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Se caracterizaron algunas propiedades fisicoquimicas de dos surfactantes
derivados de arginina, Bz-Arg-NHC,, y Bz-Arg-NHC;,, asi como su
interaccion con membranas bioldgicas utilizando globulos rojos humanos
(GRH) como sistema modelo. Dichos compuestos fueron capaces de
reducir la tension superficial del agua a un valor constante, y mostraron
ademas concentraciones micelares criticas (CMC) definidas. La
observacion de agregados cilindricos de Bz-Arg-NHC, a través de
microscopia de fuerza atdbmica corroboré las predicciones basadas en los
valores del parametro de empaquetamiento. Los estudios de la actividad
hemolitica evidenciaron que la solubilizacién de la membrana de GRH es
inducida por los agregados de los surfactantes, ya que solo se observo lisis
celular a concentraciones mayores que sus respectivas CMC. Los cambios
morfolégicos observados en los GRH expuestos a los surfactantes
demostraron la existencia de dos fenémenos involucrados en el
mecanismo hemolitico: la incorporacién de monémeros de surfactante en
la capa externa de la membrana de los GRH, que provoca su
desestabilizacion con la consiguiente formacién de equinocitos y liberacion
de microvesiculas, y la extraccién de los componentes de la membrana,
resultante de colisiones con los agregados de los surfactantes, lo que
provoca una disminucion del area relativa de la capa externa y favorece la

aparicion de estomatocitos.

Palabras clave: Surfactantes, hemolisis, micelas, microvesiculas.

" Centro de Investigacion de Proteinas Vegetales (CIProVe-UNLP-CIC), Departamento de Ciencias Bioldgicas, Facultad de
Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata. Calle 47 y 115, La Plata, Buenos Aires. meli.hermet@hotmail.com;
fait. mariaelisa@biol.unlp.edu.ar; morcelle@biol.unlp.edu.ar; Ibakas@biol.unlp.edu.ar.


mailto:meli.hermet@hotmail.com
mailto:morcelle@biol.unlp.edu.ar
mailto:lbakas@biol.unlp.edu.ar

Los surfactantes derivados de arginina constituyen un grupo interesante entre los surfactantes
derivados de aminoacidos, ya que generalmente presentan baja toxicidad, alta
biodegradabilidad, propiedades antimicrobianas de amplio espectro y son mas faciles de
obtener que los surfactantes comerciales (Pinazo et al., 2016). Esta familia de compuestos ha
demostrado eficacia como conservante en formulaciones farmacéuticas y alimentarias, asi
como principio activo en productos dermatoldgicos y de cuidado personal (Singh y Tyagi,
2014).

Dos tensioactivos derivados de arginina, N*-benzoil-L-arginina-decilamida (Bz-Arg-
NHC;0) y N“-benzoil-L-arginina-dodecilamida (Bz-Arg-NHC;,) (figura 1), fueron sintetizados
mediante biocatalisis, empleando papaina (una peptidasa obtenida a partir del latex de frutos
de Carica papaya) adsorbida sobre poliamida como biocatalizador. El hecho de que estos
compuestos hayan demostrado tener actividad antimicrobiana de amplio espectro, baja
irritabilidad ocular y baja citotoxicidad (Fait et al., 2015) ha sugerido su uso como aditivo en
formulaciones farmacéuticas. Sin embargo, los compuestos capaces de inhibir el crecimiento
microbiano también pueden resultar ser toxicos frente a otros tipos celulares, y causar efectos
adversos, como la hemodlisis. Pape et al. (1987) han descripto un método simple, rapido y
efectivo para evaluar la toxicidad de surfactantes, basado en el uso de glébulos rojos como

sistema modelo para analizar la integridad de membrana.

