherichia coli ATCC 25922y de Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923. La prueba se interpretd de acuerdo con
las recomendaciones del CLSI (20).

3. RESULTADOS

Se aislaron e identificaron de cada uno de los balnearios
de aguas mineromedicinales investigados un total de 16 cepas de
bacterias del género Bacillus y 3 cepas de esta bacteria en el agua
del lago cratérico Quilotoa, siendo la especie Bacillus subtiles la de
mayor frecuencia de aislamiento, seguida de las especies Bacillus
cereusy Bacillus mycoides (Tabla 1).

Los antibiogramas realizados a las cepas de Bacillusiden-
tificadas, indican resistencias y multiresistencias de las cepas bacte-
riana a una diversidad de antibiéticos (Tabla 1). Todas las cepas de
Bacillus analizadas resultaron sensibles al antibidtico ciprofloxacina,
asi como resistentes a los antibidticos eritromicina y oxacilina.

De las 19 cepas de Bacillus evaluadas, 47,37 % (9) re-
sultaron resistentes al antibidtico ampiciling, 52,63 % (10) resis-
tentes a clindamicina, 57,89 % (11) a gentamicina y 68,42 % (13)
a penicilina (Tabla 1).

Con respecto a la multiresistencia de las cepas de Bacillus
estudiadas, el 5,26 % (1) resultaron resistentes dos antibioticos,
26,32 % (5) a tres antibioticos, 21,05 % (4) a cuatro antibioticos,
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31,58 (6) a cinco antibidticos y el 15,79 % (3) a seis antibidticos,
siendo el patron mds comdn la resistencia a cinco antibidticos (Tabla
1).

Entre las cepas de Bacillus multiresistentes defectadas des-
tacan la cepa de Bacillus cereus MB2 aislada del balneario La Mer-
ced, la cepa de Bacillus subtilis RB3 aislada del agua del balneario
Rumiloma'y la cepa de Bacillus mycoides UB1 aislada del balneario
Urauco, las cuales resultaron resistentes a 6 de los siete antibioticos
ensayados (Tabla 1).

4. DISCUSION

En todos los balnearios de aguas mineromedicinales in-
vestigados y en el agua de la laguna cratérica, fue posible aislar e
identificar cepas del género Bacillus.

Las especies bacterianas del género Bacillus, provienen
principalmente del suelo de donde pasan al agua, en el caso de las
aguas mineromedicinales se ha observado que son mds comunes
en aguas hipertermales, aunque crecen también en aguas meso-
termales (21).

Los bacilos Gram positivo esporulados del género Bacillus
han sido detectados en el agua de numerosos manantiales mine-
romedicinales de Espaiia (21, 22) como de Ecuador (5), ademds se
trata de un género cosmopolita distribuido en el suelo y otros am-
bientes en diferentes partes del planeta (23).

De igual forma, se han podido detectar cepas del género
Bacillus en aguas de lagos y ambientes volcdnicos (4, 24) resultado
similar al obtenido en este trabajo y que constituye el primer ais-
lamiento de especies de este género en aguas de lagos cratericos
del Ecuador.

En el presente estudio las cepas del género Bacillus resul-
taron resistentes a la mayoria de los antibidticos evaluados. Estos
resultados difieren con la investigacion llevada a cabo por Samanta
y colaboradores (25) quienes aislaron de ambientes acudticos, bac-
terias pertenecientes al género Bacillus, resistentes a niquel, cobalto,
cromo y cadmio, a los que les evaluaron la resistencia frente a once
antibidticos (cloranfenicol, estreptomicina, tetraciclina, norfloxacina,
rifampicina, kanamicina, meticilina, cotrimoxazol, neomicina, am-
picilina y dcido nalidixico). Estos aislados mostraron un predominio
de la sensibilidad, aunque fueron resistentes a kanamicina, ampi-
ciling, eritromicina y meticilina.

Asi mismo, otros investigadores han defectado diversas
cepas de bacterias del género Bacillus en el agua y sedimento de
lagos volcdnicos, resultado similar al obtenido en el agua del lago

Quilotoa (4, 24).
m I
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Tabla 1. Perfiles de susceptibilidad a los antibiéticos de cepas bacterianas del género Bacillus aisladas de muestras de aguas de diferentes

ecosistemas acudticos extremos de Ecuador.

Lugar Espedies Porcentaje de AMP ae cu ERI GEN OXA PEN
de Baailvs identificadion | (10ug) | (Sug) | (2ug) | (15ug) | (10ug) | (1ug) | (10U)
(Cédigo cepa) (%)
Balneario
Cununyaw
Pichincha
B spp.(CB1) 80 S S R R R R R
B. mycoides ((B2) 97 S S S R S R R
B, subtiles ((B3) 9 R S S R . R R
B subriles ((B4) 99 R S S R R R R
Balneario
La Merced
Pichincha
B. cereus(MBI) 98 R S S R R R R
B cereus (MB2) 98 R S R R R R R
B, subtilis(MB3) 98 S S R R S R S
B spp.(MB4) 87 S S R R R R R
Balneario
Rumiloma
Pichincha
B stearothermophilus 99 S S R R R R R
(RE1)
B, myciides(RB2) 90 S 5 S R R R R
B subrilis (RB3) 99 R S R R R R
B. subtiles (RB4) 90 R S S R S R S
Balneario
Urauco
Pichincha
B mycoides (UB1) 85 R S R R R R R
B cereus (UB2) 88 R 3 R R S R S
B thuringiensis (UB3) 95 S S S R S R R
B spp.(UB4) 83 R S S R R R R
Lago
Quilotoa
Cotopaxi
B spp. (LQBI) 79 S S S R S R S
B spp. (LQB2) 85 S S R R R R S
B kodhif(LQB3) 95 S S R R S R S

Nota: AMP: Ampicilina, CIP: ciprofloxacina, CLI: dindamicina, ERI: Eritromicina, GEN: Gentamicina, OXA: Oxaciling, PEN: Penicilina. R: Resistente. S: Sensible.

La resistencia a los betalactdmicos observada en la ma-
yoria de las cepas aisladas, puede deberse a la presencia en el eco-
sistema de ofras bacterias que presenten los genes de resistencias
a estos antibidticos y pudieran ocurrir mecanismos de transferencia
genética horizontal entre ellas. La presion ejercida por microorga-
nismos productores de antibicticos podria conducir a la dispersion
de genes de resistencia localizados en pldsmidos y transposones,
los cuales contienen no solo determinantes genéticos de resistencia
a antibidticos, sino también otros marcadores de seleccion, como la
resistencia a metales pesados muy comdn en estos ambientes (26).

Los datos del presente trabajo evidencian que bacterias
resistentes a antibioticos no se circunscriben al dmbito hospitalario,
ya que se encuentran circulando en el ambiente, donde seria posible
su diseminacion a través de los diferentes usos que tiene el agua.
Estos resultados estdn en correspondencia con los obtenido por otros
autores en diferentes tipos de ecosistemas acudticos del mundo (25,
26,27).
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Otros investigadores, han planteado que bacterias filoge-
néticamente diversas, ampliamente distribuidas en el ambiente,
muestran capacidades de subsistir frente a antibidticos naturales y
sintéticos. De esta manera, constituyen reservorios naturales de
genes codificadores de resistencia, denominados resistomas am-
bientales que pueden ser transferidos horizontalmente a microor-
ganismos patdgenos, que comparten el mismo hdbitat (27, 28).

El intercambio genético entre bacterias entéricas y la co-
munidad bacteriana autdctona, confiriendo resistencia a antibioti-
cos, ha sido sugerido por otros investigadores (29).

Lo planteado anteriormente, asi como la multirresistencia
natural que pueden presentar diferentes especies microbianas, pu-
dieran explicar los porcentajes de multirresistencia a los distintos
antibidticos, superiores al 60%, detectado en las cepas de Bacillus
estudiadas.

Es importante destacar que existe una resistencia natural
contra los antibidticos en muchas especies bacterianas, las cuales
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han tenido que desarrollar mecanismos de resistencia a los anti-
bidticos de manera de poder competir, en sus hdbitat, contra otros
microorganismos, muchos de los cuales son productores de estas
sustancias antimicrobianas. Este fendmeno de competencia y adap-
tacion se ha observado en cepas de bacterianas que se han podido
aislar y revivir de ambientes extremos, sobre fodo de sitios a bajas
temperatura donde se han conservado por miles de afio y que al
revivirlas y poder determinar sus perfiles de susceptibilidad a los
antibioticos han resultado resistentes y multiresistentes a una gran
diversidad de antibidticos, inclusive a los de nueva generacién (30).

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que los ambientes extre-
mos como los balnearios de aguas mineromedicinales y el agua del
lago cratéricos volcdnicos no son ambientes estériles, en el agua
oligotréfica de estos ecosistemas se han adaptado diversos tipos de
microorganismos, como es el caso de especies del género Bacillus.
En el agua mineromedicinal de balnearios de la provincia de Pi-
chincha del Ecuador y en el agua del lago cratérico volcdnico Qui-
lotoa, se han aislado cepas de Bacillus multirresistentes a diversos
antibidticos, lo cual indica que estos ecosistemas albergan resistomas
muy importantes, los cuales deben ser estudiados y caracterizados.
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RESUMEN

El consumo de analgésicos opioides ha experimentado un vertiginoso ascenso en las Gltimas décadas
a nivel mundial. Este elevado consumo estd relacionado con el aumento del nimero de prescripciones
de opioides para el fratamiento del dolor crénico y por el aumento de la dependencia a opioides. Los | Palabras Clave:
analgésicos opioides tienen una corta duracion de accion, siendo necesarias moltiples administraciones
para obtener analgesia prolongada. El empleo de formulaciones de liberacion prolongada permite | Opioides

espaciar los intervalos posologicos y estabilizar las concentraciones mdximas de farmaco en sangre, | Dolor

favoreciendo el cumplimiento terapéutico y reduciendo el riesgo de desarrollar adiccion. Sin embargo, | Adiccion

estas formulaciones llevan dosis mds altas de analgésicos opioides que las hacen mds susceptiblesde | Formas solidas orales de liberacion
ser alteradas. Asi, los avances en tecnologia farmacéutica mds recientes se han orientado hacia la | prolongada

aplicacion de recursos tecnoldgicos disuasorios de su ufilizacion por vias de administracion alternativas | Tecnologio antiabuso

con fines no terapéuticos. A su vez, los sistemas de liberacion modificada también juegan un papel Parches transdérmicos

esencial en el tratamiento de la adiccion a opioides: con el desarrollo de sistemas de administracion Implantes

parenteral capaces de prolongar la liberacion de opioides durante meses se consigue superarunade | Microesferas

las mayores dificultades para alcanzar el éxito del tratamiento en este tipo de pacientes como es el
cumplimiento terapéutico. En este articulo se realiza una revisién bibliogrdfica de los diferentes sis- | Keywords:
temas de liberacion prolongada de opioides que se encuentran actualmente autorizados en Europa

y/o en Estados Unidos para el tratamiento del dolor y de la dependencia a opioides. Opioids

ABSTRACT B(;mendence

The consumption of opioid analgesics has increased drastically in the last decades worldwide. This P oﬁ ongetelense solid ral dostge
high consumption is linked with a surge in the number of opioid prescriptions for the treatment of | ¢

chronic pain and a surge in opioid misuse and addiction. Opioid analgesics have a shorf duration of | Mbuse deferrent technology
action, making necessary frequent administrations to provide extended analgesia. The use of pro- | Transdermal patches
longed-release formulations enables dosing intervals fo be spaced out and drug blood levels to be | Implants

stabilized, improving therapeutic compliance, and reducing the likelihood of developing addiction. | Microspheres

However, these formulations contain higher doses of opioid analgesics which make them more sus-
ceptible to be manipulated. Hence, the most recent advances in pharmaceutical technology have been
oriented towards the application of abuse deterrent fechnologies aiming to prevent their adminis-
fration through alternative routes. Moreover, prolonged- release systems also play an essential role
in the freatment of opioid addictions with the development of parenteral dosage forms capable of
prolonging opioid release for months that help overcome one of the most important drawbacks in
achieving treatment success, namely, patient compliance. We review herein the different prolonged-
release opioid dosage forms currently approved in Europe and/or the United States for the treatment
of pain and opioid dependence.
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1. INTRODUCCION

El consumo de analgésicos opioides ha experimentado un
vertiginoso ascenso en las dltimas décadas a nivel mundial. En con-
creto, se estima que el consumo de opioides en Espafia aumentd un
98,51 % desde el afio 2010 hasta el afio 2020 (1). Los opioides son
los analgésicos mds potentes disponibles actualmente y deben su
efecto a su accion sobre el sistema opioide enddgeno.

El sistema opioide enddgeno estd formado por una amplia
gama de péptidos y receptores presentes en el sistema nervioso cen-
tral y periférico, el fracto gastrointestinal y el sistema inmunologico.
Por un lado, existen tres principales familias de péptidos opioides
endogenos: [B-endorfinas, encefalinas, y dinorfinas, expresados am-
pliamente a través de las vias neuronales y, en particular, las vias
del dolor. Por ofro lado, se han identificado tres clases principales de
receptores opioides: 1, ® y K. Estos tres receptores pertenecen a la
familia de receptores acoplados a proteinas G. Su activacion por ago-
nistas opioides tiene como efecto comdn la atenuacion de la percep-
cion del dolor y la inhibicion de la transmision del estimulo
nociceptivo mediante un mecanismo de hiperpolarizacion celular y
reduccion de los niveles de AMPc intracelular y de la liberacion de
neurotransmisores (2).

