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Curso de postgrado: Membranas biológicas: estudio de nivel estructural y funcional 

Introducción

Las células biológicas poseen membranas para organizar el espacio en diferentes compartimientos (Gennis, 1989). La función de barrera de estas membranas es de fundamental importancia en la organización estructural y la función de las células procariotas y eucariotas. En bacterias la ausencia de esta barrera selectiva permitiría que cualquier clase de moléculas pudieran moverse libremente hacia fuera y hacia adentro de la célula, haciendo imposible el funcionamiento de un sistema de autorregulación estable. Por otro lado, si la función de barrera fuera demasiado estricta, el movimiento molecular a través de la membrana sería dificultoso y las células no serían capaces de cambiar su composición en respuesta a cambios en el ambiente. En cualquiera de los dos casos la vida no sería posible.

Entonces, aunque la membrana se comporta como una barrera, al mismo tiempo permite el movimiento de moléculas a través de ella.
Debido a que los componentes de membrana están involucrados en diferentes procesos relacionados con la vida y la función que cumplen en los organismos es importante conocer si dichos componentes se ven afectados por las variaciones en el medio ambiente.

Los componentes mayoritarios de membranas de bacterias Gram (-) que juegan un rol importante en su estabilidad son los fosfolípidos (PL). Los PL son importantes, tanto cuantitativamente como cualitativamente, ya que determinan las propiedades físicas de la membrana. Dependiendo del tamaño del grupo cabeza, los PL tienden a formar membranas del tipo bicapa o nobicapa. Generalmente PE forma membranas con estructuras de nobicapa, mientras que PC forma membranas con estructuras de bicapa. Cambios en las relaciones entre estos tipos de lípidos pueden alterar la forma total de la membrana, (Dowhan, 1997)

Además, se conoce que los fosfolípidos juegan un rol importante en el establecimiento de la simbiosis entre bacterias fijadoras de nitrógeno (rizobios) y sus leguminosas huéspedes. 

Los ácidos grasos componentes de los PL también juegan un rol clave ya que existen numerosos reportes que indican la modificación del grado de insaturación para mantener la fluidez de la membrana frente a situaciones ambientales adversas.

La técnica experimental más utilizada para separar y analizar la composición de PL y ácidos grasos en muestras biológicas es la cromatografía en capa fina (TLC) debido a que presenta muchas ventajas como su poder resolutivo, su simplicidad y relativo bajo costo y su versatilidad ya que variando la proporción de solventes y/o la fase sólida es posible separar los componentes individuales a partir de mezclas complejas.

La TLC es una cromatografía de adsorción donde la fase estacionaria sólida está constituida por sílica gel tipo G y la fase móvil está constituida por una mezcla de solventes polares y no polares. El principio de esta técnica está basado en la adsorción diferencial de cada lípido presente en la mezcla. De acuerdo a esto la fase móvil los arrastrará con distinta velocidad, logrando así la separación de los mismos.

Desde la introducción del ión plata (Ag+) en la cromatografía (Morris, 1962), su utilización se ha incrementado en los esfuerzos para dilucidar la estructura de diversos lípidos. Su uso está basado en la habilidad del ión Ag+ para formar complejos con compuestos insaturados. La estabilidad del complejo aumenta con el incremento del número de dobles enlaces pero disminuye con el aumento de la longitud de la cadena carbonada. En la práctica los ácidos grasos son resueltos en base al número y configuración de sus dobles enlaces.
Objetivos
1) Identificación y análisis cuantitativo de PL de muestras provenientes de cultivos incubados con ácido graso radioactivo mediante cromatografía en capa delgada (TLC).
2) Medición de la actividad de una enzima responsable de la formación de AG insaturados mediante TLC impregnada con nitrato de plata.

Dichos ensayos se realizarán utilizando cultivos bacterianos de S. meliloti 1021, Bradyrhizobium TAL 1000 y E. coli BL21 (DE3) como control negativo. Todas las cepas bacterianas serán crecidas a 28 °C.
Metodología
Marcado in vivo de lípidos con [14C]palmitato
El carbono 14 es un isótopo natural, que se torna inestable y desintegra su núcleo espontáneamente, emitiendo radiación (.