Figura 1. Estructura quimica de Bz-Arg-NHC,, con m=9, 11 y n=m+1
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Reactivos. Los globulos rojos humanos (GRH) fueron aislados a partir de sangre de
voluntarios sanos de nuestro personal de laboratorio (CIProVe-UNLP-CIC, La Plata, Argentina).
Seroalbumina bovina (BSA) fue comprada a Fedesa S.A. Bz-Arg-NHC,, y Bz-Arg-NHC,;
fueron sintetizados en nuestro laboratorio segun lo descripto por Fait et al. (2015). El resto de

los reactivos fue de grado analitico.



Declaracioén ética. La sangre humana fue obtenida de voluntarios sanos pertenecientes a
nuestro personal de laboratorio (CIProVe). El estudio ha sido aprobado por el COBIMED
(Comité de Bioética y Etica de la Investigacion, Facultad de Ciencias Médicas, UNLP), de

acuerdo a los requisitos de la Declaracion de Helsinki.

Concentraciéon micelar critica (CMC)

Se realizaron medidas de tensién superficial (y) de soluciones acuosas de
Bz-Arg-NHC,, de distintas concentraciones, utilizando un tensiémetro Kris K-12 con una placa
de Wilhelmy. Todas las soluciones fueron preparadas en agua desionizada y se dejaron
equilibrar por 2 h a 25 °C en las celdas correspondientes. La CMC fue determinada a partir de
la interseccion de las porciones lineales de las curvas de tension superficial vs. el logaritmo de

la concentracion de surfactante.

Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La forma de los agregados de Bz-Arg-NHC,, fue caracterizada en aire y en celda fluida por AFM
en modo de contacto intermitente a 25 °C. La concentracion de surfactante empleada en cada
ensayo fue 5veces la CMC correspondiente. En todos los casos, 20 ul de la solucién del
tensioactivo fueron colocados sobre mica muscovita recientemente descamada. Para los
ensayos en aire, las muestras fueron secadas bajo corriente de N, y analizadas utilizando
sondas de nitruro de silicio (RTESP, Veeco, radios de punta 8-12 nm, 271-311 kHz, constante
de fuerza 40 N/m). En cuanto a las muestras en celda fluida (agua), se emplearon sondas
NPS10 (radios de punta 8-12 nm, 2-10 kHz, constante de fuerza 0,06 N/m). Las imagenes
fueron obtenidas mediante un microscopio MultiMode Scanning Probe (Veeco) equipado con

un controlador Nanoscope V (Veeco) a una velocidad de escaneo estandar (1 Hz).

Preparacion de la suspension de GRH

Los GRH fueron aislados mediante centrifugacion a 1300xg durante 15 min a temperatura
ambiente y lavados tres veces con buffer fosfato salino (PBS; NaCl 123,3 mM, Na,HPO,
22,2 mMy KH,PO, 5,6 mM en agua MilliQ® nanopura; pH 7,4; 300 mOsm/l) (Pape et al. 1987).

Cinética de hemolisis

Se evalud el grado de hemdlisis inducido por Bz-Arg-NHC,, a diferentes hematocritos (0,075;
0,15; 0,30 y 0,45 % v/v). Para ello, se prepararon diluciones seriadas de soluciones de los
surfactantes en PBS en una placa de microtitulacion de 96 pocillos. En cada ensayo, se

afiadieron 100 ul de la suspension de GRH a 100pul de las diluciones de



Bz-Arg-NHC,,. Las placas fueron incubadas a 37 °C en un detector multimodo DTX 880
(Beckman Coulter), midiéndose la densidad optica a 595 nm (DOsgs) en intervalos de 1 min por
un periodo total de 1 h, con agitaciéon lineal entre mediciones. Todos los ensayos fueron
realizados por duplicado. Con los datos obtenidos se construyeron las curvas de cinética de
hemodlisis, graficando la disminucién de la DOsgs en funcion del tiempo. El porcentaje de

hemdlisis para 1 h de incubacion fue calculado segun la Ec. (1):

DOc—DOy
DOc—DOgx

% Hemolisis = x 100 (1)

donde DO, es la DOsg5 de los GRH incubados en PBS, DO, es la DOsg5 de los GRH tratados
con diferentes concentraciones de los surfactantes y DOy, es la DOsg5 de los GRH incubados en
presencia de Triton X-100 1 % v/v (100 % hemdlisis). A continuacion, se construyeron las
curvas dosis-respuesta para cada hematocrito, ajustdndose cada conjunto de datos a una
funcion sigmoidea (Boltzmann), utilizando el software OriginPro8®, y se aplicé el analisis

propuesto por Preté et al. (2002).