Sin embargo, cada uno de estos receptores tiene otros efec-
tos y distribuciones especificas (3). Los receptores opioides 1, activa-
dos principalmente por endorfinas, fueron los primeros en ser
descubiertos y se localizan en la corteza cerebral, el tdlamo, la mé-
dula espinal y el tracto gastrointestinal. Son responsables de procesos
especificos como sedacion, depresion respiratoria, euforia y enlente-
cimiento del trdnsito gastrointestinal (4). Los receptores opioides K,
unidos principalmente por dinorfinas, se localizan en el hipotdlamo
y en la sustancia gris del mesencétalo y participan en la produccion
de efectos sedantes y disforicos (5). Por Gltimo, los receptores opioides
O, unidos principalmente por encefalinas, estdn situados en los gan-
glios basales y su activacion produce efectos ansioliticos (6).

Los opioides son alcaloides derivados del opio (jugo exira-
ido de las cdpsulas de Papaver somniferum) y suelen atender a di-
ferentes dasificaciones (7). Los opioides con indicacion terapéutica
autorizada pueden clasificarse, por un lado, atendiendo a su origen
en: naturales (morfina, codeina); semisintéticos (buprenorfina, oxi-
codona, hidromorfona e hidrocodona) y sintéticos (metadona, fen-
tanilo, tramadol, tapentadol, naloxona y naltrexona) (8). Por otro
lado, atendiendo a como sea su interaccion con los receptores opioi-
des enddgenos pueden clasificarse en: agonistas, (morfina, hidro-
morfona, tramadol, oxicodona, tapentadol, hidrocodona, codeina,
metadona y fentanilo) (9); antagonistas (naloxona y nalirexona)
(10) o agonistas parciales, con afinidad por el receptor pero menor
capacidad de generar respuesta biolégica que los agonistas (bupre-
norfina) (10).
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El uso de analgésicos opioides se considera seguro cuando
se consumen durante periodos de tiempo cortos y cuando se sigue
la pauta posologica prescrita. Sin embargo, el empleo de opioides
a largo plazo conlleva riesgo de adiccion, donde el abuso del anal-
gésico opioide prescrito podria suponer el paso previo al consumo
de otros opioides no terapéuticos como la heroina, con riesgo de so-
bredosis potencialmente mortales (2). Las vias de administracion
mads utilizadas para el abuso de los analgésicos opioides son la via
intravenosa o nasal (11). Tal es la magnitud que en 2017 se estima
que en Europa 7380 personas murieron por sobredosis de opioides
(12). Estos trastornos en la conducta por el uso cronico de opioides
estdn altamente relacionados con los fendmenos de tolerancia, de-
pendencia fisica y sindrome de abstinencia (13).

Por un lado, la tolerancia se define como la disminucion
de la respuesta farmacoldgica de un opioide tras una administracion
repetida o prolongada, llevando implicito la necesidad de consumir
dosis cada vez mayores de farmaco para obtener un mismo efecto
farmacolégico (14). Por ofro lado, la dependencia fisica es el estado
de necesidad imperiosa de continuar el consumo de opioide que se
manifiesta por la aparicion de un sindrome de abstinencia ante la
interrupcion abrupta del consumo, la reduccion rdpida de la dosis,
la disminucion del nivel del farmaco opioide en sangre y/o la ad-
ministracion de un antagonista opioide. (15).

En este contexto, la formulacion de opioides en sistemas de
liberacion prolongada supone ventajas terapéuticas considerables en
|la farmacologia de opioides. En primer lugar, a nivel de analgésicos
opioides, la liberacion prolongada de farmacos favorece el cumpli-
miento terapéutico al aumentar los intervalos posolégicos, ademds
de reducir el riesgo de desarrollar adiccion por disminuir las concen-
traciones maximas de opioides y aumentar los tiempos a los que éstas
se alcanzan en comparacion con formas de liberacion inmediata. A
tal efecto se han desarrollado sistemas de liberacion prolongada por
via oral y transdérmica. En contrapartida, en el caso de sospecha de
adiccion a opioides, el aumento de dosis que conlleva el desarrollo de
sistemas de liberacion prolongada supone un mayor riesgo para el
uso ilicito de los mismos, por lo que, en segundo lugar y de manera
mds reciente, los avances en formulacion de opioides se han orientado
hacia la implementacion de recursos tecnoldgicos disuasorios de su
utilizacién por vias alternativas a las autorizadas (16).

Por Gltimo, los sistemas de liberacion modificada también
juegan un papel esencial en el tratamiento de la dependencia a opioi-
des, con el desarrollo de sistemas de administracion parenteral capaces
de prolongar la liberacion de opioides durante meses, lo que supone
sortear una de las mayores dificultades a la hora de alcanzar el éxito
terapéutico en la deshabituacion a opioides: que el tratamiento de
mantenimiento no se vea influenciado por la voluntad del paciente
para adherirse al mismo.
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En este articulo se realiza una revision bibliogrdfica de los
diferentes sistemas de liberacion prolongada de opioides que se en-
cuentran aprobados en Europa y/o en Estados Unidos y que actual-
mente estdn comercializados para el fratamiento del dolor y de la
dependencia a opioides.

2. SISTEMAS DE LIBERACION PROLONGADA DE OPIOIDES
PARA EL TRATAMIENTO DEL DOLOR

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor de-
fine dolor como una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada con una lesion presente o potencial. El dolor se considera
cronico cuando la duracidn es superior a tres meses, ya sea constante
o intermitente (17,18). Las regiones principalmente afectadas son
la cervical, la lumbar y la dorsal, ademds de las extremidades y las
articulaciones.

La prevalencia de dolor cronico en Europa se estima en
un 21% y en los Estados Unidos un 20,4 % (19,20). Debido al alto
impacto que tiene el dolor cronico en nuestra sociedad no es de ex-
traiiar el alto ndmero de recursos destinados a mejorar e indivi-
dualizar el tratamiento de cada paciente. Se estima que los costes
economicos directos e indirectos que supone el dolor cronico en Es-
paiia es del 2-2,8% del PIB (21,22).

Entre los factores de riesgo mds comunes se encuentran:
factores demogrdficos como la edad y el género, donde los pacientes
de mayor edad y las mujeres son mds propensas de sufrir dolor cro-
nico (23); factores relacionados con el estilo de vida, observdndose
que el tabaco y alcohol aumentan la probabilidad de sufrir dolor
cronico y que la realizacion de actividad fisica la disminuye; y, en
oltimo lugar, factores clinicos, ya que la probabilidad de padecer
dolor cronico aumenta con la presencia de otras enfermedades como
pueden ser depresion, obesidad y trastornos del sueio (24).

Los analgésicos opioides se han convertido en los farmacos
de eleccion para el fratamiento de dolor cronico moderado-severo,
dolor oncoldgico y dolor postoperatorio (25). Estas patologias se ca-
racterizan por la exposicion del paciente a largos periodos de dolor,
por lo que el empleo de opciones terapéuticas que proporcionen
largos periodos de analgesia va a mejorar la calidad de vida del
paciente sustancialmente. Sin embargo, debido a que los analgési-
cos opioides tienen, en general, una vida media corta, su formula-
cion en formas farmacéuticas de liberacion inmediata solo permite
periodos de analgesia de alrededor de 6 horas, dificultando asi el
cumplimiento posoldgico por parte del paciente por las frecuentes
administraciones. Ademds, estas altas frecuencias de administracion
generan grandes fluctuaciones en las concentraciones de farmaco
en sangre que aumentan el riesgo de sufrir efectos adversos (26).

Estos inconvenientes asociados a la dosificacion frecuente
son superados gracias al desarrollo de formas farmacéuticas de li-
beracion prolongada. El objetivo de estas formulaciones, en las que
la velocidad de liberacion pasa a ser limitante en el proceso de ab-
sorcion, es la prolongacion de la liberacion del principio activo en
el tiempo, ofreciendo asi varias ventajas frente a la liberacion in-
mediata. Entre estas ventajas cabe destacar la exposicion del pa-
ciente a periodos de analgesia mds prolongados, permitiendo el
espaciamiento de los intervalos posoldgicos, mejorando asi el cum-
plimiento terapéutico por parte del paciente al requerir menor ni-
mero de administraciones; y la obtencion de concentraciones
plasmaticas de farmaco mds estables, reduciendo la incidencia de
aparicion de efectos adversos asi como la probabilidad de generar
adiccion (27,28). Para el tratamiento del dolor cronico se han des-
arrollado formulaciones de liberacion prolongada de analgésicos
opioides por via oral y transdérmica.

2.1. Sistemas de liberacion prolongada por via oral

La via oral se caracteriza por ser una via de administracion
cdmoda y no invasiva (29). Un inconveniente asociado a esta via es
|a biotransformacion hepdtica que sufren ciertos farmacos adminis-
trados previa incorporacion a circulacion sistémica, conocido como
efecto de primer paso hepdtico (30). Por tanto, la via oral resulta
adecuada para fdrmacos que no sufran un efecto de primer paso
hepdtico muy intenso. La comodidad y no invasividad de la via oral
son aprovechadas para el desarrollo de formas farmacéuticas de li-
beracion prolongada de analgésicos opioides por esta via. Sin em-
bargo, la principal limitacion de los sistemas de liberacion
prolongada de administracion por via oral es que el tiempo durante
el cual es factible prolongar la liberacion del principio activo estd
restringido por factores fisioldgicos, fundamentalmente por el
tiempo de residencia de la forma farmacéutica en el tracto gastroin-
testinal (31).

Las formas farmacéuticas de liberacion prolongada por
via oral son altamente susceptibles de ser alteradas ya que contienen
mayor cantidad de farmaco activo que las formulaciones de libera-
cion inmediata, y ademds son mucho mas fdciles de manipular que
otras formas farmacéuticas como pueden ser los parches transdér-
micos. Entre las formas de abuso mds comunes de opioides prescritos
se encuentran: masticacion, trituracion o disolucion de las formu-
laciones para posterior inhalacion o inyeccion intravenosa. Para evi-
tar que esto suceda se han desarrollado un nuevo tipo de
formulaciones conocidas como formulaciones antiabuso (en inglés
abuse-deterrent) que incorporan estrategias especificas disefiadas
para limitar la capacidad de los usuarios de manipular la formula-
cion del medicamento, evitando su posible abuso (32). Hasta la
fecha, dos estrategias antiabuso se han incorporado a formas far-
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macéuticas orales de liberacion prolongada comercialmente dispo-
nibles en dlinica. La primera estrategia consiste en incorporar ba-
rreras fisicas o quimicas a la formulacion que proporcionan
resistencia a la alteracion mecdnica para evitar el masticado/tritu-
rado y posterior inhalacion o inyeccion intravenosa. Las barreras fi-
sicas estdn disenadas para resistir los dafios causados por los
utensilios domeésticos comunes y las barreras quimicas estdn dise-
fiadas para evitar la extraccion utilizando agua, alcohol v otros di-
solventes orgdnicos. La sequnda estrategia consiste en incorporar
a la formulacion antagonistas opidceos que tengan baja biodispo-
nibilidad por via oral y, por lo tanto, no contrarresten las propie-
dades analgésicas de la formulacion cuando se administren por esta
via, pero reduzcan o contrarresten la evforia inducida por el anal-
gésico opioide cuando se utilicen por inhalacion o inyeccion intra-
venosa (33).

Se han desarrollado comprimidos y cdpsulas de liberacion
prolongada (Tabla 1) capaces de prolongar la liberacion de anal-
gésicos opioides en hasta 24 horas (Figura 1).

2.1.1. Comprimidos

Existen varias estrategias tecnologicas que han servido de
base para la formulacion de opioides en comprimidos de liberacion
prolongada por via oral.

En primer lugar, se encuentran los sistemas matriciales. En
este tipo de sistemas el farmaco se dispersa uniformemente en una
matriz polimérica, que controla el acceso del medio de disolucion al
interior de la formulacion y dificulta por lo tanto la difusion hacia el
exterior de las moléculas del principio activo en solucion, controlando
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asi la velocidad de liberacion (29). La primera formulacion comercial
basada en los sistemas matriciales para controlar la liberacion de los
analgésicos opioides fue MS Contin®, aprobada en 1987 por la Food
and Drug Administration (FDA). Ademds, ha sido aprobada para su
uso en Europa bajo el nombre de MST Continus® en 1996. Utiliza
la plataforma Contin para prolongar la liberacion de morfina, per-
mitiendo asi pautas de administracion cada 12 horas (34). Esta pla-
taforma matricial estd constituida en esencia por una mezda de varios
polimeros hidrofilicos, como son la hidroxipropilmetilcelulosa y la hi-
droxietilcelulosa que contienen el farmaco disperso en su interior, y
alcoholes alifdticos de alto peso molecular como es el alcohol cetoes-
tearilico. El proceso tecnologico es el siguiente: primero se dispersa
la morfina en los polimeros hidrofilicos, que, tras la mezda, son so-
metidos a procesos de granulacion, tamizacion y secado. Después, los
grdnulos matriciales obtenidos se mezclan con los alcoholes de alto
peso molecular previamente granulados y se mezclan formando un
masa granulada uniforme. Para terminar, esta mezcla se somete a
un proceso de compresion para formar el comprimido final. Cuando
se administran estos comprimidos, el medio acuoso del tracto gas-
trointestinal difunde hasta el interior de la formulacion y provoca que
los polimeros hidrofilicos se hinchen formando un gel viscoso cuyo
grado de hidratacion va a estar controlado y limitado por los alcoholes
de alto peso molecular hidrofdbicos. La difusion del principio activo
va a depender del grado de difusion a través del gel hidratado (35).

