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RESUMEN

Las saponinas son biotensoactivos no iénicos que presentan propiedades antiftingicas, an-
tivirales y antibacterianas. Sin embargo, no se conoce en buena medida los mecanismos por
los que las saponinas presentan estas propiedades. En el presente trabajo se emplearon las
técnicas de Langmuir y microscopia de fuerza atémica (AFM) para investigar las interaccio-
nes de saponinas con un modelo de membranas de Bacterias Gram-negativa. Las peliculas de
lipidos contenian extractos de fosfatidiletanolamina y fosfatidilglicerol de la bacteria Escheri-
chia coli. Los resultados sugieren que las saponinas repelen a los fosfolipidos, lo que aumenta
la fluidez de la membrana. También mostraron evidencia de adsorcién de las saponinas por
el modelo de membrana. Estos resultados se cotejaron con imagenes AFM. Se propone un
mecanismo de la forma en que la saponina altera la membrana fosfolipica. La técnica Lang-
muir y la microscopia de fuerza atémica resultaron ser herramientas utiles para investigar la
interaccién de compuestos biolégicamente relevantes con modelos de membrana celular. Los
resultados de las mediciones de presion superficial, combinado con los obtenidos de AFM,
nos dieron evidencia sobre la susceptibilidad de las membranas a la insercién de saponinas
y sus posibles modos de accion. Los resultados de este estudio pueden contribuir a una mejor
comprensiéon de los mecanismos de actividad antifangica, antiviral y antibacteriana de las
saponinas.

Palabras clave: Monocapas de Langmuir-Blodgett — saponinas — fosfolipidos — microscopia de
fuerza atémica

ABSTRACT

Saponins are non-ionic biosurfactants that exhibit antifungal, antiviral and antibacterial
properties. However, the mechanisms by which saponins exhibits these properties are not
well understood. In the present work, Langmuir and atomic force microscopy (AFM) tech-
niques were employed to investigate the interactions of saponins with a model of Gram-
negative bacterial membranes. The lipid films contained extracts of phosphatidylethanola-
mine and phosphatidylglycerol from Escherichia coli bacteria. The results suggest that sapo-
nins repel phospholipids, thereby increasing membrane fluidity. They also showed evidence
of adsorption of the saponin by the membrane model. These results were cross-checked with
AFM images. A mechanism for how saponin alters the phospholipid membrane is proposed.
Langmuir technique and atomic force microscopy proved to be useful tools to investigate the
interaction of biologically relevant compounds with cell membrane models. The results of the
surface pressure measurements, combined with those obtained from AFM, provided evidence
for the susceptibility of membranes to the insertion of saponins and their possible modes of
action. The results of this study may contribute to a better understanding of the mechanisms
of antifungal, antiviral and antibacterial activity of saponins.

Subject headings: Langmuir-Blodgett monolayers — saponins — phospholipids — atomic force
microscopy
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1. INTRODUCCION

Las saponinas son biotensoactivos, glucésidos
de esteroides o de triterpenoides no idnicos, que
se pueden encontrar en diversidad de plantas y
animales. Estructuralmente presentan caracteristi-
cas anfifilicas generadas a partir de sitios lipéfilos
(soluble en lipidos) e hidrdéfilos (soluble en agua). A
pesar de la gran variedad de estructuras quimicas,
la caracteristica comun de todas las saponinas es
la presencia de al menos un enlace glucésido que
une una parte de aglicona (esteroide o triterpenoide)
con una parte de glicona (mono u oligosacarido).
Su capacidad para formar espumas estables en
soluciones acuosas, es la razén por la cual se las
ha denominado saponinas (del latin sapo, jabon).
Si bien el papel biolégico de las saponinas atun se
desconoce en gran medida, existen estudios que
han demostrado su importancia en el campo de la
biologia y la medicina. Las plantas, en respuesta
a la amenaza de agentes patégenos, producen y
almacenan saponinas en partes que son susceptibles
al ataque de depredadores (Osbourn 1996; Szakiel
et al. 2011), debido a que estos compuestos tienen
propiedades antifungicas, antivirales y antibac-
terianas (Fuchs et al. 2009; Podolak et al. 2010).
Han mostrado actividad citotéxica en las lineas
celulares de cancer como leucemia, melanoma, SNC,
pulmoén no microcitico, colon, ovario, mama, renal y
prostata, por lo que hoy en dia se las utiliza en la
terapia contra el cancer (Fuchs et al. 2009; Podolak
et al. 2010). También se conoce que en las células
tumorales pueden actuar de forma extracelular
o intracelular, y para fines del presente estudio
interesa poner énfasis en la primera, que se refiere
a la inhibicion directa de proteinas de membrana o
el cambio de la permeabilidad de 1a membrana.

Fig. 1.— Representacion de la saponina Chonglou II, en la cual
se observa un elemento soluble en lipidos (el esteroide o el triter-
penoide) y un elemento soluble en agua (el azucar).