Caracterizacion morfolégica de los GRH

Se estudiaron los cambios morfolégicos en GRH tratados con Bz-Arg-NHC, mediante
microscopia 6ptica con contraste de fase. Para ello, se depositaron alicuotas de GRH (10 pl,
hematocrito 0,075 % en PBS adicionado con 1,0 % p/v de BSA) sobre portaobjetos revestidos
con poli-L-lisina 0,001 % v/v (Jay, 1975). Los cambios en la morfologia celular fueron
observados a través de un microscopio 6ptico con contraste de fases (Nikon Eclipse TS100)
luego de la adicion de 10 ul de soluciones de distinta concentracion de los surfactantes (300 y
1200 yM para Bz-Arg-NHC,p; 280 y 1100 uM para Bz-Arg-NHC,,). Las imagenes fueron
adquiridas con una camara digital Nikon 391CU 3.2M CCD y analizadas utilizando el software

Micrometrics SE Premium®.

Microscopia electrénica de transmision

Las microvesiculas fueron aisladas mediante el ultracentrifugado (100000xg, 1 h) del
sobrenadante de GRH (2 % v/v) tratados con Bz-Arg-NHC10 (300 uM) y Bz-Arg-NHC12
(280uM); vy fijadas por la adicion de 10 ul de glutaraldehido. Para su observacion se utilizo la
técnica de tincién negativa con &acido fosfotungstico al 1 % p/v como contrastante y un

microscopio electronico de transmision JEM-1200EX Il (Jeol).



Concentracion micelar critica

Se ha sugerido cierto paralelismo entre la CMC de un surfactante y su coeficiente de particion
entre la fase acuosa (polar) y la membrana (no polar). También se ha reportado una relacion
lineal entre el logaritmo de la CMC vy el logaritmo de la constante de particion del surfactante en
la membrana (K). Por este motivo, el valor de CMC es un parametro clave para entender el
mecanismo involucrado en la solubilizacién de membranas inducida por surfactantes. Estos
valores fueron determinados a partir de la interseccion de las porciones lineales de las curvas
de tension superficial (y) vs. el logaritmo de la concentracion de surfactante (figura 2). De
acuerdo a los resultados, ambos compuestos fueron capaces de reducir la tension superficial
del agua a un valor constante. Se observé que para Bz-Arg-NHC, el valor de CMC (0,085 mM)
fue menor que para Bz-Arg-NHC,, (0,23 mM), lo que se puede explicar teniendo en cuenta el
largo de la cadena hidrocarbonada: a mayor hidrofobicidad de la molécula (mayor longitud de la

cola hidrocarbonada), mayor sera la tendencia a formar agregados y menor sera su CMC.

Figura 2. Tension superficial vs. concentracion de surfactante: (a) Bz-Arg-NHC o y (b) Bz-Arg-NHC,
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Parametros de empaquetamiento

La forma de los agregados en los que se ensamblan las moléculas de los surfactantes es
variable, y puede predecirse segun el parametro de empaquetamiento, definido por la Ec. (2):
SPP =v/lA, (2)

donde v es el volumen de la cola no polar, / es el largo de la cadena no polar en configuracion
all-trans y A, es el area ocupada por la cabeza polar. Valores de SPP entre 0,33 y 0,5
corresponden a una conformacion cilindrica, mientras que para SPP<0,33 los agregados
tienden a adoptar formas esféricas. Para Bz-Arg-NHC,, y Bz-Arg-NHC,, los valores de SPP
hallados (0,38 y 0,45, respectivamente) predicen la formacién de agregados cilindricos en

ambos casos.