Esta radiación es de baja energía, corto alcance y tan débil que queda absorbida en el propio material y para medirla son necesarios equipos y materiales que permitan amplificar la señal.

Para este fin se utiliza la espectroscopia de centelleo líquido. El líquido de centelleo está compuesto por moléculas capaces de excitarse con la radiación emitida por el isótopo durante la desintegración del núcleo y emitir, posteriormente, fotones.

Estos fotones son detectados por el contador que posee un fotomultiplicador: De esta forma, la radiación ( es amplificada, detectada y registrada.

La composición y el metabolismo lipídico de los microorganismos pueden determinarse siguiendo el marcado con [14C]palmitato.
Cultivos con palmitato radioactivo
Al momento de la inoculación con el microorganismo, el medio de cultivo es suplementado con 0,5 (ci/ml de [14C]palmitato, sal de sodio en albúmina bovina 1 mg/mL.
La incorporación del radioactivo a la biomasa se controla determinando el número de desintegraciones por minuto (dpm) presentes en el sobrenadante a diferentes tiempos. Para esto se toman alícuotas de cada cultivo a diferentes tiempos, se colocan en eppendorff y se centrifugan. Luego, se toman 25(l del sobrenadante y se colocan en viales de plástico con líquido de centelleo (a los cuales previamente se les ha contado la cantidad de cuentas o fondos). Los viales se llevan a un contador de centelleo líquido para determinar la cantidad de dpm.

Cuando los cultivos alcanzan la fase log tardía se recolecta la biomasa y se procede a la extracción de lípidos totales según Bligh y Dyer (1959).

Extracción de Lípidos a partir de la biomasa húmeda (Bligh y Dyer, 1959)

Para realizar la primera extracción, agregar 0,6ml de agua y 3,75ml de cloroformo: metanol (1:2 v/v) por cada 400 mg de biomasa en un tubo de centrifuga. Agitar en agitador magnético durante 90 min.
Transcurrido este tiempo centrifugar los tubos 20 min. a 3000 rpm.

El sobrenadante obtenido se reserva en una probeta y el precipitado se somete a la segunda extracción. Para ello agregar 4,75ml de cloroformo: metanol: ac clorhídrico 0,2N (1:2:0,8 v/v) por cada 400mg de biomasa húmeda y agitar durante 30 seg. Centrifugar nuevamente y reunir los sobrenadantes.

Agregar 2,5ml de cloroformo por cada 400mg de biomasa húmeda.

El siguiente paso consiste en colocar 2ml de ClK 0,1M en metanol 50% por cada 3ml de volumen total obtenido.
Agitar en vortex y dejar en reposo a 4ºC durante 12 horas para permitir la separación de las fases. Transcurrido ese tiempo registrar el volumen de fase inferior (FI) que contiene los lípidos, desechar la fase superior y lavar 3 veces la FI con ClK 0,1M en metanol 50%.
Para determinar la cantidad de dpm presentes en el extracto se toma una alícuota de la FI, se lleva a sequedad bajo nitrógeno gaseoso en un vial, se coloca luego liquido de centelleo y se lleva al contador.

Con este dato y el de volumen de FI, se calculan las cuentas presentes en FI.

Análisis de fosfolípidos
Las muestras de Fl y los testigos se separan e identifican por cromatografía en capa delgada (TLC). Para ello, extraer de la FI los µl necesarios para obtener aproximadamente 20000 dpm por muestra.

Sembrar los lípidos extraídos y los testigos en una placa que previamente a sido lavada con metanol: eter sulfúrico (37,5:12,5 v/v) y activada a 80ºC durante 1 h.
La siembra se realiza sobre una línea marcada con lápiz a aproximadamente 0,7cm del borde inferior de la placa.