La actividad de las saponinas triterpenoides y es-
teroides en la membrana se ha asociado a su ca-
pacidad para interactuar con el colesterol unido a
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la membrana (Keukens et al. 1996). Las observa-
ciones de Ransom (Podolak et al. 2010) y Windaus
(Windaus 1909), plantean que las saponinas sim-
plemente eliminan el colesterol de las membranas
biolégicas (Bottger & Melzig 2013), dejando los po-
ros permeables al citosol. Los trabajos de Schulman
y Rideal (Schulman & Rideal 1937a; Schulman & Ri-
deal 1937b), asi como observaciones en microscopia
electrénica de membranas celulares biolégicas trata-
das con saponina (Bangham & Horne 1962; Glauert
et al. 1962) son consistentes con la hipétesis de la
penetracién de saponinas en las capas lipidicas y la
alteracion de estas (Lin & Wang 2010). Por otro lado,
algunos trabajos sugieren que el colesterol no es cru-
cial para las saponinas con la membrana celular (Hu
et al. 1996) o su actividad de membrana esta rela-
cionada a las interacciones con receptores especificos
(Siu et al. 2008). Por tanto, el conocimiento del me-
canismo a nivel molecular es escaso, aiin no se ha lo-
grado describir de manera sistematica las fuerzas de
interaccion entre diferentes saponinas y fosfolipidos.
Parte de la informacion preliminar puede deducirse
de la investigacién de dinamica molecular (DM) (Lin
& Wang 2010).

Una de las especies que ha resultado ser interesan-
te para el estudio de saponinas es la quinua, en ésta
se han encontrado al menos 87 tipos de saponinas tri-
terpenicas (Madl et al. 2006; Lozano et al. 2012). La
quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es una hierba
anual de la familia Amaranthaceae que presenta una
amplia variabilidad. Se la cultiva principalmente en
la cordillera de los Andes, porque produce un pseu-
docereal con alto valor nutricional, siendo la quinua
real una de las variedades mas importantes. En los
ultimos afios, Bolivia se ha situado como uno de los
mayores productores de quinua del mundo y el prin-
cipal productor de quinua real (Furche et al. 2015).
Esto, junto con las propiedades antiftingicas, antivi-
rales y antibacterianas de las saponinas posiciona a
Bolivia en la posibilidad del desarrollo de nuevos bio-
pesticidas o nuevos antibiéticos, a fin de dar valor
agregado a los residuos de quinua en el pais.

En los dltimos afios, las monocapas lipidicas de
Langmuir se usaron ampliamente para investigar
las interacciones de modelos de membrana con com-
puestos biolégicos activos. La tecnologia Langmuir-
Blodgett se basa en las propiedades particulares de
moléculas organicas como lipidos, fosfolipidos o gli-
colipidos para orientarse en una interfaz aire/agua,
entre la fase gaseosa (Wenda et al. 2017) y la liquida
para minimizar su energia libre y formar una mo-
nocapa llamada pelicula de Langmuir. Los materia-
les clasicos que forman las monocapas Langmuir son
compuestos con dos regiones moleculares distintas:
un grupo de cabeza hidréfilo que es facilmente solu-
ble en agua y una cola hidréfoba que es soluble en
disolventes no polares. Cuando se aplican gotas de
una solucién diluida de una molécula anfifilica en un
disolvente volatil y no miscible en agua, como el clo-
roformo, sobre una superficie de agua pura o alguna
subfase, las moléculas se extienden rapidamente so-
bre la interfaz para cubrir toda el area disponible.
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Después de la evaporacion del disolvente, la pelicula
interfacial da como resultado una capa monomolecu-
lar, con los grupos de cabeza sumergidos en el agua y
los grupos de cola que quedan fuera (apuntando ha-
cia la fase de gas). Esta orientacion especifica esta
dictada por la naturaleza anfifilica de las moléculas
(Girard-Egrot & Blum 2007).

La microscopia de fuerza atémica (AFM), es un ti-
po de microscopia con sonda de barrido con una re-
soluciéon demostrada del orden de fracciones de un
nanémetro, mas de 1000 veces mejor que la difrac-
cién 6ptica limite. La informacion se recopila al tocar
la superficie con una sonda mecanica. Los elementos
piezoeléctricos que facilitan movimientos pequenos
pero precisos y el comando (electrénico) permiten
una exploracién precisa. Lo que resulta ideal en el
estudio de las membranas celulares y las moléculas
biolégicamente activas. E1 AFM, también es muy tutil
para la caracterizacién a nivel de topografia, dure-
za, adhesion, medidas in situ, entre otros, permite la
resolucién de problemas estructurales y la caracteri-
zacién mecanica de proteinas, detectar el funciona-
miento de proteinas (como el desplegamiento de pro-
teinas) y manipular proteinas individuales (Atwood
et al. 2013).