Mejoras tecnoldgicas en el sistema matricial Contin dieron
lugar a AcroContin, plataforma utilizada con oxicodona bajo el nom-
bre comercial de Oxycontin®, medicamento aprobado en 1995 por
la FDA y en 1998 en varios paises europeos como son Austria, Es-

MS Contin®
Oxycontin®
Targin®
Nucynta ER®

Jurnista®
Edunix®

Medicamentos

Zohydro ER®

Palladone Continus®

Xtampza ER®

Kadian®

e
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|
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|
N
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J
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Figura 1. Intervalo posoldgico de los sistemas de liberacion prolongada por via oral para el tratamiento del dolor que se encuentran actualmente autorizados en Europa

y/o Estados Unidos
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FORMAFARMACEUTICA ~ OPIOIDE  NOMBRE COMERCIAL  FECHA DE PRIMERA TIPO DE SISTEMA TECNOLOGIA DOSIS
APROBACION (TECNOLOGIA) ANTIABUSO
comprimidos morfina MS Contin® 1987 sistema mafricial N/A 15,30, 60,
(Contin™) 100,200 mg
comprimidos oxicodona Oxycontin® 1995 sistema matridal fisicay quimica 10,15,20, 30,
(AcroContin™) (RESISTEC™) 40,60,80 mg
comprimidos oxicodona/naloxona Targin® 2010 sistema matricial secuestro de 5/25;10/5;
antagonista 20/40; 40/20 mg
comprimidos tapentadol Nugynta ER® 201 sistema matricial fisicay quimica 50,100, 150,
(INTACT™) 200,250 mg
comprimidos hidrocodona Hysingla ER® 2014 sistema matricial fisiay quimica  20,30,40, 60,
(RESISTEC™) 80,100,120 mg
comprimidos hidromorfona Jumista® 2006 sistema osmdtico N/A 4,816,
(OROS PUSH PULL™) 32,64mg
comprimidos hidromorfona Edunix® 2015 pellets multicapa N/A 4,8,16,32mg
cdpsulas morfina Kadion® 1996 pellets multicapa N/A 10,20, 30,40, 50,
(SODAS™) 60,80,100,200 mg
adipsulas hidrocodona Lohydro ER® 2013 pellets multicapa fisicay quimica 10,15,20,30,
(SODAS™) (BeadTek®) 40y50mg
cdpsulas hidromorfona  Palladone Confinus® 2001 sistema matridal N/A 4,8,16,24 mg
cpsulas hidrocodona Xiampza ER® 2016 sistema matridal fisica ~ (DETERX) 9.35:18;
27,36 mg

Tabla 1. Formulaciones de liberacion prolongada de opioides para administracion por via oral autorizadas para el tratamiento del dolor

paiia, Irlanda e ltalia. Al igual que su predecesor, también estd
formado por alcoholes alifdticos de elevado peso molecular como
componente hidrofobico; sin embargo, utiliza un copolimero de
metacrilato de amonio en lugar de un polimero de celulosa hidro-
filico como polimero controlador de la liberacion de oxicodona
(36). Una ventaja importante de este sistema frente a su predece-
sor es que cuando los comprimidos entran en contacto con los flui-
dos gastrointestinales, se produce una liberacion inmediata de
oxicodona durante la primera hora (30-40% de la dosis) provo-
cada por la disolucion y difusion del farmaco que se encuentra en
los grdnulos de la superficie del comprimido y, a continuacion, se
produce una liberacion sostenida de hasta 12 horas, a medida que
el fluido va penetrando a través de la matriz polimérica y va di-
solviendo el farmaco (35). Debido al incremento en los casos de
abuso de formulaciones de opioides, en 2010 se reformulo Oxy-
contin® utilizando la tecnologia RESISTEC™, una estrategia an-
tiabuso basada en el uso de dxido de polietileno de alto peso
molecular (PEQ) para formar una barrera fisica que impide la po-
sibilidad de que los comprimidos se puedan triturar. Ademds, en
contacto con un disolvente, el PEQ se convierte en un gel viscoso
que impide su uso por vias nasal e intravenosa (37,38).

Otras tres formulaciones basadas en sistemas matriciales

han sido aprobadas. La primera de ellas es Targin®, comprimidos
de oxicodona y naloxona embebidos en una matriz formada por
etilcelulosa y alcohol estearilico que recibieron aprobacion en va-
rios paises de Europa (entre ellos Espaiia) en 2010 (39). Targin®
fue aprobado por la FDA bajo el nombre de Targiniq® en 2014
pero suspendido un tiempo después. Ademds, incorpora como me-
dida antiabuso la presencia de un antagonista opioide dentro de
la formulacion matricial. La naloxona por via oral sufre un fuerte
efecto de primer paso, por lo que su biodisponibilidad tras admi-
nistracion oral es inferior al 3% y no es suficiente para antagonizar
los efectos de la oxicodona. Sin embargo, cuando se altera la for-
mulacion para posterior administracion por otras vias el antago-
nista reducird o contrarrestard el efecto del farmaco agonista
(40,41). Su pauta posoldgica es cada 12 horas. El segundo es
Nucynta ER®, formulacion de tapentadol aprobada en 2011 por
la FDA. Estd formulado en una matriz basada en la tecnologia an-
tiabuso INTACT™. Esta tecnologia consiste en la mezcla de PEQ,
hipromelosa y polietilenglicol (PEG) formando una matriz, donde
el PEQ provee de dureza y viscosidad suficiente al comprimido para
dificultar su manipulacion y administracion por vias alternativas
a la oral (42). En cuanto a posologia se administra cada 12 horas.
En Europa, los comprimidos de liberacion prolongada de tapen-
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tadol han sido autorizados con el nombre de Palexia Retard® y
Yantil Retard®. El dltimo medicamento es Hysingla ER®, com-
primidos de hidrocodona aprobados por la FDA en 2014. La matriz
estd compuesta por hidroxipropilcelulosa (HPC) y PEG como poli-
meros controladores de la liberacion (43). Hysingla ER® utiliza
la tecnologia RESISTEC™, misma tecnologia antiabuso que Oxy-
Contin®, basada en el uso del polimero PEQ, dando dureza y vis-
cosidad al comprimido para que sea de mayor dificultad su
administracion por vias alternativas (40,44). Hysingla ER® se ad-
ministra cada 24 horas y no ha sido aprobado en Europa.

Una segunda estrategia tecnoldgica es la utilizacion de
sistemas osmoticos. La hidromorfona representa el primer opioide
en ser comercializado utilizando la plataforma OROS (osmotic-
controlled release oral delivery system) Push-Pull™. Esta tecnolo-
gia consiste en un comprimido bicapa recubierto por una
membrana semipermeable y con una perforacion en una de sus
caras. La capa inferior o capa de empuije contiene un polimero hi-
dréfilo (agente polimérico osmético) capaz de formar un hidrogel
expandible que empuja el compartimento superior o capa del far-
maco. Este comprimido osmdtico actéa mediante el efecto combi-
nado de la hidratacion de sus dos compartimentos de modo que,
inicialmente la capa del farmaco absorbe agua suficiente para for-
mar una suspension o solucion que serd expulsada a través del
orificio de salida tan pronto como se dé la expansion y empuje por
parte del compartimento inferior previamente hidratado (45,46).
Esta plataforma es adecuada para farmacos con solubilidad inter-
media como la hidromorfona y su velocidad de liberacion es
proporcional al gradiente osmatico formado. El Gnico producto
comercializado es Jurnista® cuya frecuencia de administracion es
cada 24 horas. Este medicamento solo ha sido aprobado para su
uso en Europa.

Una Gltima modalidad para la formulacion de compri-
midos de liberacion prolongada de opioides consiste en la formu-
lacion de pellets multicapa que, posteriormente, son comprimidos
para formar la formulacion final. Es el caso de Edunix®, compri-
midos de hidromorfona que permite una liberacion prolongada
de hidromorfona de hasta 24 horas. El proceso tecnoldgico consiste
en afadir diferentes capas de principio activo y polimeros a una
esfera inerte de azbcar: la primera capa lleva hidromorfona y PEG,
la sequnda propilenglicol, HPCy etilcelulosa y la tercera y dltima
lleva hidromorfona, PEG e hidroxipropilmetilcelulosa. Para fina-
lizar, estos pellets multicapa se comprimen para formar los com-
primidos de liberacion prolongada (47). Edunix® no ha recibido
aprobacion por la FDA, solo estd disponible para su uso en clinica
en varios paises de la Union Europea. En concreto, en Espaiia se
aprobd en 2015.
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2.1.2. Capsulas

Aligual que en el caso de comprimidos, existen varias es-
trategias tecnoldgicas a la hora de formular farmacos opioides en
cdpsulas de liberacion prolongada.

En primer lugar, la incorporacion de pellets o perlas mul-
ticapa dentro de la cdpsula. Utilizan la tecnologia SODAS™ (Sphe-
roidal Oral Drug Absorption System), que consiste en recubrir un
ndcleo inerte con una capa de principio activo a la que, a su vez, se
recubre con posteriores capas de polimeros controladores de la li-
beracion. Dos medicamentos formulados con esta tecnologia estdn
disponibles para su uso en clinica. El primero de ellos recibi apro-
bacion por la FDA en 1996 bajo el nombre comercial de Kadian®
y consiste en pellets rodeados por una cubierta de morfina que, a
su vez, es rodeada por otra cubierta formada por dos agentes solu-
bles controladores de la liberacion diferentes, PEG y un copolimero
de acrilato de etilo y dcido metacrilico (Eudragit), cuya solubilidad
es dependiente del pH. Una vez que la formulacion se administra,
la cdpsula de gelatina dura se disuelve y libera los pellets en el
tracto gastrointestinal. En el pH dcido del estomago, el componente
PEG del recubrimiento de polimero se disuelve inmediatamente
creando poros que permiten una liberacion inmediata de morfina.
Sin embargo, como sélo el componente PEG puede disolverse en
ese punto, los poros son relativamente pequeiios, lo que limita la
difusion del principio activo. A medida que aumenta el pH, el co-
polimero comienza a disolverse aumentando el nimero y el tamaio
de los poros, incrementando por tanto la velocidad de liberacion
del farmaco (48). Kadian® debe ser administrado cada 24 horas.

El segundo medicamento es Zohydro ER®, formula-
cion de hidrocodona aprobada por la FDA en 2013. En este caso
utiliza como nicleo perlas rodeadas por dos cubiertas, una primera
cwhierta de hidrocodona, y una sequnda cubierta formada por un
copolimero de metacrilato de amonio controlador de la liberacion,
que gracias a su permeabilidad permite que el liquido gastrointes-
tinal entre y vaya solubilizando el principio activo, provocando, al
igual que Kadian®, primero una liberacion inmediata de principio
activo y una posterior liberacion prolongada en el tiempo (49). De-
bido a que la tecnologia SODAS™ no ofrece proteccion contra la
posible manipulacion intencionada de la formulacion, la empresa
responsable de la formulacion de Zohydro ER® decidio afiadir la
tecnologia BeadTek® para evitar posibles manipulaciones. Esta se-
gunda tecnologia consiste en la formulacion de perlas de PEQ con la
misma apariencia que las perlas de hidrocodona y su incorporacion
dentro de la cdpsula dura. Asi se consigue que ambas perlas sean fi-
sicamente indistinguibles y se dote a la formulacion de la rigidez su-
ficiente para evitar la manipulacion por parte del paciente (50). La
frecuencia de administracion de Zohydro ER® es cada 12 horas.
Kadian® y Zohydro ER® no han sido aprobados en Europa.
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La segunda estrategia tecnoldgica es la incorporacion
dentro de la cdpsula de sistemas matriciales, ya sean grdnulos o
microesferas de liberacion controlada. Existen dos medicamentos
disponibles en el mercado dentro de este grupo. Por un lado, Pa-
lladone Continus®, formulacion de hidromorfona aprobada en
2001 para su uso en varios paises europeos, incorpora grdnulos
matriciales formulados mediante el método de extrusion por fu-
sion. En este método se dispersa la hidromorfona en una matriz
compuesta por polimeros hidrofobicos controladores de la libe-
racion como la efilcelulosa que, a continuacion, se funde y se
pasa a través de un cilindro extrusor formando largas fibras que
posteriormente son cortadas para formar los grdnulos matriciales
de liberacion controlada (31). Este medicamento fue aprobado
por la FDA en 2004 bajo el nombre de Palladone®, pero retfi-
rado al cabo de un tiempo. Se debe administrar cada 12 horas.
Por otro lado, Xtampza ER® fue aprobado en 2016 y consiste
en cdpsulas que incorporan microesferas de liberacion prolon-
gada de hidrocodona. Xtampza ER® estd formulado con la tec-
nologia antiabuso DETERx, que se caracteriza porque cada
microesfera contiene oxicodona homogéneamente dispersa den-
tro de una matriz hidrofébica formada por dcidos grasos y ceras
que permiten controlar la liberacion de oxicodona y ademds son
capaces de resistir el aplastamiento, la masticacion, el calenta-
miento y la disolucion, lo que dificultard la administracion por
vias alternativas a la oral en caso de abuso (51). Estudios in vitro
han demostrado que, tras manipulacion de la formulacion,
Xtampza ER® es capaz de mantener las propiedades de libera-
cion prolongada en mayor medida que otras formulaciones con
tecnologias antiabuso como OxyContin® (52). Xtampza ER®
no estd aprobado en Europa y su frecuencia de administracion
es cada 12 horas.

2.2. Sistemas de liberacion prolongada por via trans-
dérmica

Los sistemas de liberacion prolongada por via transdér-
mica estdn disefiados para la administracion de un principio activo
a través de la piel de una forma no invasiva, simple, sequra y efec-
tiva, con el objetivo de ejercer un efecto sistémico tras su liberacion
y absorcion a través de las membranas cutdneas. Las principales
ventajas de la administracion de formas farmacéuticas de liberacion
prolongada por via transdérmica son la obtencion de concentracio-
nes plasmaticas de farmaco mds estables, espaciamiento en los in-
tervalos posoldgicos y reduccion de los efectos secundarios en
comparacion con las formas farmacéuticas de liberacion inmediata
(53). En concreto, el uso de parches transdérmicos permite alcanzar
liberaciones constantes de principio activo siguiendo una cinética de
orden cero (54). Por lo tanto, los parches transdérmicos deben ser
considerados como sistemas de liberacion sostenida donde los in-
tervalos posoldgicos son mayores que los logrados por via oral. Ade-
mads, los farmacos administrados por via transdérmica no sufren
efecto de primer paso hepdtico, por lo que los analgésicos opioides
cuya administracion por via oral sea inviable debido a que sufren
una fuerte metabolizacion hepdtica, son farmacos idoneos para su
incorporacion en parches transdérmicos (55).