Los testigos a usar son:

(PE (fosfatidiletanolamina)

(PG (fosfatidilglicerol)

(PC (fosfatidilcolina)

(Cardiolipina

(LPE (lisofosfatidiletanolamina)

La mezcla de solventes para la corrida está compuesta por cloroformo: acetona: metanol: ac acético: agua (40:15:14:12:7 v/v/v/v/v.)

Esta mezcla se coloca en una cuba  con papel secante para que se vaya saturando con los vapores del solvente de corrida.

Una vez terminada de siembra, la placa se coloca en la cuba y se deja correr hasta que falten aproximadamente 1 o 2 cm del borde superior. Dejar secar bajo campana de extracción.

El revelado se realiza bajo vapores de yodo. Los componentes de la muestra se identifican por comparación con los testigos. Luego raspar cada mancha, colocar en viales de plástico con líquido de centelleo y contar la cantidad de dpm presentes en cada mancha por medio de un contador de centelleo liquido.

Los valores luego se expresan como porcentaje de radioactividad.

Preparación de los esteres metílicos de ácidos grasos (FAME)

Tomar una alícuota de FI que contenga aprox. 40000 cuentas, colocar en tubos con tapa rosca y secar bajo nitrógeno gaseoso.

Agregar 0,8ml de trifluoruro de boro y 0,2ml de metanol, burbujear bajo nitrógeno para evitar la oxidación, tapar y colocar en baño de agua a 100ºC durante 2 h.
Transcurrido ese tiempo, se dejan enfriar los tubos, se agrega 1ml de agua y se realizan tres extracciones con 2ml de hexano, reuniendo la fase superior de cada extracción. Secar bajo nitrógeno, resuspender en 50 µl y sembrar una placa de TLC impregnada con nitrato de plata.
Impregnación de placas de TLC con nitrato de plata
Las cromatoplacas de silica gel se lavan previamente con metanol: eter sulfúrico (37,5:12,5 v/v) y se activan en estufa a 80ºC por 1h.
La placa se deja enfriar y rocía en total oscuridad con una solución de nitrato de plata 10% en acetonitrilo. Dejar secar en posición horizontal y activar por 15 min. A 80ºC.

Sembrar en los bordes laterales de la placa una mezcla de testigos con diferentes grado de insaturación (FAMEs poliinsaturados, triinsaturados, diinsaturados, monoinsaturados y saturados) y las muestras en las calles restantes.
Colocar la placa en la cuba con la mezcla de solventes: Hexano: Eter Etilico: Ac Acético (47:2:1 v/v) y dejar correr hasta que falten 2 cm del borde superior. Una vez finalizado dejar secar 10 min. bajo campana. Realizar una nueva corrida, esta vez hasta el final de la placa.

Es importante destacar que la proporción de los solventes puede ser alterada ligeramente para mejorar la separación de acuerdo a las condiciones experimentales locales (tipo de placa, humedad, temperatura, geometría de la cuba, etc.).

Para el revelado proteger las muestras y rociar sólo las calles correspondientes a los testigos con una solución de 2,3 diclorofluoresceína en metanol bajo campana. Examinar bajo luz UV.
Luego se procede al raspado de la placa de acuerdo a cada testigo identificado.
Extracción de FAMEs de la sílica
Las fracciones de sílica correspondientes a cada componente se colocan en tubos cónicos previamente rotulados, y se realizan tres extracciones. Para ello se agregan 3,5ml de Hexano: Eter Etílico (1:1 v/v) se agita en vortex y se centrifuga 5 minutos a 3000 rpm, el sobrenadante se transfiere a viales de vidrio (repetir 3 veces). Agregar 3ml de líquido de centelleo y medir las dpm.
El resultado se indica como porcentaje de radioactividad
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Cronograma. tentativo
Lunes 5. Impregnación de TLC con nitrato de plata

Siembra TLC. Corrida y revelado

Martes 6. Raspado TLC. Extracción FAMES de la sílica.

Miércoles 7. Cuantificación radiactividad  en contador de centelleo. Análisis de los resultados.
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