El objetivo del presente estudio es analizar la
interaccion del concentrado de saponinas de qui-
nua real boliviana con un modelo de membrana
de lipidos compuesto de L-a-fosfatidiletanolamina,
L-a-fosfatidilglicerol y 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfo-rac-(1-glicerol), empleando peliculas Langmuir-
Blodgett y microscopia de fuerza atémica. La com-
posicién de estos lipidos refleja, en cierta medida, el
contenido de lipidos de la membrana interna de bac-
terias Gram-negativas (Dowhan 1997) cargados ne-
gativamente, extraidos de la bacteria Escherichia co-
li.
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Fig. 2.— a) Estructura de L- a-fosfatidiletanolamina (Escherichia
coli) (POPE), b) L-a-fosfatidilglicerol (POPG).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales, reactivos y preparacion de la mezcla
de lipidos

El concentrado de saponina utilizado en este estu-
dio fue elaborado por el Instituto de Investigaciones
Quimicas de la Universidad Mayor de San Andrés,
a partir de los residuos de quinua real del altiplano

boliviano (Madl et al. 2006). Para caracterizar este
compuesto natural se obtuvo el espectro de masas,
utilizando un espectrémetro de masas tipo Orbitrap
de la marca Thermo Scientific. Las soluciones de con-
centrado de saponina se las preparé usando agua
Milli-Q.

Los lipidos que se utilizaron para el modelo de
membrana fueron:

n L-a-fosfatidiletanolamina (Escherichia coli) sal
de sodio (>99 % pureza) (para futuras referen-
cias POPE), con un masa molar de 718 g/mol
(Wenda et al. 2017; Bogdanov et al. 2010), ver
figura 2,

» L-a-fosfatidilglicerol (Escherichia coli) sal de
sodio (>99 % pureza) (para futuras referencias
POPGQG), con una masa molar de 771 g/mol (Bog-
danov et al. 2010), ver la figura 2,

= 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-
glicerol) sal de sodio (>99 % pureza) (para
futuras referencias DPPG), con una masa
molar de 745 g/mol,

provenientes de AvantiPolar Lipids.

Los fosfolipidos POPE y POPG se disolvieron en
cloroformo con una concentracién final de 1.2 mg/ml
(Wenda et al. 2017) y DPPG se disolvi6 en clorofor-
mo/metanol/agua (65:35:8 v/v) con una concentracién
final de 1.12 mg/ml, con el fin de obtener la solucién
de lipidos utilizamos POPE/POPG/DPPG (8:1.5:0.5
v/v) con una concentracion final de la mezcla 1.2
mg/ml. Se utilizé cloroformo al 98.5 % y metanol
al 99.8 %, ambos solventes de procedencia Avan-
tor performance material Poland S.A. (POCH S.A.).
La capa de lipidos fue preparada en una interfaz
aire/tampon fosfato salino (para futuras referencias
PBS), con cloruro de potasio (KCI puro), fosfato hi-
drogenado disédico (NagH PO 4puro), hidrégeno fosfa-
to de sodio dihidratado (NaHePO42H20 puro). Estos
ultimos tres compuestos de procedencia POCH S.A.,
ademas de cloruro de sodio (NaCl) de procedencia
Chempure S.A, toda la soluciéon a una concentraciéon
final de 0.01 M. En todos los experimentos se utilizé
agua ultrapura Milli-Q con una resistividad final de
18.2 MQ.

2.2. Isotermas de compresién y medidas de la
cinética de adsorcion

La capa de lipidos fue preparada en una interface
aire/PBS usando un equipo KSV NIMA L-LB (Bio-
lin scientific) equipado con 2 barreras hidrofilicas en
un canal de teflon de 130 ml de volumen. La pre-
sion superficial fue monitoreada con un papel filtro
que cumplia la funcién de plato de Wilhelmy. La ca-
pa lipidica se preparé sobre la fase liquida PBS con
un pH de 7.4 a 0.001 M. Para el monitoreo de las iso-
termas de compresién se esparcié la mezcla de lipi-
dos sobre la fase liquida y se aguardé un lapso de 10
a 15 minutos a que el solvente (cloroformo) se eva-
pore. Se registré el cambio de la presion superficial
con respecto al area de las moléculas, para esto se
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Fig. 3.— Espectro de masas del concentrado de saponinas de quinua real boliviana obtenida en un espectrometro de masas tipo

Orbitrap (Madl et al. 2006).

TABLE 1
Usando la técnica Langmuir obtenemos los valores caracteristicos para las monocapas de POPE—POPG—DPPG en subfase PBS 0.01

M (ph 7.4) y subfase PBS con saponina a (0.1, 1.0, 3, 10, 25, 50, 100,

y su interaccion con la saponina.