Microscopia de fuerza atémica

Se estudié el comportamiento de agregacién de Bz-Arg-NHC,, en aire y celda fluida, mediante
AFM (figura 3). En todos los casos, los perfiles obtenidos mostraron la existencia de mono- y
bicapas de moléculas de tensioactivo, con alturas promedio de entre 3 y 5 nm respectivamente.
La presencia de regiones alternadas de mica sin cubrir y bicapas de surfactante fue
evidenciada para Bz-Arg-NHC, en aire (figura 3a y 3c). También se observé la adsorcion de
agregados sobre las bicapas inicialmente formadas tanto en aire como en medio liquido. Estos
agregados presentaron una amplia variedad de tamanos, con alturas de entre 5 y 90 nm para
Bz-Arg-NHCo, y de entre 12 y 40 nm para Bz-Arg-NHC,,. Finalmente, en el caso de las
imagenes adquiridas en celda fluida para Bz-Arg-NHC,, se evidencié la presencia de

agregados cilindricos (figuras 3b y 3c), corroborando las predicciones basadas en el SPP.

Cinética de hemolisis

Para obtener mas informacién acerca del mecanismo involucrado en el proceso hemolitico
inducido por Bz-Arg-NHC, se estudiaron las cinéticas de hemdlisis de GRH. La figura 4 muestra
los cambios en la DOsg5 en funcion del tiempo para los GRH tratados con 6 concentraciones
distintas de Bz-Arg-NHC,, tanto por debajo como por encima de sus respectivas CMC, para
dos hematocritos (0,15 y 0,30 % v/v).

En el caso de las muestras incubadas con Bz-Arg-NHC,, solo se observd la
solubilizacion de las membranas (evidenciada por una disminucion en la DOsgs) a
concentraciones mayores que su CMC. Al aumentar el hematocrito, para tiempos de incubacion
mayores a 30 min a las menores concentraciones de surfactante, se notd un aumento en la
DOsos (figura 4b). Esto podria deberse a una agregacién de los GRH mediada por los
mondémeros del surfactante. Por otro lado, para los GRH tratados con Bz-Arg-NHC,,, se
observé un comportamiento similar (figuras 4c y 4d). Finalmente, el hecho de que la hemdlisis

solo fue evidente a concentraciones de surfactante de 2,5 y 3,3 veces los valores de CMC para



Bz-Arg-NHC,, y Bz-Arg-NHC,,, respectivamente, sugiere que son los agregados los
responsables de este efecto.

Figura 3. Imagenes de AFM obtenidas para: (a, b) Bz-Arg-NHC, y (c, d) Bz-Arg-NHC,, (a, c) en aire y (b, d) en

celda fluida. Las imagenes se muestran en escala z de 30 nm, representada por el brillo del color
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Figura 4. Cinética de hemélisis inducida por (a, b) Bz-Arg-NHC, y (c, d) Bz-Arg-NHC,,, en medio isoténico para
hematocritos de 0,15 % (a, c) y 0,30 % (b, d) v/v
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Cambios morfoldgicos en GRH inducidos por Bz-Arg-NHCn

Se analizaron los cambios en la forma de GRH inducidos por Bz-Arg-NHC,, utilizando un
microscopio Optico con contraste de fases. Las imagenes obtenidas revelaron una
serie de cambios morfolégicos que dependian no solo del largo de la cadena hidrocarbonada,
sino también de la concentracién de surfactante empleada (figura 5). Para los GRH tratados
con Bz-Arg-NHC,o, la secuencia de cambios morfologicos fue discocito — equinocito —
esferocito para ambas concentraciones ensayadas (300 o 1200 uM). En el caso de Bz-Arg-
NHC,,, para la menor concentracion empleada (280 uM) la secuencia observada fue discocito
— equinocito — esferoequinocito, mientras que para la mayor concentracién ensayada
(1120 puM), la secuencia fue discocito — estomatocito — esferocito. Solo se observé lisis luego
de 6 min de incubacion con Bz-Arg-NHC,, a una concentracién igual a 1120 yuM.