Una de las mayores limitaciones en el desarrollo de siste-
mas de liberacion prolongada por via transdérmica es el bajo ni-
mero de principios activos que cumplen los requerimientos
especificos para atravesar el estrato corneo. El grado de difusion
del farmaco a través de la piel es directamente proporcional al co-
eficiente de difusion del farmaco, al coeficiente de reparto
octanol:agua y a la concentracion del farmaco en la formulacion. A
su vez, el coeficiente de difusion es inversamente proporcional al
peso molecular del farmaco. En general, farmacos con un coeficiente
de reparto intermedio, no idnicos, con un peso molecular bajo y con
elevada potencia analgésica son adecuados para la incorporacion

OPIOIDE NOMBRE COMERCIAL FECHA DE PRIMERA APROBACION DOSIS
Durogesic
fentanilo Matrix® 1998 21;42;84;126;168mg
Matrifen® 2007 1,38; 2,75; 5,50; 8,25, 11 mg
Transtec® 2002 20, 30,40 mg
buprenorfina Feliben® 2009 20, 30, 40 mg
Butrans® 2010 0,84;1,26; 1,68; 2,52; 3,36 mg*

Tabla 2. Formulaciones de parches transdérmicos de liberacion sostenida de opioides para administracion por via transdérmica autorizadas para el tro-
tamiento del dolor. * En este caso, la dosis se ha calculado segin la ecuacion: Dosis (mg)=constante de cesion de orden cero (g/h)*duracién del
intervalo posoldgico (horas)*1000
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a parches transdérmicos (56). Debido a la dificultad de encontrar
principios activos que rednan todos estos requisitos, tan solo dos
opioides (fentanilo y buprenorfina) se han formulado y comercia-
lizado en parches transdérmicos para su uso en clinica como anal-
gésicos (Tabla 2). La razén es que el fentanilo tiene un peso
molecular de 336,5 g/mol, un coeficiente de reparto de 813:1 y es
unas 100 veces mds potente que la morfina (57) y, la buprenorfing,
tiene un peso molecular de 467 g/mol, un coeficiente de reparto de
1281:1 y es 30 veces mds potente que la morfina (58). Sumado a
esto, ambos sufren un gran efecto de primer paso hepdtico: la bio-
disponibilidad oral es, en el caso de la buprenorfing, de 10-15% y,
en el caso del fentanilo, de 32% (59,60). Se han conseguido disefiar
formulaciones de estos dos farmacos capaces de prolongar la libe-
racion entre 3y 7 dias (Figura 2).

Una estrategia para la formulacion de parches transdér-
micos de liberacion sostenida es la utilizacion de sistemas reservorio.
Poseen una zona o depdsito donde se encuentra el principio activo
y otra zona que contiene una membrana polimérica, la cual con-
trolard la liberacion del farmaco desde el dispositivo. La primera
formulacion de parches transdérmicos basada en sistemas reservorio
conteniendo opioides fue Duragesic®, parches de fentanilo apro-
bados por la FDA en 1990. Sin embargo, un problema importante
asociado a este sistema es la liberacion abrupta de fentanilo en caso
de que la membrana controladora de la liberacion sufra algin tipo
daio ya sea accidental o intencionado (61). Esto generd una gran
preocupacion ante la posibilidad de aumento de intentos de abuso
de la formulacion y sirvio de precedente para la introduccion de me-
joras en el sistema que evitasen la liberacion repentina de fentanilo
en caso de manipulacion. Asi, Duragesic® fue suspendido, reformu-
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lado y reaprobado por la FDA en parches basados en un sistema ma-
tricial en vez de reservorio. Esta estrategia consiste en la dispersion
de fentanilo en una matriz polimérica adhesiva de poliacrilato con-
troladora de la liberacion rodeada por una capa de soporte externa
de acetato de efileno vinilico y tereftalato de polietileno. Ademds,
lleva una ldmina interior protectora de tereftalato de polietileno que
debe ser refirada antes de adherir los parches a la superficie de la
piel. Los parches se deben retirar cada 72 horas. Los parches matri-
ciales de fentanilo estdn comercializados en Europa bajo el nombre
de Durogesic Matrix® (conocido también como Durogesic DTrans®
y Durogesic SMAT®) (62). Una dltima formulacion de fentanilo
recibio autorizacion para su comercializacion en Europa en 2007 bajo
el nombre de Matrifen® (conocida también bajo el nombre de Fen-
divia®). No ha sido aprobado por la FDA. Se diferencia de las for-
mulaciones anteriores en que consiste un sistema mixto, formado
por una matriz de silicona con gotas de dipropilenglicol y fentanilo
dispersados en su interior rodeada por una membrana controladora
de la liberacion. Esta membrana de control supone una barrera adi-
cional para evitar el posible efecto de liberacion repentina del prin-
cipio activo contenido en la matriz, por lo que dota de mayor
sequridad al parche transdérmico (63,64). Matrifen® se deben re-
tirar también cada 72 horas.

También se han desarrollado parches de buprenorfina uti-
lizando sistemas matriciales (65). Estos se agrupan en dos categorias
diferentes en funcion del valor de sus constantes de liberacion de
orden cero conseguidas en su desarrollo tecnoldgico. Por un lado,
estdn los parches con constantes de liberacion de orden cero altas
(35;52,5;70 ug/hora), que solo han recibido aprobacion en Europa.
Son conocidos bajo los nombres comerciales de Transtec® y Feli-
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ben®, aprobados en 2002 y 2009, respectivamente. Las matrices
de estos dos medicamentos estdn compuestas por copolimeros acri-
licos en el caso de Transtec® y por copolimeros de estireno-buta-
dieno en el caso de Feliben® (66). Estas altas constantes de
liberacion hacen que los parches tengan intervalos posoldgicos mds
cortos, por ejemplo, Transtec® debe ser retirado cada 4 dias y Fe-
liben® cada 3. Por otro lado, estdn los parches transdérmicos de
buprenorfina de constantes de liberacion bajas (5,10 y 20 ug/hora).
Destaca Butrans®, aprobado en 2010 por la FDA, cuya matriz ad-
hesiva estd compuesta por dcido levulinico, povidona, oleato de
oleilo y poliacrilato de aluminio. Estas bajas constantes de liberacion
permiten infervalos posologicos mayores. En concreto, los parches
deben retirarse cada 7 dias (67). Ademds, ha sido aprobado en va-
rios paises de Europa bajo el mismo nombre (Butrans®) o con otros
nombres comerciales (Norspan®).

3. SISTEMAS DE LIBERACION PROLONGADA DE OPIOIDES
PARA EL TRATAMIENTO DE LA DEPENDENCIA A OPIOIDES

En general, los analgésicos opioides son seguros cuando
se toman durante periodos de tiempo cortos y bajo la pauta po-
soldgica prescrita. Sin embargo, el consumo regular de este tipo
de analgésicos, que, ademds de calmar el dolor, poseen efectos
euforizantes, podria originar en los pacientes conductas adictivas
motivadas por una necesidad continua de consumir el farmaco de
forma diferente a la indicada, en mayores dosis o sin prescripcion
médica, generando la dependencia a opioides. La dependencia a
opioides, como el resto de los trastornos por abuso de sustancias
adictivas, se caracteriza por una serie de sintomas cognitivos, com-
portamentales y fisioldgicos como son la interrupcion de la capa-
cidad del individuo para priorizar comportamientos que resultan
beneficiosos a largo plazo sobre aquellos que brindan recompen-
sas emocionales a corto plazo, y la creciente dificultad de ejercer
control sobre estos comportamientos. Todos estos sinfomas llevan
a la persona a seguir consumiendo a pesar de los problemas sig-
nificativos que ocasionan (68).

El uso inapropiado de los opioides, derivado de las con-
ductas adictivas, puede llevar a situaciones de sobredosis e incluso
a causar la muerte (69). La mortalidad derivada del consumo ili-
tito ha supuesto un importante problema de salud pablica que
afecta principalmente a América del Norte, Asia y Europa. Con-
cretamente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima
que el daiio causado por el uso de opioides es de 11,2 millones
de afios de vida ajustados por discapacidad. De hecho, la OMS en
su informe anual sobre drogas, comunico que el 78% de las muer-
tes por sobredosis de sustancias en Europa son causadas por opioi-

des (11).

Este consumo inapropiado se puede producir con cualquier
sustancia opidcea, tanto con analgésicos opioides autorizados, como
con drogas que no se encuentran autorizadas como medicamentos,
como es el caso de la heroina. Actualmente, respecto a cudles son
las drogas mds consumidas, se observa un cambio de tendencia de
la heroina a ofros opioides como la metadona, la buprenorfina y el
fentanilo. De hecho, el 69% de las muertes por opioides son oca-
sionadas por fentanilo o por andlogos de fabricacion ilegal
(11,70,71).

Los pacientes adictos se administran estas drogas funda-
mentalmente por via intravenosa o inhalada, esto se debe a que
por estas vias se producen incrementos rdpidos de concentraciones
plasmaticas, lo que se traduce en una intensificacion del efecto eu-
forizante (70). Un problema derivado de este comportamiento ra-
dica en el hecho de que las personas que se inyectan drogas
generalmente comparten elementos de inyeccion, lo que favorece
la propagacion de virus como el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana y el virus de la hepatitis C (72).

Por lo tanto, el objetivo primordial de la deshabituacion
a opioides persigue restablecer el estado fisico del individuo, asi
como conseguir que el paciente adicto deje de ser dependiente del
farmaco e incluso prevenir que vuelva a usarlo en el futuro, al
mismo tiempo que se reducen las conductas de riesgo. Para conse-
guir estos objetivos, el tratamiento farmacoldgico empleado debe
conseguir regular la actividad del sistema opioide enddgeno, que
en estos pacientes se encuentra disfuncional. Con este fin se emplean
farmacos agonistas (metadona), antagonistas (naltrexona) y ago-
nistas parciales (buprenorfina) de los receptores del sistema opioide
enddgeno (73).

Uno de los principales inconvenientes de la terapia con-
vencional, basada en la administracion de agonistas, antagonistas
o agonistas parciales de liberacion inmediata de forma diaria, es
el riesgo de aparicion de los sinfomas de un sindrome de abstinen-
ia, lo que contribuiria a incrementar el riesgo de recaida en los pa-
cientes. Por otro lado, para que el paciente pierda el hdbito de
consumo, es necesario el empleo de un tratamiento de manteni-
miento, lo que limita mucho las posibilidades de éxito de la terapia
con los sistemas de liberacion inmediata (74).

Estas limitaciones, junto con el hecho de que los pacientes
dependientes a opioides presentan bajas tasas de adherencia al tra-
tamiento de forma voluntaria, ocasionan una falta de cumplimiento
terapéutico, resultando en el fracaso de la terapia convencional, lo
que estimuld la bisqueda de nuevas formulaciones alternativas,
desarrolldndose asi los sistemas de liberacién prolongada (75).
Estos nuevos sistemas para la administracion de farmacos opioides
ofrecen una serie de ventajas como son la posibilidad de mantener
el efecto terapéutico durante largos periodos de tiempo tras una
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Unica administracion, lo que resulta especialmente importante en
aquellos farmacos con una corta semivida plasmatica. Esta prolon-
gacion del efecto terapéutico permite reducir las frecuencias de ad-
ministracion y con ello conseguir mejorar la adherencia (76).

3.1. Sistemas de liberacion prolongada por via pa-
renteral

Los sistemas de liberacion prolongada de administracion
parenteral alcanzan intervalos de administracion mucho mayores
a los conseguidos con este tipo de sistemas por via oral y via trans-
dérmica. Ademds, los farmacos que pueden incluirse en los sistemas
de liberacion prolongada por via parenteral (antagonistas opioides
y agonistas parciales) no presentan riesgo de abuso, lo que permite
diseniar sistemas con elevadas dosis de principio activo. Estas dos
ventajas que se consiguen con estos sistemas resultan idoneas para
conseguir la adherencia al tratamiento y por lo tanto el éxito del
mismo (77). Ademds, el hecho de que sélo se hayan desarrollado
sistemas de liberacion modificada por via parenteral para el trata-
miento de la dependencia a opioides, a diferencia del tratamiento
dolor, para el cual se han desarrollo presentaciones por via oral y
por via transdérmica, se justifica con el hecho de que el empleo de
estas Gltimas vias estd intimamente relacionado con la voluntad del
propio paciente para mantener la adherencia al tratamiento. Sin
embargo, en el caso de la via parenteral, el paciente no puede in-
terrumpir su tratamiento (78).

Uno de los inconvenientes de estos sistemas es que deben
estar formulados con polimeros de maximo grado de biocompati-
bilidad, pudiendo ser estos biodegradables o no (implicando en este
ultimo caso la necesidad de una intervencion para su refirada). La
via parenteral es la via de eleccion para la administracion de prin-
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cipios activos de semivida corta como es el caso de naltrexona (4
horas) y buprenorfina (2,2 horas) (79). Asimismo, también son can-
didatos para este tipo de sistemas farmacos que sufran un intenso
efecto de primer paso hepdtico como es el caso de naltrexona, de la
cwal el 98% es metabolizado en el higado (80).

Los Gnicos dos farmacos para los cuales se han desarro-
llado sistemas de liberacion prolongada de administracion paren-
teral para el tratamiento de la dependencia a opioides son la
naltrexona y la buprenorfina (Tabla 3). Estos sistemas consiguen
incrementar los intervalos posoldgicos hasta un mdximo de seis
meses (Figura 3).

3.1.1. Microesteras

Las microesferas son sistemas coloidales poliméricos que
encapsulan el farmaco y lo liberan de manera prolongada mediante
mecanismos de difusion y erosion del polimero (81). Vivitrol ® em-
plea microesferas biodegradables como sistema de liberacion pro-
longada de naltrexona. Este sistema fue aprobado por la FDA en
2010 para el tratamiento de la dependencia a opioides, sin em-
bargo, no se encuentra aprobado en Europa. La posologia de Vivi-
trol® corresponde con una dosis de 380 mg administrada cada 4
semanas por via intramuscular en la region del gliteo (82).