150) mg/L, datos necesarios para la caracterizaciéon de la membrana

POPE—POPG—DPPG Promedio del Area molecular

Area de colapso

Presion de colapso  moddulo de compresién

en PBS con [A%) [A%) [mN/m] [mN/m]
saponina [mg/L]

0 88+ 2 48:2 446+09 64zx4

0.1 89 + 2 52+1 451 + 0.8 63 +5

1 89+ 2 52+ 1 247:06 62+ 4

3 11222 58+ 2 207207 54x4

5 105 = 2 50 = 2 212208 525

10 96+ 2 54=+1 40.1+09 61=5

25 107 + 2 53+ 2 406+06 50+ 4

50 128+ 2 50+ 1 332:09 33:3

100 135+ 2 5lx2 33609 30=5
150 109 = 1 162 362+ 0.8 37+5

comprimieron las barreras hidrofilicas a una veloci-
dad constante de 10 mm/min a temperatura constan-
te de 22.5 °C, se realizaron 3 medidas de todas las
isotermas para realizar la correspondiente estadisti-
ca. La resolucién del equipo para las isotermas de

y o2 ,
compresion fue, + 0.02 A” en el area molecular y +
0.004 mN/m en la presion superficial. Se registraron
las isotermas con concentraciones de 0.1, 1, 3, 5, 10,
25,50, 100, 150 mg/L de saponina en la subfase PBS.

Los experimentos de absorcién se realizaron en un
canal de teflon de 40 ml de volumen en la misma sub-
fase liquida PBS. Esparciendo la mezcla de lipidos
en la fase liquida con una jeringa Hamilton y com-
primiendo las barreras hidrofilicas se obtuvieron di-

ferentes presiones superficiales. Inmediatamente al-
canzada la presion superficial deseada, se inyect6 sa-
ponina en la fase liquida, de tal manera que se obtu-
vo la concentracion de saponina deseada en la sub-
fase y se registro6 la variacion de la presién superfi-
cial en funcién del tiempo. Todos los experimentos se
los realiz6 en KSV NIMA L-LB (Biolin scientific) a
una temperatura de 22.5 °C. Se registro la evolucion
temporal de la membrana para las presiones inicia-
les de 5, 10, 20, 25, y 30 mN/m a una concentracién
de 10 mg/L en la subfase. Por otra parte, se registro
la evolucion temporal de la membrana para dos pre-
siones iniciales constantes 10 y 15 mN/m, con dife-
rentes concentraciones de saponina en la subfase: 5,
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10, 25, 50 mg/L para una presion inicial de 10 mN/m
y 5, 10, 50 mg/L para una presion inicial de 15 mN/m.

2.3. Imdgenes AFM

Se depositaron pequenas vesiculas unilaminares
del lipido en una placa de mica que funcioné co-
mo base para tomar las imagenes en el AFM
(SUVs)(Barenholz et al. 1977). Primero se pre-
paré soluciones stock de mezcla de los lipidos PO-
PE/POPG/DPPQG, con una relacion molar de 8:1.5:0.5
(v/v) a una concentracion final de 1 mg/ml. Asumien-
do que se usaria 200 microlitros de POPE, se calcula-
ron los volimenes necesarios para los otros dos lipi-
dos. La mezcla de lipidos fue puesta en un par de tu-
bos de ensayo y se la expuso a agitacién bajo un flujo
de gas Argon, con la finalidad de que los solvente se
evaporaran.

Se mantuvo la mezcla en estas condiciones hasta
que se formo una torta de lipidos en la parte inferior
de los tubos. Posteriormente se expusieron los tubos
de ensayo a un desecador al vacio durante una hora
para que los solventes y residuos terminen de elimi-
narse.

Se afiadié 5 ml de PBS a 0.01 M para que los lipidos
se rehidraten, posteriormente las muestras se las pu-
S0 en un bano sonicador por una hora a 37°C, con el
fin de obtener una muestra homogénea y clara. Esta
muestra se la diluy6 5 veces en PBS.

Paralelamente se prepararon los substratos de mi-
ca limpiandolos con cinta adhesiva especial, de tal
manera, que una de las caras qued6 completamente
limpia. Estos sustratos de mica se los dejo expuestos,
por el lado limpio, a la dilucién de PBS con las SUVs
durante 3 dias (lo recomendado es dejarlas por lo me-
nos 12 horas) obteniendo las peliculas de lipidos por
difusién de SUVs. Finalmente se removié los sustra-
tos de mica, los cuales estaban listos para la toma de
imAagenes en AFM.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El espectro de masas del concentrado de saponi-
na, ver figura 3, revela que el peso molecular de la
molécula con mayor abundancia es 993.4 uma. Para
la medicién del espectro, el equipo anade un proton
a la muestra para ionizarla, por lo que se debe restar
una unidad de masa atémica al valor obtenido para
la molécula con mayor abundancia, quedando enton-
ces 992.4 uma. Este valor cae en el rango de masas
de la familia de las saponinas (Madl et al. 2006). Las
demads moléculas son despreciables por su abundan-
cia respecto a la saponina. Otra tarea prioritaria fue
ver la solubilidad del concentrado de saponina en al-
gunos solventes tales como cloroformo, etanol, meta-
nol y agua. Resultando negativa para las primeras,
lo que impidié evaluar el comportamiento de pelicu-
las formadas por solo saponina.