A pesar de que las capas externa e interna de la membrana permanecen acopladas,
pueden surgir alteraciones en la forma normal de los GRH, debido a diferencias entre sus areas
relativas (Sheetz y Singer, 1974; Sheetz, et al., 1976). Por lo tanto, cualquier perturbacion que

provoque un aumento en el area relativa de la capa externa contribuye a la formacién de



estructuras que protruyen de la membrana, y prevalecen los equinocitos. Por el contrario, la
adiciéon de moléculas en la capa interna lleva a un aumento del area de esta respecto de la
externa, lo que provoca la aparicidon de concavidades en la superficie celular (estomatocitos).
Las alteraciones en la forma de los GRH inducidas por surfactantes pueden resultar no solo de
una incorporacién asimétrica de moléculas anfifilicas en la bicapa, sino también como
consecuencia de la extraccion de los componentes de la membrana (Vives et al., 1999).

En el caso de Bz-Arg-NHC., el cambio de discocito a equinocito sugiere la
incorporacion de los mondmeros del surfactante (menos hidrofébicos) en la capa externa de la
membrana de los GRH. La transicion final a esferocitos (figuras 5b y 5c¢) puede ser explicada
por el desprendimiento de microvesiculas mixtas, cuya presencia fue evidenciada por
microscopia electrénica de transmision (figura 6).

Por otro lado, Bz-Arg-NHC,, mostr6 un comportamiento similar en la menor
concentracion ensayada (figura 5d). En este caso, al aumentar la concentracién del
tensioactivo, la morfologia predominante observada fueron los estomatocitos (figura 5e), lo cual
puede explicarse por un incremento en el nimero de agregados de surfactante, lo que puede
atribuirse al aumento de la tasa de extraccion de componentes de la membrana en relacion con
la observada en el caso de los agregados de Bz-Arg-NHCi,. De esta forma, si bien las
moléculas de Bz-Arg-NHC;, serian incapaces de traslocar a la capa interna de la membrana, la
rapida solubilizaciéon de los constituyentes de esta conducirian a una disminuciéon substancial

del area de la capa externa, cambiando la forma de los GRH de discocitos a estomatocitos.



Figura 5. Imagenes de microscopia 6ptica con contraste de fases de GRH tomadas inmediatamente (t;) y 1, 3, 6
0 10 min después de la adicién de: Bz-Arg-NHC, (b) 300 uM o (c) 1200 uM; Bz-Arg-NHC; (d) 280 uM o (e)
1100 uM, todos en medio isotonico (aumento: 400X; barras: 10 pm). Las imagenes correspondientes a los GRH
control (a) evidenciaron la inexistencia de cambios morfoldgicos en ausencia de los tensioactivos. Los

recuadros muestran las imagenes digitalmente ampliadas (1000X) de las células sefaladas con flechas
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Figura 6. Micrografias electronicas de las microvesiculas liberadas y aisladas por ultracentrifugacion luego de
la exposiciéon de GRH a (a) Bz-Arg-NHC10 300 uM y (b) Bz-Arg-NHC12 280 pM en medio isoténico




Se determinaron las CMC de Bz-Arg-NHC,, mediante medidas de tension superficial. El analisis
por AFM revel6 la formacion de agregados cilindricos para ambos surfactantes, corroborando
las predicciones basadas en el parametro SPP. Mediante el estudio de las cinéticas de
hemolisis se verificd la ausencia de lisis celular a concentraciones de por debajo de las
respectivas CMC, incluso a tiempos de incubacion largos (1 h). El estudio de la interaccion de
los surfactantes con GRH revel6 que el mecanismo hemolitico involucrado depende no solo del

largo de la cadena hidrocarbonada sino también de la concentracion del tensioactivo.
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