En el desarrollo de Vivitrol ® se ha empleado la tecnolo-
gia Medisorb®, por la cual la naltrexona es encapsulada en una
matriz del copolimero poli-(D-L-ldctico-co-glicélico) (PLGA) en una
proporcion 75:25 ldctico: glicdlico, formando asi microesferas de
100 um (83). La liberacion de la naltrexona desde las microesferas
sucede en tres fases. En primer lugar, durante las primeras 24 horas
se produce la hidratacion del polimero, lo que produce que se hin-
chen las microesferas. Posteriormente, tras 48 horas, tiene lugar la
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FARMACEUTICA APROBACION TECNOLOGIA ADMINISTRACION

microparticulas | naltrexona Vivitrol® Medisorb® intramuscular 380 mg

implantes Probuphine® Pronerura™ subcutdnea 80 mg
Sublocade® Atrigel® subcutdnea 100, 300 mg

implantesde | buprenorfina 8,16,24

formacion in sifu Buvidal ® FluidCrystal® | subcutdnea —%—

0128 mg

Tabla 3. Formulaciones de liberacion prolongada de opioides para administracion por via parenteral para el tratamiento de la dependencia

a opioides

difusion de naltrexona a través del polimero, esta difusion propor-
ciona una liberacion sostenida de la naltrexona durante 30 dias;
esta rapidez en la instauracion de la liberacion permite que no haya
que acudir a la suplementacion oral de naltrexona en las etapas
iniciales. Finalmente, en la tercera y Oltima fase el polimero se ero-
siona completamente transformdndose en dcido ldctico y gliclico,
los cuales se metabolizan a compuestos fisioldgicos que son elimi-
nados por las vias habituales. De esta forma este sistema permite
mantener concentraciones constantes del farmaco evitando asi las
posibles fluctuaciones que ocurren con las formas orales de libera-
cion inmediata de naltrexona, lo que permite reducir los posibles
efectos adversos, aumentar la eficacia, y mejorar el cumplimiento
terapéutico (84,85).

3.1.2. Implantes

Los implantes son dispositivos solidos que permiten una
liberacion prolongada de fdrmaco una vez que son insertados en
el organismo.

Probuphine® es un implante cilindrico de unos 26 mm
de longitud y 2,5 mm de didmetro que fue aprobado en 2016 por
la FDA y en 2019 por la EMA, donde recibe el nombre de
Sixmo®. Estd aprobado como tratamiento de mantenimiento en
la dependencia a opioides en adultos clinicamente estables. La
posologia de Probuphine® corresponde con una dosis de 80 mg
administrada por via subcutdnea en la parte superior del brazo.
La liberacion de la buprenorfina a partir de este sistema se pro-
longa durante 6 meses, a lo largo de los cuales el sistema pro-
porciona dosis regulares y constantes del farmaco (86). En
situaciones normales este tratamiento no requiere suplementacion
con buprenorfina sublingual; sin embargo, en determinadas cir-
cunstancias, como estrés o sinfomas de abstinencia si que seria
necesario (87).

En el desarrollo de Probuphine® se ha empleado la tecno-
logia ProNeura™. Este sistema consiste en una matriz polimérica no
biodegradable de etil-vinil-acetato (EVA) a partir de la cual el farmaco
se va liberando. Las complicaciones mds graves relacionadas con el
empleo de este sistema estdn relacionadas con la insercion y la retirada
del sistema (88).

3.1.3. Implantes de formacion in sitv

Los implantes de formacion in sifu son sistemas de liberacion
prolongada de farmacos que se administran en forma de suspensiones
y forman el implante en el organismo una vez administrados. Existen
dos implantes de liberacion in sifu para la liberacion prolongada de
buprenorfina: Buvidal® y Sublocade®. Ambos son sistemas biode-
gradables, por lo que no requieren de ninguna infervencion para su
retirada (89).

3.1.3.1 Sublocade®
El implante de formacion in sifu Sublocade® fue aprobado
por la FDA en 2017; sin embargo, adn no ha sido aprobado en Europa.
En Estados Unidos, estd indicado para el tratamiento de la dependencia
a opioides moderada-severa en aquellos pacientes que han conseguido
ser estabilizados con buprenorfina sublingual durante un periodo de
al menos 7 dias. Es un medicamento de liberacion prolongada de in-
yeccion subcutdnea en la zona abdominal de la cual existen actualmente
dos presentaciones comercializadas: una con 100 mg y otra con 300
mg de buprenorfina. La transicion a Sublocade® desde las formas
farmacéuticas sublinguales debe hacerse inicialmente con la presenta-
cion de 300 mg durante dos meses, sequido de la dosis de 100 mg du-
rante un periodo de mantenimiento. En ambos casos la duracion de la
liberacion de buprenorfina a partir del sistema es de 1 mes (90). Su-
blocade®, a diferencia de otros sistemas, debe conservarse en refri-
geracion (2-8 °C) debido a que su estabilidad no supera los 7 dias

a temperatura ambiente (87).
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Para desarrollar este sistema de buprenorfina se empled
|a tecnologia Atrigel ®, que consiste en la incorporacion del farmaco
en una solucion polimérica que contiene el copolimero biodegra-
dable PLGA, en una proporcion 50:50 ldctico: glicdlico, disuelto en
el disolvente N-metil-2 pirrolidona, solvente biocompatible y mis-
cible en agua (91). Después de la inyeccion subcutdnea de esta so-
lucion polimérica, la N-metil-2 pirrolidona difunde hacia los fluidos
bioldgicos ocasionando la liberacion inicial del principio activo so-
lubilizado en el solvente orgdnico y desencadenando la gelificacion
del polimero, formando asi el implante. Sublocade® libera bupre-
norfina de forma prolongada durante 1 mes a medida que el poli-
mero va degraddndose y dado que al mismo tiempo que se forma
el implante comienza la liberacion de buprenorfina, no seria nece-
sario suplementacion sublingual al principio (92).

3.1.3.2 Buvidal®

El implante de formacion in situ Buvidal® fue aprobado
por la EMA en 2019 para el tratamiento de la dependencia a opioi-
des al inicio del mismo o como alternativa a la buprenorfina su-
blingual, pero no se encuentra aprobado por la FDA (93).
Actualmente existen 2 formas de Buvidal®, ambas precisan una
Unica administracion; sin embargo, la duracion de la liberacion de
buprenorfina es diferente en funcion de la viscosidad del disolvente
empleado para formar el sistema. Si el solvente empleado e etanol,
la duracién del sistema es de una semana (diferentes dosis: 8, 16,
24 0 32 mg), mientras que si el solvente es N-metil-2-pirrolidona
se consiguen niveles mantenidos de buprenorfina durante 1 mes
(diferentes dosis: 64, 96 0 128 mg) (%4).

Este sistema se obtiene mediante una tecnologia denomi-
nada FluidCrystal®. Esta tecnologia estd basada en el uso de un
solvente junto con dos lipidos naturales: fosfatidilcolina y dioleato
de glicerol. Estos dos lipidos encapsulan la buprenorfina en una
matriz de cristal, que se transforma en un gel viscoso tras la difusion
del solvente al entrar en contacto con el entorno acuoso del lugar
de administracion y se va degradando lentamente liberando asi el
farmaco de forma prolongada (95).

4. DISCUSION

El incesante intento de la tecnologia farmacéutica por buscar alter-
nativas a la terapia convencional en el tratamiento del dolor y de
la dependencia a opioides ha llevado al desarrollo de sistemas de
liberacion prolongada de fdrmacos opioides. Aunque muchos de
estos sistemas estdn aprobados tanto por la FDA como por la EMA,
algunos solo se encuentran aprobados en Estados Unidos (Ka-
dian®, Vivitrol®, Sublocade®), mientras que otros solo se en-
cuentran aprobados en Europa (Matrifen®, Edunix® y Buvidal®).

Extended-release delivery systems of opioids:

analgesia and dependence
“ Alexandre Pérez-Lopez, Laura Gémez-Lazaro, et al

. ANAlESI

RANF

Aunque estos sistemas se han desarrollado para la admi-
nistracion de opioides en ambas patologias, los sistemas desarro-
|lados para el tratamiento del dolor aparecieron aproximadamente
30 aiios antes que los primeros sistemas desarrollados para el tra-
tamiento de la dependencia a opioides. Esto implica que para el
tratamiento del dolor hayan aparecido medicamentos genéricos,
mientras que para el tratamiento de la dependencia a opioides no
(96). Si bien la irrupcion de medicamentos genéricos contribuye a
la sostenibilidad de los sistemas sanitarios al suponer un ahorro
por el hecho de entrar en competencia directa dos tipos de medica-
mentos que poseen ambos autorizacion de comercializacion para
una misma indicacion, desde el punto de vista de los laboratorios
farmacéuticos de medicamentos innovadores, dicha irrupcion ha su-
puesto en muchos casos la suspension de la comercializacion de de-
terminados medicamentos como es el caso de Avinza®, Oramorph
SR® u Opana ER® (97).

Respecto al tratamiento del dolor, estos sistemas de libe-
racion prolongada permiten disminuir la frecuencia de administra-
cion y las fluctuaciones de las concentraciones de farmaco en sangre.
Por otro lado, las implicaciones farmacocinéticas que estos sistemas
conllevan, como son el hecho de que la concentracion mdxima
(Cmdx) alcanzada con estos sistemas sea menor y que ademds esta
no se alcance de forma inmediata (mayor tiempo en alcanzar la
concentracion maxima (Tmax)) (98), favorecen que, con un uso
acorde a la prescripcion médica, se reduzca el riesgo de desarrollo
de la dependencia a opioides en comparacion con las formas far-
macéuticas de liberacion inmediata. Sin embargo, para conseguir
espaciar los intervalos de administracion es necesario que los siste-
mas contengan mayores cantidades de principio activo en compa-
racion con los sistemas de liberacion inmediata. Este hecho ha de
tenerse en cuenta a la hora de desarrollar sistemas de liberacion
prolongada de analgésicos opioides, pues las dosis mds altas los
hacen mds susceptibles de abuso con fines no terapéuticos. En este
sentido, la industria farmacéutica ha desarrollado formulaciones
antiabuso con una serie mecanismos fisicos, quimicos o farmacolo-
gicos (99). Un ejemplo representativo es el caso de la oxicodona,
cuyos comprimidos de liberacion modificada fueron reformulados
con mecanismos fisicos antiabuso y posteriormente relanzados al
mercado (100). Andlogamente, la migracion desde sistemas reser-
vorio hacia sistemas matriciales (o incluso sistemas mixtos o matri-
ciales avanzados) en parches transdérmicos consigue disminuir la
tendencia hacia el abuso de los mismos por parte de los pacientes.
Hasta la fecha, el desarrollo y la reformulacion de estos sistemas
para disminuir la tendencia hacia un uso ilicito solo ha sido reco-
nocida por la FDA.

La via por la cual se han desarrollado mds sistemas de li-
beracion prolongada con analgésicos opioides es la via oral: para
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el 56% de los opioides autorizados para el tratamiento del dolor
se han desarrollado sistemas de liberacion prolongada de ad-
ministracion por via oral (Figura 4), dado que es una via comoda
para el paciente ademds de no ser invasiva. Por esta via se han
desarrollado medicamentos con morfina, oxicodona, hidromor-
fona, tapentadol e hidrocodona, fdrmacos de semivida corta y
que no sufren efecto de primer paso. Con estos sistemas se con-
sigue aumentar el intervalo posoldgico hasta 12-24 horas res-
pecto a los sistemas de liberacion inmediata en los que la
frecuencia de administracion es cada 6-8 horas (figura 1). Sin
embargo, la via oral no es de utilidad en aquellos farmacos que
presentan un intenso efecto de primer paso hepdtico, como es el
caso del fentanilo y la buprenorfina. Esta limitacion consigue su-
perarse con los sistemas de liberacion prolongada por via frans-
dérmica, que ademds consiguen espaciar ain mds los intervalos
posolagicos. En concreto el 20% de los parches se deben retirar
cada 7 dias y el 80% cada 3-4 dias (Figura 2). Los sistemas de
liberacion prolongada por esta via se han desarrollado para una
menor proporcion de analgésicos opioides que en el caso de la
via oral, concretamente solo el 22,2% del total de los principios
activos empleados en los sistemas de liberacion inmediata se en-
cuentran desarrollados en formas de parches transdérmicos de
liberacion prolongada (Figura 4). Sin embargo, son los parches
transdérmicos, las formas farmacéuticas mds vendidas y las que
representan un mayor impacto en el mercado (101).

Para el tratamiento del dolor cronico no se ha desarro-
[lado ningun sistema de liberacion prolongada por via parente-
ral, ya que el uso de esta via solo se justifica si se consigue
disminuir la frecuencia de administracion de forma significativa
respecto a ofras vias de administracion por su invasividad intrin-

seca, para lo cual seria necesario disefiar sistemas con elevada
dosis de principio activo. El disefio de sistemas con mayores can-
tidades de principio activo incrementaria el riesgo de sobredosis
tanto por liberacion brusca del analgésico opioide como por la
elevada susceptibilidad de abuso de los mismos con fines no te-
rapéuticos.

Atendiendo al tratamiento de las adicciones a opioides,
dado que los farmacos empleados en el tratamiento (buprenor-
fina y naltrexona) no presentan riesgo de abuso, se pueden in-
corporar mayores cantidades de principio activo al sistema, lo
que permite reducir adn mds la frecuencia de administracion,
consiguiendo asi aumentar el cumplimiento ferapéutico de este
tipo de pacientes que, por lo general, no se adhieren de forma
voluntaria. No se han desarrollado sistemas de liberacion pro-
longada para el tratamiento de la dependencia a opioides ni por
via oral ni por via transdérmica (figura 4), ya que, en estos casos
es fdcil retirar el sistema (en el caso de los parches) o dejar de
tomar la forma solida oral, mientras que si se ha desarrollado
sistemas por via parenteral, ya que en este caso el paciente no
tiene la posibilidad de retirarse el sistema. Los intervalos poso-
logicos conseguidos por via parenteral son de 1-6 meses, siendo
con la tecnologia basada en los implantes con la que se consigue
reducir en mayor medida la frecuencia de administracion (Figura
3).