3.1. Mediciones de presion superficial

Las peliculas lipidicas comprimidas en la interfaz
aire/PBS se consideran modelos utiles para estudiar
las interacciones entre los lipidos y la variedad de

compuestos, incluidas las proteinas, los péptidos y
las drogas (Maget-Dana 1999). En el presente tra-
bajo se utiliz6 un enfoque similar para investigar la
influencia de las saponinas en la capa formada por
POPE/POPG/DPPG. Con el fin de evaluar la afini-
dad del concentrado de saponina con la monocapa
POPE/POPG/DPPG se realizaron experimentos don-
de los cambios de presion superficial de la pelicula
lipidica se controlaron durante la compresion en una
subfase PBS de 0.01 M que contenia varias concen-
traciones de saponina, como se muestra en las figu-
ras 4(a), 4(c) y 4(e), la presencia de saponina en la
subfase causa un desplazamiento de las isotermas
hacia valores mas altos de area molecular. Esto de-
muestra que las saponinas se incorporan a la pelicu-
la interfacial durante su formacién. Los parametros
caracteristicos de las monocapas formadas en la sub-
fase que contiene saponinas se muestran en la Tabla
1. Por su parte las figuras 4(b), 4(d) y 4(f) nos mues-
tran los médulos de compresién, C;!, para cada iso-
terma calculados a partir de:

-1

C; = A A, (1)
donde IT es la presién superficial y A el area por
molécula.

Los parametros caracteristicos de la monocapa en
la subfase PBS y subfase PBS en disolucién a varias
concentraciones de saponina, se las puede ver en la
tabla (1). Para un mejor andlisis se separaron los re-
sultados en 3 grupos importantes bajo el criterio de
dos saltos evidentes en punto de colapso entre la con-
centraciéon de 1 a 3 y 25 a 50 mg/L. Como consecuen-
cia se obtuvo la siguiente clasificacion: en las figuras
4(a) y 4(b) las concentraciones de 0.1, 1, y 3 mg/L, en
las figuras 4(c) y 4(d) las concentraciones de 3, 5, 10
y 25 mg/L y en las figuras 4(e) y 4(f) las concentra-
ciones de 25, 50, 100 y 150 mg/L. Para cada grupo se
anadi6 la monocapa en subfase PBS pura.

Es evidente que el desplazamiento de las isotermas
depende de la concentracion del concentrado de sapo-
nina. Es decir, el area por molécula aumenta cuando
aumenta la concentracién de saponina en la subfase.
En la figura 4(a) se pueden observar los resultados
obtenidos para la interaccién de bajas concentracio-
nes de saponina (0.1, 1, 3 mg/L) con la monocapa.
Los resultados muestran que no existen diferencias
considerables entre las soluciones con baja concen-
tracion de saponina y la subfase de PBS puro, lo que
sugiere que a estas concentraciones la saponina no
esta afectando de manera significativa en el ordena-
miento de la monocapa. También es importante des-
tacar que la presion de colapso para la mayoria de
las monocapas de la figura 4(a) casi no ha cambiado,
lo que indica que la estabilidad de las peliculas en
la interface no se veria afectada por la presencia de
saponinas a estas concentraciones. De igual mane-
ra, el médulo de compresion figura 4(b) no presenta
cambios significativos para concentraciones por de-
bajo de 3 mg/L en comparacién con la membrana en
subfase PBS pura. Lo que sugiere que a concentra-
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ciones menores a 3 mg/L la monocapa casi no inter-
actia con la membrana. En sintesis, los parametros
caracteristicos (tabla 1) de las monocapas formadas
en la subfase que contenia saponina a concentracio-
nes menores de 3 mg/L, no presentan variaciones sig-
nificativas con respecto a la subfase PBS puro, siendo
el intervalo 1 a 3 mg/L un salto en las interacciones
de la membrana y la saponina.

Al incrementar la concentracién de saponina se en-
contré un nuevo conjunto de isotermas, en las que el
punto de colapso difiere significativamente en com-
paracién con la subfase de PBS puro, pero no entre
los puntos de colapso de este grupo. Es asi que se
puede reconocer una caida abrupta del punto de co-
lapso de la monocapa entre una solucién PBS con sa-
ponina de concentracion 1 mg/L a una concentracion
y 3 mg/L (figura 4(a) y 4(c)). A su vez las isotermas
se desplazan dependiendo del incremento de la con-
centracion, indicando la no afinidad de la saponina
con la monocapa, esto sugiere que la influencia de
la saponina cada vez es mas draméatica aumentando
la fluidez de la monocapa, lo que concuerda con la
disminucién significativa del médulo de compresién
(figura 4(d)), lo que sugiere que la monocapa pasa
de un estado liquido condensado a un estado liquido
expandido. En consecuencia, la caida de la presion
superficial en el punto de colapso y el desplazamien-
to de las isotermas muestran que no hay una buena
penetracion de la saponina en la monocapa.

Con el propésito de explorar ain mas el comporta-
miento de la monocapa en funciéon de la concentra-
cién, incrementamos nuevamente la concentracion
de saponina en la subfase PBS, obteniendo un nuevo
grupo de concentraciones en las que el punto de co-
lapso varia de forma significativa con el punto de co-
lapso de la monocapa en subfase PBS pura. Pero, cu-
riosamente, el punto de colapso no varia entre el gru-
po. De lo cual se puede reconocer una caida abrupta
del punto de colapso de la monocapa entre una so-
lucién PBS con saponina de concentracion 25 mg/L
a una concentraciéon de 50 mg/L (figuras 4(c) y 4(e)).
Los desplazamientos y los médulos de compresion (fi-
gura 4(f)) de las isotermas para estas concentracio-
nes no difieren mucho, lo que muestra que se llega
una repulsion maxima de la monocapa hacia las sa-
poninas.

