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Introduccién

La toxina alfa hemolisina (HIyA) constituye un importante factor de virulencia de diversas cepas
uropatogénicas de E. coli; la misma es secretada al medio extracelular donde lisa un amplio rango de
células blanco. Un paso clave en su mecanismo de accion es la interaccidén con la membrana de la
célula blanco. Los sistemas modelo de membranas constituyen una herramienta muy util para el estudio
de la interaccién proteina-membrana. Como sistemas modelo, las monocapas y bicapas lipidicas,
permiten estudiar la interaccion de distintos compuestos, entre ellos farmacos y proteinas, variando su
composicion y propiedades fisicas de manera controlada. Las bicapas soportadas permiten emplear
técnicas de fisicoquimica de superficies, entre las cuales, la resonancia de plasmones superficiales
(SPR) constituye una técnica muy valiosa para el estudio de interacciones entre biomoléculas. En
general, permite la determinacién de forma rapida y directa de las velocidades de asociacion y
disociacion, sin necesidad de marca, purificacion extra y con una alta sensibilidad de deteccion.

Objetivos
Emplear técnicas analiticas avanzadas para el estudio de la interaccién de HlyA con membranas de
distinta composicion lipidica con el objetivo de comprender su mecanismo de insercion.

Materiales y métodos

La insercion de HlyA en monocapas lipidicas de distinta composicién se midié utilizando una balanza de
Langmuir, tomando registros de presién superficial y evaluando el grado de insercién de la toxina a
través del incremento observado en la presién superficial. Las constantes de afinidad y la cinética de
interaccion con bicapas lipidicas soportadas se realiz6 mediante SPR utilizando un equipo BioNavis
(SPR Navi 200) en flujo continuo.

Resultados

Se evaluo la interaccién de HlyA con monocapas compuestas por los lipidos mas abundantes en la
membrana celular, comprobandose que la toxina se inserta en todas ellas generando un aumento de la
presion superficial. Las medidas de SPR permitieron monitorear en tiempo real la interaccion de la
toxina con bicapas soportadas permitiendo analizar la cinética de unién y la afinidad por las mismas.

Conclusiones

El estudio de las interacciones entre biomoléculas, como una toxina bacteriana, o compuestos que
pueden alterar la membrana celular, como farmacos, con la membrana resulta de vital importancia para
el desarrollo de estrategias terapéuticas. Distintas técnicas pueden ser aplicadas para el estudio de
estas interacciones, desde las mas simples como la interaccién con monocapas hasta técnicas de mas
reciente desarrollo como SPR utilizando bicapas soportadas. Este trabajo demuestra la utilidad del uso
de sistemas modelo de membrana y la aplicacion de estas dos metodologias como herramientas para el
estudio de la interaccion de la toxina HlyA con membrana.
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