Del total de medicamentos opidceos que pueden ser
empleados para el tratamiento de la dependencia a opioides
(metadona, buprenorfina y naltrexona), solo se han desarrollado
sistemas de liberacion prolongada por via parenteral con dos de
estos principios activos: buprenorfina y naltrexona (Figura 4).
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Figura 4. Comparacion de los distintos sistemas de liberacion de opioides autorizados para el tratamiento del dolor y de la dependencia a opioides. SLC: Sistemas de

liberacion convencional; SLP: Sistemas de liberacion prolongada
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5. CONCLUSIONES

Los sistemas de liberacion prolongada han constituido un
soporte fundamental en la farmacologia de opioides durante las
ultimas décadas. En primera instancia, en el marco del tratamiento
del dolor cranico, el desarrollo de sistemas de liberacion prolongada
de agonistas opioides de administracion por via oral y fransdérmica
ha servido para obtener periodos de analgesia ostensiblemente mds
duraderos, asi como para reducir el riesgo de desarrollar depen-
dencia a opioides, fruto de la reduccion del efecto euforizante, al
diferir y estabilizar los niveles plasmdticos de farmaco. En segundo
lugar, tras observar que las dosis mds altas que contienen estos sis-
temas de liberacion prolongada de analgésicos opioides aumenta-
ban la susceptibilidad de abuso de los mismos con fines no
terapéuticos, muchos de estos sistemas han sido reformulados para
incorporar recursos tecnoldgicos disuasorios de su utilizacion por
vias de administracion alternativas. Por 0ltimo, los sistemas de li-
beracion prolongada de administracion por via parenteral de ago-
nistas parciales y antagonistas opioides, capaces de prolongar su
liberacion durante meses, han supuesto, mds recientemente, un hito
en la mejora del cumplimiento terapéutico del tratamiento de man-
tenimiento de los pacientes con dependencia a opioides. Esta siner-
gia entre opioides y el desarrollo de sistemas de liberacion
prolongada ha ido evolucionando a lo largo de estas décadas y se-
guird haciéndolo en el futuro para dar respuesta a los nuevos retos
en el campo de la farmacologia de opioides que estdn por venir.
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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.

H%(@%ot”

HsC
HsC H3C CHj

Triton X-100 (un detergente no-iénico)

Colato sodico (un derivado biliar)

Detergents: from physical principles to biopharmaceutical
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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-

0

(a detergent)

W,

Reconstitution
( - detergent )

(a) Molecular A bi Packing C
structure parameter

SR XK ALt ]
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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

A. Longmuir lipid monolayer

Solvent annulus
l
Electrode By
| f V |
/ Teflon partition

B.Black lipid membrane (BLM) setup.

09990
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D. Examples of various kinds of liposomes (not drawn to scale).

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

Detergents: from physical principles to biopharmaceutical
applications (or why we fight covid-19 with toilet soap)
Félix M. Gofii y Alicia Alonso
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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

(a)
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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

Detergentes: de los principios fisicos a las aplicaciones

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

Félix M. Gofii y Alicia Alonso G‘



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-



IANAI.IES I

RANF

lwww.analesranf.com

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-

Detergentes: de los principios fisicos a las aplicaciones

Félix M. Gofii y Alicia Alonso



|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

e A7\
| ™ § o - ~ L
ie ¥ \f‘" e L ‘ )
« A L -" 1 -~ { 7|‘l
'{‘/r\\la/’ o WA
. é NG é a4
Y e - ) o R e e
4 — N ¥
5/\“5 ~ e o P SN
- .

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
de absorcién luminosa por la membrana pdrpura, en funcién de la concentracién
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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-

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

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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RESUMEN

Los productos naturales han contribuido histéricamente al descubrimiento de farmacos como fuente de
moléculas bioactivas, debido a la gran diversidad y complejidad estructural que presentan. Asi, han
aportado moléculas “cabeza de serie” para el desarrollo de farmacos en distintas dreas terapéuticas,
con una representacion muy destacada en el tratamiento del dolor y de la inflamacin, trastornos de la
coagulacion, trastornos metabélicos, asi como en el tratamiento del cincer y enfermedades infecciosas.
En las dltimas décadas se ha producido un cambio de paradigma en las estrategias de descubrimiento
de farmacos que ha permitido la identificacion de nuevos productos naturales activos en dianas fera-
péuticas. La Quimica Combinatoria y las pruebas bioldgicas de alto rendimiento (“High Throughput
Screening"), junto al desarrollo de las técnicas computacionales, han contribuido decisivamente al disefio
y optimizacion de quimiotecas de derivados de productos naturales en base a su actividad biolégica. En
paralelo, los avances tecnoldgicos en el campo de las ciencias dmicas y en el procesamiento de datos
han llevado a un abordaje multidimensional del proceso de descubrimiento de farmacos. Estas poderosas
herramientas permitirdn analizar el potencial farmacolégico de los productos naturales y de sus deri-
vados y, llegar a convertir a estas moléculas en productos activos con baja toxicidad. En la era de la Me-
dicina de Precision, los productos naturales siguen siendo moléculas con un gran potencial en el
desarrollo farmacéutico, ya que a diferencia de otras estrategias terapéuticas, presentan una relacion
coste-beneficio favorable lo que permitird su uso futuro en esta disciplina.

ABSTRACT

Natural products have historically contributed to drug discovery as a source of bioactive molecules, due
to their great diversity and structural complexity. They have provided "lead" molecules for the develop-
ment of drugs in different therapeutic areas, with a very prominent representation in the treatment of
pain and inflammation, coagulation disorders, metabolic disorders, as well as in the treatment of cancer
and infectious diseases. In recent decades there has been a paradigm shift in drug discovery strategies
that has allowed the identification of new active natural products in therapeutic targets. Combinatorial
Chemistry and biological fests (High Throughput Screening), together with the development of compu-
tational techniques, have contributed decisively to the design and optimization of libraries of natural
product derivatives based on their biological activity. In parallel, technological advances in the field of
Omics sciences and in data processing lead to a multidimensional approach in the drug discovery process.
These powerful tools will allow the analysis of the pharmacological potential of natural products and
their derivatives for the conversion of these molecules to active products with low toxicity. In the Precision
Medicine era, natural products continue to be molecules with great potential in pharmaceutical deve-
lopment, since, unlike other therapeutic strategies, they have a favorable cost-benefit ratio, which will
allow their future use in this discipline.
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1. INTRODUCCION

El descubrimiento de farmacos es un proceso compleio,
lento, que supone una gran inversion economica sin que se puedan
asegurar garantias de éxito. A pesar de que en los Gltimos afios la
aprobacion de farmacos bioldgicos se ha consolidado, representando
mds del 25% de los nuevos farmacos aprobados en el periodo de
2015-2019, tradicionalmente el descubrimiento de un nuevo fdr-
maco se ha basado en la identificacion de nuevas entidades quimi-
cas, que a dia de hoy sigue constituyendo la fuente mds productiva
en la obtencion (1). Estas entidades pueden obtenerse bien por sin-
tesis quimica o por un proceso de aislamiento a partir de distintas
fuentes naturales como sucede con los productos naturales, con un
papel destacado como moléculas bioactivas de partida en el descu-
brimiento y desarrollo de nuevos farmacos. EI ndmero de nuevas
entidades quimicas derivadas de productos naturales aprobadas
entre 1981y 2014 fue de 1328, siendo la mayoria de ellas farmacos
antibacterianos, antitumorales o antivirales. Se estima que mds de
la mitad de los farmacos en uso clinico son derivados de productos
naturales.

Los productos naturales son metabolitos secundarios que
los organismos vivos han desarrollado a lo largo de su evolucion
como mecanismos defensivos frente a patdgenos. Estos compuestos
desempeiian diversas funciones bioldgicas, induyendo la regulacion
de mecanismos enddgenos de defensa y la interaccion con otros or-
ganismos, lo que explicaria la relevancia de los mismos en enfer-
medades infecciosas y en cdncer. Por todo ello, los productos
naturales son capaces de comportarse como compuestos activos en
una gran variedad de procesos bioldgicos. Ademds de considerarse
como una fuente de estructuras privilegiadas, los productos natu-
rales presentan fres importantes caracteristicas estructurales: diver-
sidad, complejidad y quiralidad, ésta dltima correlaciondndose
positivamente con la capacidad de interaccionar eficazmente con
dominios de profeinas.

La importancia de los productos naturales o derivados de
los mismos como fuente de nuevos farmacos en el periodo 1981-
2019 ha quedado reflejada en una revision recientemente publicada
(2). Los autores analizan los que son propiamente productos natu-
rales, aquellos derivados de un producto natural por ligeras modi-
ficaciones por semisintesis o aquellos inspirados en productos
naturales que contienen grupos farmacdforos del producto natural
de origen. A finales de 2019 se mantiene el éxito de los productos
naturales frente a las moléculas de sintesis como fuente de nuevos
farmacos. Se estimé que sdlo el 28% de ellas tendrian un origen
exclusivamente sintético, sin relacion directa o indirecta con produc-
tos naturales.

Natural products: from traditional medicine to lead compounds for drug

" development in the 21+t century
beatriz de las heras
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2. LOS PRODUCTOS NATURALES EN LA TERAPEUTICA

Es interesante sefialar que, a lo largo de la historia, los
productos naturales han aportado moléculas “cabezas de serie” para
el desarrollo de farmacos en distintas dreas terapéuticas, con una
representacion muy destacada en el tratamiento del dolor y de la
inflamacion, trastornos de la coagulacion, trastornos metabdlicos,
asi como en el tratamiento del cdncer y de enfermedades infecciosas
(3).

Cabe destacar que entre los farmacos mds prescritos en
EEUU se encuentran algunos derivados de productos naturales,
como es el caso de las estatinas atorvastatina y simvastatina o de
farmacos opioides para el tratamiento del dolor como la hidroco-
dona, un derivado de la codeina. En concreto, las principales esta-
tinas, fdrmacos que supusieron un avance importante en el
tratamiento de la hipercolesterolemia, son derivados de un producto
natural la mevastatin, que se obtuvo del hongo Penicillivm citri-
num. Ademds, el farmaco rosuvastatina se desarrollé como un pro-
ducto mimético sintético del producto natural mevastatina. Ambos
compuestos presentan en su estructura grupos farmacéforos comu-
nes, pero también sustituyentes quimicos diferentes lo que ha per-
mitido optimizar las estructuras y la obtencion de nuevos derivados
(4).

Numerosos ejemplos ilustran el potencial de los productos
naturales o de moléculas inspiradas en ellos como fdrmacos en el
tratamiento del cdncer. Asi, encontramos diterpenos antitumorales
de amplio uso clinico como el paclitaxel, obtenido del tejo del Paci-
fico (Taxus brevifolia Nutt.), comercializado como Taxol, probable-
mente uno de los fdrmacos mds utilizados en clinica en el
tratamiento de tumores sélidos; o su andlogo docetaxel con mayor
eficacia. Otros ejemplos representativos son los inhibidores de fo-
poisomerasas derivados del alcaloide camptotecina, obtenido de la
corteza de Camptotheca acuminata Decne.: irinotecan y topotecan,
con utilidad clinica en tumores hematolagicos; o los alcaloides ob-
tenidos de Catharanthus roseus (L.)G.Don: vincristina y vinblastina
y sus derivados semisintéticos como vinorelbina, también de amplio
uso en linfomas y leucemias (5, 6).

Finalmente sefialar que el Premio Nobel de Fisiologia y
Medicina del afio 2015 puso en valor el papel de la Medicina Tra-
dicional China y de los productos naturales con el descubrimiento
por la Dra. Youyou Tu de la artemisinina, lactona sesquiterpénica
aislada de la especie vegetal Arfemisia annua L. conocida como
ajenjo dulce. Este compuesto y sus derivados son actualmente utili-
zados como fdrmacos antimaldricos (7). Este Premio Nobel fue com-
partido con los doctores Campbel y Omura por el descubrimiento
de otro producto natural, avermectina producida por una cepa de
Streptomyces para infecciones parasitarias causadas por nematodos.
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Este compuesto fue modificado quimicamente para au-
mentar su actividad y sequridad bajo el nombre de ivermecting, que
se comercializo en 1981 para uso animal y pronto se convirtio en
uno de los farmacos veterinarios mds vendidos en el mundo para
el tratamiento de la oncocercosis y la filariasis linfdtica (8).

3. ESTRATEGIAS Y METODOLOGHAS EN EL DESCUBRIMIENTO
DE FARMACOS INSPIRADOS EN PRODUCTOS NATURALES

El descubrimiento de farmacos inspirados en productos
naturales ha experimentado un gran desarrollo con tres etapas cla-
ramente diferenciadas. La investigacion se inicia con el uso de es-
trategias relativamente simples durante los primeros afios,
aplicando ensayos de cribado, lo que se conoce en terminologia
cientifica como “screening fenotipico” basado en el uso de bioensa-
yos. En décadas sucesivas, la investigacion evoluciona paralelamente
a procesos mds diversos y complejos, con la Quimica Combinatoria
y las pruebas bioldgicas de alto rendimiento en los afios 90s. Los
avances tecnoldgicos e instrumentales acompaiian el desarrollo en
las dltimas dos décadas con novedosas técnicas computacionales,
las ciencias dmicas y la Bioinformdtica (9).