El analisis de los médulos de compresién maxi-
mos, junto con los cambios en el area molecular en
presencia de saponinas disueltas en la subfase PBS,
lleva a la conclusion de que las monocapas de PO-
PE/POPG/DPPG no tienen buena afinidad con la sa-
ponina y no acomodan en su mayoria a las molécu-
las de saponina en la formacién de la membrana. Es-
to sugiere que también se pueden esperar diferen-
cias significativas cuando se considera la insercion
espontanea de estas saponinas en la pelicula lipidica.
Con el fin de verificar esta suposicion, se investiga-
ron las interacciones de la monocapa de lipidos con
la saponina disuelta e inyectada espontdneamente
en la subfase, con el fin de estudiar las cinéticas de
adsorciéon. Primero, se extendié una solucion lipidica
en la interfaz aire/PBS para obtener varias presiones

superficiales iniciales y se inyecté pequefios volume-
nes de la solucién de saponina concentrada en la sub-
fase de PBS. Los resultados se ilustran en las figuras
5(a) y 5(b). Por otra parte, se realizaron experimentos
a presién constante, pero variando la concentraciéon
de la saponina en la subfase PBS.

En las figuras 5(a) y 5(b) se puede observar que la
evolucion temporal de la presién superficial comien-
za al mismo tiempo que la inyeccion del concentrado
de saponina en la subfase. Para estos experimentos
la concentracién final de saponina en la subfase fue
de 10 mg/L. La figura 5(a) muestra cémo las presio-
nes superficiales se incrementan en un rango de en-
tre 6.5 y 5 mN/m, independiente de la presién ini-
cial de los experimentos, aunque el sistema deberia
tender a una presién de absorcién de equilibrio. Este
sistema presenta un incremento relativamente bajo
de la presién superficial en un tiempo muy similar
(entre 2000 y 3000 segundos) para todas las presio-
nes iniciales, a excepcién de las presiones iniciales
de 5 y 10 mN/m, que presentan un relativo equilibrio
en el tiempo. Cabe resaltar que luego de alcanzar el
maximo de incremento de presiéon superficial estas
tienden a disminuir. Los resultados indican que el
incremento de presion superficial es debido a la sa-
ponina, la cual forma una capa en la interface mono-
capa y subfase, por tanto, es muy probable que una
vez se haya alcanzado este punto las saponinas co-
lapsen la membrana. Esto se puede explicar bajo la
hipétesis de que en este intervalo de tiempo, la mono-
capa adsorbe los triptenos o esteroides lipéfilos de la
saponina (soluble en grasas), ya que la parte hidrofi-
la (glucésido) esta interactuando con la subfase PBS.
Sin embargo, la saponina no se disocia en la subfase,
porque son tensoactivos no iénicos. La parte lipéfila
se adsorbe en la membrana e interactda con la parte
hidrofilia, teniendo como consecuencia alteraciones
en la membrana. Estos resultados muestran un po-
sible mecanismo por el cual las saponinas presentan
actividad biolégica.

Con base en las observaciones, se tomaron dos pre-
siones iniciales (10 y 15 mN/m) constantes y se estu-
di6 el cambio de la presion superficial en el tiempo
en funcién de las diferentes concentraciones (figuras
5(c) y 5(d)). Se pudo evidenciar que hay un incremen-
to de entre 6 a 8 mN/m para concentraciones entre
10 y 50 mg/L, sugiriendo que este incremento es in-
dependiente de la concentracion de saponinas en la
subfase. El incremento para una concentracién de 5
mg/L es del orden de 3 mN/m, lo que no representa
un cambio significativo respecto a la presion inicial.
Sucede un caso parecido para una presion inicial de
15 mN/m sugiriendo que el incremento es indepen-
diente de la concentracion de la saponina en la sub-
fase.

3.2. Estudios de Microscopia de Fuerza Atémica

La microscopia de fuerza atémica (AFM) se emple6
para investigar las interacciones de las saponinas
con la bicapa de POPE/POPG/DPPG con una relacién
molar de 8:1.5:0.5 (v/v) a una concentracién final de
1 mg/ml. Los resultados mas representativos se los
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muestra en la figura 6. la primera fila nos muestra
las 4 placas de mica con la bicapa depositada sobre
ella sin exponer a saponina (muestra blanca). Se to-
maron varias secuencias de imagenes de las placas
con la bicapa, expuestas a diferentes concentraciones
de saponina (10, 25, 50 mg/L). Cabe mencionar que
las imagenes se tomaron inmediatamente se expuso
la placa a las diferentes concentraciones de saponi-
na. Para la concentraciéon mas elevada 50 mg/L, se
tomaron imagenes de la placa con la bicapa inmedia-
tamente expuesta a la saponina y posteriormente a
la placa expuesta durante toda una noche. La segun-
da fila de la figura 6, ilustra la evolucién temporal
de la bicapa interactuando con una concentracién de
50 mg/L de saponina inmediatamente se la expuso a
esta. La tercera fila, por su parte, muestra la bicapa
expuesta toda la noche a la concentracién de 50 mg/L
de saponina.

Las imagenes AFM de bicapas resultantes mues-
tran dominios separados (figuras 6), que correspon-
den a regiones topograficamente mas bajas y mas al-
tas. Estos pueden atribuirse a la presencia de una fa-
se desordenada liquida (L) y una fase gel (Lg), res-
pectivamente. Los extractos de POPE y POPG, pro-
veniente de la bacteria Escherichia coli utilizados en
este trabajo, son mezclas de lipidos de donde la sepa-
racion de fases es un fenémeno esperado. El analisis
de las imagenes obtenidas para las series sin exposi-
cién a saponina revelé que el grosor medio de la fase
La ylafase LBesde 3.1 + 0.6 nm y 5.1 = 0.4 nm,
respectivamente, lo que concuerda con la literatura
(Konarzewska et al. 2017). Curiosamente la exposi-
cién de la bicapa a concentraciones de 10 y 25 mg/L
no muestran cambios significativos en la topografia
de la bicapa, a excepcién de pequeilas reducciones en
la fase gel, y aparicion de pequeias micelas en los lu-
gares de la placa de mica donde no se logré difundir
la bicapa lipidica.

Por otra parte, la segunda fila de imagenes de la fi-
gura 6 nos muestra la bicapa depositada en mica ex-
puesta a saponina con una concentracién de 50 mg/L.
Esta serie de imagenes fueron tomadas inmediata-
mente después de la exposicion. A priori, es evidente
que existen cambios del area en la fase gel, ademas
de la aparicion de micelas (puntos de color blanco sa-
len de la escala de la imagen en degradé de color).
Estas mismas caracteristicas se evidenciaron en las
muestras expuestas a menores concentraciones para
un tiempo cero de la fase La y la fase LB, las cuales
tenian un espesor de 2.2 + 0.8 nm y 6.2 + 0.9 nm, res-
pectivamente, y 190 minutos después no se registra
un cambio significativo en el espesor de las fases.

La tercera fila de la figura 6, muestra los resulta-
dos mas representativos de las secuencias de image-
nes tomadas en AFM. A simple vista se puede obser-
var la aparicién de una nueva fase, un desorden de
la fase LB. Para un tiempo cero, la fase La y la fase
LB, presentan un espesor de 3.8 + 0.6 nm y 6.0 = 0.3
nm, respectivamente, mientras que para el minuto
195 la fase La y la fase LB presentan un espesor de
2.1+0.8nmy6.1+ 0.4 nm, respectivamente. Notese
que entre estas dos fases aparece un nuevo valor re-

presentativo en la grafica de distribucién de valores
de los datos que se coteja, de buena manera, con la
imagen a simple vista, en ésta se ve una nueva fase
con un espesor de 4.8 + 0.7 nm. Lo que apoya la pro-
puesta de que las saponinas, en primer lugar, son re-
pelidas por la bicapa y posteriormente el tripteno o la
parte lipéfila es la que interactia con los fosfolipidos
del modelo de membrana. Esta dltima interaccién se
traduce en una alteracién de la membrana.

4. CONCLUSIONES

El valor del peso molecular medido en el es-
pectrometro de masas, nos da 992.4 uma, como el
componente con la mayor abundancia en el concen-
trado de saponinas provenientes de la quinua boli-
viana. A partir de esta medida y en base a la lite-
ratura (Madl et al. 2006), podemos afirmar que el
componente de mayor abundancia pertenece a la fa-
milia de saponinas, ya que este grupo de moléculas
tiene un rango de masas atémicas entre 600 a 1200
uma. Las pruebas de solubilidad del concentrado de
saponina en diferentes solventes nos dieron resulta-
dos negativos, por lo cual no se pudo investigar en el
sistema Langmuir, la formacién de monocapas de la
saponina en si misma.

Los parametros caracteristicos de la monocapa en
subfase PBS y subfase PBS en disolucion a varias
concentraciones de saponina se las puede ver en la
tabla (1). Es evidente que el desplazamiento de las
isotermas depende de la concentracién de saponina.
Es decir, el area por molécula aumenta cuando au-
menta la concentracion de saponina en la subfase co-
mo muestra la figura 4. El analisis de los médulos
de compresion maximos, junto con los cambios en el
area molecular en presencia de saponinas disueltas
en la subfase PBS, lleva a la conclusion de que las
monocapas de POPE/POPG/DPPG no tienen buena
afinidad con la saponina y no acomodan, en su ma-
yoria, a las moléculas de saponina en la formacién de
la membrana.