3.1 Los primeros 30 anos (1940-1970s): “screening fe-
notipico”

En esta etapa un gran porcentaje de las nuevas entidades
quimicas aprobadas fueron aisladas de fuentes naturales, con pre-
dominio de moléculas obtenidas de plantas, bacterias y hongos.
Los afios 1950s y 1960s se consideran una edad de oro en la inves-
tigacion de productos naturales, pues en estos afios emergen nu-
merosos farmacos de origen natural. Sin embargo, en la sequnda

década se observa que el porcentaje general de nuevas entidades
quimicas aprobadas de origen vegetal disminuye, dando paso a
otras de origen bacteriano o fngico (3, 10).

La estrategia tradicionalmente utilizada para el aislo-
miento de productos naturales era el “screening fenotipico” basado
en el uso del bioensayo. Un extracto (mezcla compleja), obtenido
en muchos casos de una especie vegetal en base a aproximaciones
etnofarmacoldgicas o taxondmicas, era sometido al aislamiento
guiado por biensayo. El bioensayo permitia estudiar la actividad
antes de conocer el mecanismo. La aplicacion repetida de distintos
métodos de fraccionamiento conducia a la obtencion de distintas
fracciones del extracto que, junto a la determinacion de la actividad
bioldgica, llevaba al aislamiento del compuesto puro que se com-
pletaba con la elucidacion estructural (Fig.1).

En estos primeros 30 afios se sigue el paradigma: (1)
“screening fenotipico”, (2) aislamiento de compuestos y caracteri-
zacion estructural y, (3) modo de accion en algunos casos. Sin em-
bargo, esta estrategia mostro numerosas deficiencias derivadas de
la complejidad estructural que presentaban los extractos y el bajo
rendimiento en la obtencion de productos naturales.

3.2 Periodo 1970s-2000s: Quimica Combinatoria y
"High Throughput Screening”

Esta efapa se acompaiia de una gran expansion de nuevas
estrategias quimicas que permitieron obtener un gran nomero de
moléculas, asi como por el desarrollo de ensayos de cribado dirigi-
dos a evaluar la interaccion de un compuesto con la diana terapéu-
tica (habitualmente una enzima, complejo enzimdtico o un receptor)
que resultard en el efecto farmacoldgico deseado.

Aproximacion

taxonomica

Aproximacion
fitoquimica Enfoque
etnofarmacolégico

t Especie vegetal ]

Toxicologia

“FRACCIONAMIENTO
GUIADO POR BIOENSAYO”

l Extraccion I

t Extracto vegetal ] —

Bioensayo

Bioensayos
Fraccionamiento

Sintesis -

estructural
Toxicologia

Figura 1. Esquema del proceso de aislamiento de productos naturales guiado por bioensayo.

Elucidacion ' I Modificacién
l estructural )

Bioensayo
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Adicionalmente se exploran nuevas fuentes de productos
naturales poco estudiadas hasta ese momento. En concreto, la bio-
diversidad de los ecosistemas marinos resulta ser una fuente natural
inagotable en el descubrimiento de nuevos farmacos antitumorales
(11, 12). Extractos obtenidos de numerosos invertebrados marinos
(tunicados, corales, esponjas. ..) permitieron el aislamiento y la
obtencion de diversos farmacos. En la actualidad, ocho fdrmacos de
origen marino han sido aprobados en el tratamiento de distintos
tipos de cancer. El primer farmaco fue la citarabina, aislada en 1969
y obtenido de una esponia, con uso clinico en el tratamiento de la
leucemia mieloide cronica. Sucesivamente se aprobarian fludara-
bina y nelarabina, también indicadas en tumores hematoldgicos;
trabectadina o eribulina en 2010 para el tratamiento del cdncer de
mama metastdsico.

Algunas de estas moléculas de origen marino han cobrado
gran interés en la actualidad. Es el caso de la plitidepsina, desarro-
llada por la empresa espafiola Pharmamar e indicada en el trata-
miento del mieloma miltiple, a la que diversas evidencias cientificas
seiialan como potencial tratamiento anti-COVID 19. Mds reciente-
mente se han aprobado anticuerpos conjugados (brentuximab ve-
dotin y polazutumab vedotin) dénde se conjuga una molécula de
origen marino, es decir, un producto antitumoral con un anticuerpo
monoclonal que identifica y se dirige a la célula tumoral, ofreciendo
una elevada selectividad en el tratamiento del cdncer.

Las dificultades técnicas en el aislamiento de productos
naturales llevan en los afios 1990s al desarrollo de la Quimica Com-
binatoria, con la sintesis de librerias de compuestos que se evaltan
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mediante las pruebas bioldgicas de alto rendimiento, lo que se co-
noce como “Screening de alto rendimiento” (High Throughput Scre-
ening). Ello ha permitido llevar a cabo el cribado de millones de
compuestos frente a cientos de dianas moleculares en distintas dreas
terapéuticas como el cdncer, enfermedades infecciosas o enferme-
dades cardiovasculares, entre otras (9).

En esta etapa, el interés por los productos naturales decae,
en parte debido a las barreras técnicas para llevar a cabo las prue-
bas biologicas de alto rendimiento con los extractos y los propios
productos naturales aislados frente a distintas dianas moleculares.
Sin embargo, los resultados no fueron tan prometedores como se
esperaba, y el rendimiento de obtencion de moléculas activas “ca-
bezas de serie” fue solo del 0.01%, quizd debido a la falta de di-
versidad estructural y complejidad que si aportan los productos
naturales. A partir de este momento se constata una nueva oportu-
nidad para los productos naturales, resurgiendo el interés por los
mismos, con el desarrollo de nuevas estrategias quimicas para la
obtencion de moléculas inspiradas en ellos. Entre ellas se incluyen
|a sintesis orientada a la biodiversidad, el concepto y uso de estruc-
turas privilegiadas, o la quimiomodulacién de bioactividades (13).

El grupo de investigacion al que pertenezco ha trabajado
en el desarrollo de quimiotecas que han permitido identificar re-
querimientos estructurales relacionados con la actividad farmaco-
logica y acceder a los productos mds activos y con menor toxicidad.
En este contexto, se llevo a cabo un estudio de quimiomodulacion
de la actividad antiinflamatoria y antitumoral de una quimioteca
obtenida a partir de dos diterpenos: dcido ent-kaurénico y dcido
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Figura 2. Etapas en el proceso de descubrimiento de fdrmacos. Adaptado de Chan et dl. (16).
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grandiflorénico. Estos diterpenos se aislaron de la especie Tamania
chardonii (A.C.Sm.) Cuatrec, y se eligieron como compuestos “cabeza
de serie” para la obtencion de una quimioteca de 79 derivados que
nos permitio realizar estudios de relacion estructura-actividad far-
macolégica (SAR). Los resultados obtenidos permitieron concluir
que la actividad biolégica se modulaba por simples modificaciones
en la estructura de los compuestos cabezas de serie utilizados para
el desarrollo de la quimiotecas, permitiendo obtener compuestos
con distintas actividades bioldgicas, en concreto con potencial an-
tiinflamatorio y antitumoral (14, 15).

3.3. Periodo 2000-2020: nuevas tecnologias

El avance tecnoldgico ha acompaiado las dos dltimas dé-
cadas con el desarrollo de técnicas computacionales, la secuenciacion
del genoma en 2001 y el desarrollo de las ciencias dmicas y la Bioin-
formdtica, contribuyendo a configurar la Medicina de Precision.

La mayoria de los farmacos que estdn en uso clinico son
el resultado de un proceso de investigacion muy complejo. Se re-
quiere la union de esfuerzos de diferentes disciplinas cientificas para
desarrollar un fdrmaco con efectos clinicos beneficiosos y minimos
efectos adversos. La Figura 2 muestra las etapas principales del
desarrollo de un fdrmaco (16). El proceso comienza con la investi-
gacion sobre las causas de una enfermedad, que en algunos casos
puede llevar a la identificacion de una o varias dianas moleculares
asociadas a esa enfermedad especifica. Los pasos siguientes implican
la identificacion de compuestos activos en la diana molecular y la
optimizacion de su actividad bioldgica. El disefio de farmacos asis-
tido por ordenador, al poder acceder a la estructura tridimensional
de las proteinas, permite predecir que una proteina diana pueda

unirse a una pequeiia molécula y, por tanto, optimizar la estructura
quimica de dichas moléculas en base a la afinidad de union, selec-
cionando candidatos para su evaluacion experimental. El siguiente
paso serd identificar un compuesto “profotipo” que muestre la ac-
tividad bioldgica buscada a partir de la evaluacion de colecciones
de compuestos en ensayos celulares. En paralelo se realizan los es-
tudios de relacion estructura-actividad en el diseio de series de com-
puestos hasta obtener un compuesto “cabeza de serie”, asi como
estudios in silico que permiten predecir el modo de union del li-
gando a una diana. Los compuestos activos se someterdn a distintos
tipos de estudios en animales (farmacocinéticos, toxicoldgicos. . .),
cwyos resultados contribuirdn a la seleccion de candidatos para ser
evaluados en ensayos clinicos y, finalmente ser incluidos en la tera-
péutica humana.

En este contexto, estudios computacionales de Docking
Molecular y Dindmica Molecular realizados por el grupo de inves-
tigacion han permitido predecir la capacidad de union al sitio activo
del receptor de tipo Toll, TLR-4, de una serie de derivados del di-
terpeno solidagenona con el fin de evaluar si estos compuestos po-
drian interaccionar con esta diana terapéutica. Estos modelos
ayudan a predecir la actividad de un derivado bromado de esta qui-
mioteca, al acoplarse en el bolsillo hidrofdbico de la proteina adap-
tadora MD-2 ocupando el lugar de union del lipopolisacarido LPS.
Posteriormente, estos resultados fueron confirmados en modelos
celulares que pusieron de manifiesto la actividad antiinflamatoria
de este derivado al inhibir la produccion del mediador proinflama-
torio xido nitrico cuando los macréfagos se estimulaban con dis-
tintos ligandos de receptores TLRs. Por tanto, se confirma el
potencial de los diterpenos derivados de solidagenona como inhi-
bidores de receptores TLRs (17).
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4. EL FUTURO DEL DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS INSPI-
RADOS EN PRODUCTOS NATURALES

A mediados del siglo XX, la irrupcion de la Biologia Mo-
lecular y el desarrollo de las ciencias dmicas genera gran cantidad
de informacion cuyo potencial se ha visto reforzado por la Farma-
cologia de Sistemas, un nuevo paradigma que persigue descubrir
medicaciones efectivas con pocos efectos adversos, al identificar y
validar las dianas farmacologicas, explorando el mecanismo de ac-
(ion y mejorar su uso clinico con la dosis adecvada para ser admi-
nistrada a la medida del paciente (18, 19).

La Farmacologia de Sistemas, junto a las herramientas
de andlisis de datos nos lleva al objetivo Gltimo de llevar a cabo
ensayos clinicos que identifiquen a la poblacion susceptible y nos
permita aproximarnos a una medicina estratificada, cada vez mds
personalizada, basada en las caracteristicas individuales de cada
paciente en el tratamiento de enfermedades cronicas; siendo por
el momento la Oncologia el campo mds innovador en Medicina de
Precision (Fig.3) (20).

En este contexto, los avances tecnoldgicos e instrumentales
también han supuesto una revolucion en el descubrimiento de far-
macos inspirados en productos naturales que permitirdn obtener
mejores candidatos a farmacos. Se pueden sefialar tres grandes ac-
tuaciones: 1) Avances en las técnicas analiticas que facilitardn los
procesos de extraccion de productos naturales de forma eficiente
(extraccion con fluidos supercriticos. . .); 2) Técnicas computacionales
como el disefio y cribado de farmacos asistido por ordenador, y 3)
Las nuevas tecnologias de las que se sirven las ciencias dmicas (ge-
ndmica, protedmica, metaboldmica, transcriptomica. . ..), esenciales
para el avance en el conocimiento de las bases moleculares de los
procesos bioldgicos (21-24).

Estas nuevas tecnologias han incrementado significativa-
mente el volumen de datos generados, por lo que ha sido necesario
impulsar el disefio y mejora de herramientas computacionales y
bioinformdticas que tengan capacidad de analizar eficientemente
miles de datos con la minima intervencion humana. Estas herra-
mientas para el andlisis de los datos, permiten hacer mineria de
datos, establecer asociaciones matemdticas entre la estructura y la
actividad o aplicar la inteligencia artificial (25).

Por tanto, en el momento actual, el descubrimiento de far-
macos basados en productos naturales estd ligado a la integracion
de los datos provenientes de distintas fuentes: recursos quimioin-
formdticos con valiosa aplicacion en el andlisis y manejo de bases
de datos publicas que contienen informacion para realizar cribado
virtual, quimiogendmicay andlisis estructura-actividad (DrugBank,
ChEMBL, Binding Database y PubChem); y aproximaciones compu-
tacionales con técnicas de Docking y Dindmica Molecular, Infeligen-

Natural products: from traditional medicine to lead compounds for drug

lllZ development in the 21+t century
beatriz de las heras

. ANAlESI

RANF

cia artificial y datos generados por las ciencias dmicas basadas en
la biologia de sistemas. Todo ello permite un nuevo abordaje para
el descubrimiento de farmacos (23, 26-28). Adicionalmente, el
avance en el conocimiento de las vias moleculares del cancer a partir
de datos gendmicos, ayudard a explorar nuevas dianas de actuacion
de los productos naturales y posicionarlos como farmacos de utilidad
en la Medicina de Precision, dirigidos a actuar en vias de sefializa-
cion especificas en cancer (18, 27,29, 30).

5. CONCLUSIONES

Los productos naturales han contribuido histdricamente
al descubrimiento de fdrmacos como fuente de moléculas activas,
aportando una gran diversidad estructural que ha sido optimizada
a lo largo de la evolucion para interaccionar con distintas biomolé-
clas desempefiando funciones bioldgicas especificas.

En los dltimos afios, la investigacion en el desarrollo de
nuevos farmacos ha experimentado un progreso sin precedentes,
gracias a los avances en distintas disciplinas como la Quimica Ana-
litica, Biologia Molecular, Quimioinformdtica, Ciencias Omicas, que
junto al desarrollo de técnicas computacionales y la revolucion fec-
nologica en el procesamiento de datos han contribuido a implemen-
tar la Medicina de Precision. En el momento actual, asistimos a una
optimizacion del proceso de descubrimiento de farmacos multidi-
mensional, con poderosas herramientas que permitirdn analizar el
potencial farmacoldgico de los productos naturales o de productos
derivados de ellos y llegar a convertir a estas moléculas en productos
activos con baja toxicidad.

Por todo ello, los productos naturales siguen siendo mo-
léculas con un gran potencial en el desarrollo farmacéutico, ya que
a diferencia de otras estrategias terapéuticas presentan una relacion
coste-beneficio favorable, lo que les permitird un uso futuro en Me-
dicina de Precision.
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Iniciaremos la comunicacion conociendo a la Oficina de Far-
macia desde los ojos del legislador.
La Ley 16/1997, de 25 de abril, de regulacion de los servicios
de oficinas de farmacia indica:
“Articulo 1. Definicion y funciones de las oficinas de farma-
aa.
En los términos recogidos en la Ley 14/1986, General de
Sanidad de 25 de abril, y la Ley 25/1990, de 20 de diciembre, del Me-
dicamento, las oficinas de farmacia son establecimientos sanitarios
privados de interés pablico, sujetos a la planificacion sanitaria que es-
tablezcan las Comunidades Auténomas, en las que el farmacéutico ti-
tular-propietario de las mismas, asistido, en su caso de ayudantes o
auxiliares, deberd prestar los siguientes servicios bdsicos a la pobla-
(ion:
1. La adquisicion, custodia, conservacion y dispensacion de los
medicamentos y productos sanitarios.
2. La vigilancia, control y custodia de las recetas médicas dis-
pensadas.
3. La garantia de la atencion farmacéutica, en su zona farma-
céutica, a los nicleos de poblacion en los que no existan oficinas
de farmacia.
4, La elaboracion se formulas magistrales y preparados ofici-
nales, en los casos y segin los procedimientos y controles esta-
blecidos.
5. La informacion y el sequimiento de los tratamientos farma-
coldgicos a los pacientes.
6. La colaboracion en el control del uso individualizado de los
medicamentos, a fin de detectar las reacciones adversas que
puedan producirse y noificarlas a los organismos responsables
de la farmacovigilancia.
7. La colaboracion en los programas que promuevan las Admi-
nistraciones sanitarias sobre garantia de calidad de la asistencia
farmacéutica y de a atencion sanitaria en general, promocion
y proteccion de la salud, prevencion de la enfermedad y educa-
(ion sanitaria.
8. La colaboracion con la Administracion sanitaria en la forma-
cidn e informacion dirigidas al resto de profesionales sanitarios
y usuarios sobre el uso racional de los medicamentos y productos
sanitarios.
9. La actuacion coordinada con las estructuras asistenciales de
los Servicios de Salud de las Comunidades Autdnomas.
10. La colaboracion en la docencia para la obtencion del fitulo
se Licenciado en Farmacia, de acuerdo con lo previsto en las Di-
rectivas Comunitarias, y en la normativa estatal y de las Uni-
versidades por las que se establecen los correspondientes planes
de estudio en cada uno de ellas.
Articulo 2. Ordenacion territorial.
1. En desarrollo de lo que se establece en el articulo 103.3

Pharmacy office. Pharmaceutical care.

I“ Personalized dosing service
Teresa Gil Alegre

. ANAlESI

RANF

de la vigente ley 14/1986, General de Sanidad de 25 de abril, y el ar-
ticulo 88 de la Ley 2571990, de 20 de diciembre, del Medicamento. y
al objeto de ordenar la asistencia farmacéutica a la poblacion, las Co-
munidades Autonomas, a las que corresponde garantizar dicha asis-
tencia, establecerdn criterios especificos de planificacion para la
autorizacion de la oficina de farmacia.

En Julio de 2006, se publica la ley 29/2006, de 26 de julio
de garantias y uso racional de los medicamentos y productos sanita-
rios. Se trataba de una ley enfocada a la realidad social del siglo XXI
con mds protagonismo del uso de medicamentos que no precisan pres-
cripcion médica pero que debe realizarse en el marco del uso racional
del medicamento, ante esta situacion el farmacéutico de oficina de
farmacia informard, aconsejard e instruird sobre su correcta ufilizacion.

La oficina de farmacia no existe como consecuencia de una
Licencia Administrativa, existe por la decision de un farmacéutico en
crear con sus haberes como todo empresario, un establecimiento que
supone una creacion de riqueza ( salarios de sus subordinados), gran
ahorro a la Administracion del Estado. Esta licencia se concede porque
la solicita un profesional formado cientificamente en una Facultad es-
pecial dentro de una Universidad: es el Farmacéutico.

Este farmacéutico al que la Universidad le ha dado toda la
formacion cientifica del momento debe actualizarse al mismo ritmo
que vayan los avances él y sus compaiieros de profesion no deben ol-
vidar que ninguna profesion tiene razon de ser sin una mision que
cumplir y, que cuando la mision se pierde la profesion desaparece.

Nos desilusiona ver que la Administracion Sanitaria los re-
quisitos exigidos para conceder la oficina de farmacia son de orden
cuantitativo (distancia, ndmero de habitantes) y no cuantitativos (ser-
vicios profesionales que prestard, nimero de profesionales que tra-
bajardn en ella) y que no estemos ejerciendo en una profesion liberal,
estamos en un sector intervenido.

Siguiendo la ley de Garantias, vemos la Dispensacion: Es
la actuacion clinica del profesional farmacéutico por la cual propor-
ciona, a un paciente o a su cidador, ademds de medicamentos y/o
productos sanitarios, los servicios clinicos que acompaiian la entrega
del mismo, con el objetivo de de mejorar su proceso de uso y proteger
al paciente de la posible aparicion de problemas relacionados con los
medicamentos PRM.

Para exponer la diferenciacion entre los conceptos Venta y
Dispensacion el profesor Félix Sanchez Lopez de Vinuesa indicaba que
la dispensacion como concepto conlleva una serie de fases que la con-
vierte en un acto daramente diferente de una venta:

a) Consideracion técnico-sanitaria:

. Sobre la receta: confirmacion de su correcta cumplimentacion.
. Sobre el medicamento: verificacion de su dosificacion, envase
con nmero de unidades, efc.

. Sobre el enfermo: confirmacion de que ha entendido la
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pauta posoldgica, duracion de tratamiento, efectos buscados
por el medicamento, o bien asegurar de que solicita el medi-
camento adecuado en caso de necesidad de prescripcion.

. Evaluacion de la relacion beneficio/riesgo de la indicacion
prescrita o solicitada por el paciente.

b) Decidird la entrega efectiva del medicamento al paciente
una vez analizados los pardmetros anteriores.

¢) Control del fdrmaco una vez suministrado al paciente con
el objetivo de prever, detectar, resolver posibles problemas
relacionados con el mismo.

La entrega fisica del producto-medicamento no implica
una dispensacion; esta se produce cuando el farmacéutico informado
entregard el producto al paciente.

Siguiendo a la Ley de Garantias el farmacéutico asumird
la Atencion Farmacéutica, entendiendo como tal el seguimiento in-
dividualizado de la farmacoterapia de los pacientes. La atencion
farmacéutica implica trabajar con el equipo de salud de la Zona
interactuar con otros profesionales de la salud, principalmente los
médicos pero ésta es mds escasa y mds dificil.

Para ella se va a necesitar de un espacio integrado pero
independiente, que aporte confidencialidad y una atencion total-
mente personalizada es la Zona de Atencion Personalizada ZAPE.
Cualquier actuacion debe responder a un Protocolo Normalizado
de Trabajo PNT.

En 1999 la Fundacion Pharmaceutical Care Espaiia publico
un Manual de Procedimientos en Atencion Farmacéutica en él indica
que esto supone tres funciones primordiales: Identificacion de pro-
blemas relacionados con la medicacion; resolver Problemas Rela-
cionados con Medicamentos; Prevenir Problemas Relacionados con
medicamentos.

Una faceta interesante es la atencion farmacéutica y la ca-
lidad de vida del paciente. A finales del siglo XX surge el concepto
“calidad de vida” dificil de definir pues consideran se puede distin-
guir diferentes inferpretaciones biomédicas, socio econdmica, psi-
cologica etc.

Tomando como referente principal la enfermedad, calidad
de vida significa que se le garantice al paciente no solo los recursos
y medio materiales, sino los asistenciales como es la atencion far-
macéutica.

La atencion farmacéutica (seguimiento farmacoterapéu-

tico) mide los efectos de la intervencion farmacéutica y los beneficios
para el paciente.
Un factor esencial en el buen resultado de un tratamiento farma-
coldgico es la fidelidad del paciente en la toma de sus medicamen-
tos, esta situacion tiene varias denominaciones, Adherencia /no
Adherencia; Cumplimiento/Incumplimiento del tratamiento far-
maco-terapéutico.

£Qué se debe entender por adherencia?. La contestacion
mds repetida en la bibliografia son; Cunplimiento “compliance” y
Adherecia “adherence”. El concepto cumplimiento suscita contro-
versias pero es el mds aceptado y, lo definen como “el grado en que
la conducta de un paciente en relacion con la toma de medicamen-
tos, seguimiento de una dieta o modificacion de hdbitos de vida
coincide con las instrucciones proporcionadas por el médico o per-
sonal sanitario”.

El incumplimiento puede ser eventual o habitual y esa
eventualidad condicionada por situaciones sociales; familiares; ani-
micas. En ese punto se necesita la habilidad psicolégica del farma-
céutico.

Esta situacion despierta inquietudes en el campo de la psi-
quiatria, de la farmacia hospitalaria y de la oficina de farmacia.

Emilio Garcia Jimenez, en su tesis doctoral Incumplimiento
como causa de problemas relacionados con medicamentos en el se-
guimiento farmacoterapéutico. Universidad de Granada. 2003
ofrece la definicion dada por Antonio Iniesta en su libro Cumpli-
miento o Adherencia en Atencion Farmacéutica, recomendaba el
término “adherencia terapéutica”, ya que “cumplimiento”, segin
él, implicaba un modelo de “obediencia ciega” en la que el paciente
es el responsable en seguir un plan de tratamiento prescrito sin
consultarle, “paciente pasivo”, mientras que la “adherencia” supone
un acuerdo sobre el tratamiento y sus posibilidades.

Actualmente, las investigaciones se centran en controlar
la adherencia con dispositivos de ayuda para que el paciente fome
sus medicamentos facilitdndole su consumo.

El servicio que ofrece la oficina de farmacia denominado
Sistema Personalizado de Dosificacion SPD es un servicio voluntario
para el paciente voluntario para el médico, voluntario para el far-
macéutico, carece de precio venta al pablico.

Se centra en pacientes polimedicados mayores de 65 aios,
pero se pueden incluir los pacientes que por diversas circunstancias
tienen problema para fidelizarse al tratamiento.

El médico recomienda al paciente vaya a su farmacia y so-
licite preparen su medicacion en un dispositivo SPD. La oficina de
farmacia tiene que tener en su plantilla un farmacéutico que hu-
biera realizado la preparacion que ofrece su Colegio Profesional
consigue su acreditacion que generalmente pasado un tiempo con-
creto (marcado por cada Colegio) deberd reacreditarse dispondrd
de un espacio acondicionado en luz, temperatura, humedad, ade-
cwadas para la manipulacion de medicamentos, la farmacia precisa
adquirir el material necesario para elaborarlos pudiendo ser ma-
nual o mecdnicamente.

El dispositivo donde se distribuye la medicacion de cada
paciente consta de un soporte con alveolos para colocar la medica-
(ion acondicionada por dias de la semana y momento de consumir-
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los: desayuno, comida, cena; una vez distribuidos se acoplard la
tapa que puede ser por calor o en frio, garantizando siempre la
hermeticidad. Se recomienda que si se prepara para personas que
conviven se acuerde con ellos un logotipo o cualquier sefial que sirva
para distinguirlos. Antes de prepararlo el paciente practica en la
farmacia, debemos asegurar que tiene la suficiente destreza en su
utilizacion. Son dosis semanales y se recomienda al paciente recoja
los siguientes y traiga las carcasas para unirlas con los resi-
duos.

El farmacéutico no estd autorizado a entregar ningin medicamento
en envase deteriorado o abierto, por tanto es un acto post dispen-
sacion y precisamos nos autorice por escrito la apertura de su envase
original y trasladarlo a su SPD.

La farmacia preparadora puede darse de baja cuando
quiera y, el paciente también causa baja cuando lo desee.

Respecto al precio no hay ninguno legalmente reconocido,
los Colegios Oficiales de Farmacéuticos convienen con sus colegiados
un precio modesto (en Madrid el minimo suele ser 3euros/semana,
pero se puede cobrar mds); con un paciente acostumbrado a su pas-
tillero casero que hace afios le regalaron en su farmacia se niega a
ese abono; incluso en determinadas ubicaciones de las farmacias
(rurales, barrios marginales, etc.) hay pacientes que su economia
no le permite abonarlo y el farmacéutico, generalmente opta por
hacerlo gratis, hay Colegios que consiguen ayudas, ( Obra Social La
Caixa,.). Es una situacion pendiente desde hace muchos afios; el
farmacéutico que prepara SPD no amortiza los aparatos adquiridos
ni el gasto del material de envasado que tiene cada vez que lo pre-
para. Se olvidan, también que a tenor de los convenios laborales
el tiempo invertido por el farmacéutico tiene un precio, aqui no, de
momento.

Los pacientes que utilizan este servicio estdn muy satisfe-
chos también sus cuidadores o familiares que estdn a su cargo y el
farmacéutico también, pues sabe que semanalmente viene a la far-
macia el paciente o su cuidador y le ofrece la oportunidad de ofre-
cerle su atencion farmacéutica.
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