En este contexto, los estudios de la cinética de ad-
sorcion, mostraron que el sistema no cuenta con una
presiéon de adsorcion de equilibrio. Al inyectar es-
pontaneamente saponina en la subfase el sistema
simplemente presenta un incremento relativamente
bajo. Interesantemente, luego de alcanzar el maximo
de incremento de presion superficial, estas tienden
a disminuir. Segun los resultados obtenidos, se pue-
de indicar que el incremento de presion superficial
es debido a la formacién de una capa por la sapo-
nina en la interface monocapa y subfase, por tanto,
es muy probable que una vez que se haya alcanza-
do o se esté alcanzando este punto, las saponinas co-
lapsen la membrana. Esto se puede explicar bajo la
hipétesis de que en este intervalo de tiempo la mono-
capa adsorbe los triptenos o esteroides lipéfilos de la
saponina (soluble en grasas) ya que la parte hidrofi-
la (glucésido) esta interactuando con la subfase PBS.
Sin embargo, la saponina no se disocia en la subfase,
porque son tensoactivos no i6énicos. La parte lipéfila
se adsorbe en la membrana e interactia con la par-
te hidréfila, teniendo como consecuencia alteraciones



20 César M. Cornejo Mejia et al.

40
35 ¢ b

30 | e O

25 /’—\
20 b

Variacién de la Presién Supertficial IT (mN/m)

Variacién de la Presién Supertficial IT (mN/m)

15 — B
-
5 (mN/m) ——— 10 M/———-—M—’—"
10 (mN/m) ———
1 20 (mN/m) —— 5t ]
25 (mN/m) ———
0 ‘ ‘ ‘ 0Ny 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Tiempo (s) Tiempo (s)
(a) (b)

Variacién de la Presién Supertficial IT (mN/m)

Variacién de la Presién Superficial IT (mN/m)

5(mg/ll) ——
1 10 (mgL) —— ] 5(mg/L) ——
25 (mg/L) ——— 16 10 (mg/lL) ———
" e e R 1.7 1% R
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Tiempo (s) Tiempo (s)
(© (d)

Fig. 5,— En (a) y (b) se muestra el incremento de la presion superficial a diferente presiones iniciales de la membrana lipidica,
inyectando una disolucién de saponina en la subfase PBS, de tal manera que la concentracién final de la subfase sera 10 mg/L. (c)
muestra el incremento de la presion superficial a diferentes concentraciones de saponina en la subfase PBS para una presion superficial
inicial de 10 mN/m. (d) muestra el incremento de la presion superficial a diferentes concentraciones de saponina en la subfase PBS para
una presion superficial inicial de 15 mN/m.

Fig. 6.— Secuencia de imagenes en el tiempo de una bicapa lipidica (primera fila) y su interaccién con saponina a 50 mg/L de concen-
tracién (segunda y tercera fila). Obsérvese que los circulos rojos en las imagenes muestran los cambios en la topografia del sistema. La
escala de color varia de 0 a méas o menos 10 nanémetros, las imagenes tiene un area de 5 x 5 micrémetros.
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en la membrana. Estos resultados muestran un po-
sible mecanismo por el cual las saponinas presentan
actividad biolégica.

Por su parte, los estudios de AFM nos muestran la
apariciéon de una nueva fase entre la fase liquida y
gel, estos ultimos son tipicos de estos sistemas. Es-
ta nueva fase se la puede atribuir a un aumento en
la fluidez de la fase. Para un tiempo cero de exposi-
cién a saponina, la fase La y la fase L3 presentan un
espesor de 3.8 + 0.6 nm y 6.0 + 0.3 nm, respectiva-
mente, mientras que para el minuto 195, la fase La
y la fase LB presentan un espesor de 2.1 + 0.8 nm y
6.1 + 0.4 nm, respectivamente, se observa una nueva
fase de un espesor de 4.8 + 0.7 nm. Lo que apoya la
propuesta de que las saponinas en primer lugar son
repelidas por la bicapa y posteriormente el tripteno o

la parte lipéfila es la que interactida con los fosfolipi-
dos del modelo de membrana. Esta ultima interac-
cion se traduce en una alteracion de la membrana a
la membrana.
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curva suavizada se obtiene el maximo del médulo de
compresion proyectando el valor maximo de la curva
sobre el eje y.

B. SOBRE LAS IMAGENES AFM

Para el procesamiento de las imagenes AFM se uti-
liz6 el software libre Gwyddion. El espesor de la bica-
pa se determind a partir de la distribucion de alturas
en cada imagen, se determinaron los picos de mayor
repeticiéon como los espesores de las fases a estudiar.
Para el calculo del error se tomo6 el ancho de la dis-
tribucién de alturas. Aproximadamente a 2/3 partes
a partir del valor del ancho de la tabla de distribu-
cion de alturas se tomé la mitad de este valor como el
error de la media. Primero se procesaron las image-
nes de las muestras blancas sin exposicion a saponi-
na, posteriormente las imagenes de bicapa expuesta
a saponina (para esta dltima se estudiaron las fotos
a intervalos de tiempo de entre 15 y 20 minutos).



