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Abstract

Los fosfolipidos presentan relevancia clinica y analitica.
En el grupo de investigacion estamos ensayando
diferentes alternativas para la determinacién de una de
las subfamilias mas interesantes, las fosfatidilcolinas
(PCs):

1) Uso de la fluorescencia de las enzimas. La hidrolisis
de PC libera colina determinada por los cambios de
fluorescencia de la colina oxidasa (ChOx) durante su
posterior reaccién de oxidacién. Los resultados
obtenidos (LoD: 5,7-107 mol-L™* y aplicacién a plasma
sanguineo) permiten avanzar hacia biosensores mas
simples y eficientes para analizar el contenido global de
PC en diagnostico clinico y control alimentario.

2) La generacién in-situ de nanoparticulas de oro como
método de andlisis de PCs. Los resultados son la base de
un método de deteccidon cromatografica alternativo a los
cromoforos clasicos.

Mientras el método enzimatico se dirige a un analisis
global de la concentracién de PC, la generacion de
nanomateriales permite diferenciar PC cuyas cadenas
hidrocarbonadas presenten distintas insaturaciones.

1. Introduccion

Los fosfolipidos se caracterizan por presentar una
estructura anfipatica, es decir, poseen una region
hidrofilica y otra hidrofébica.

Se clasifican en fosfoesfingolipidos y glicerofosfolipidos,
segin deriven de la esfingosina o del glicerol. Estos
ultimos se dividen en subfamilias siendo la mas
abundante la de fosfatidilcolinas (PCs). Su férmula
general se representa en Fig. 1

Como se aprecia, todas las PC contienen un grupo fosfato
unido a colina y dos cadenas hidrocarbonadas (sn-1 y
sn-2) cuya composicion da lugar a los diferentes
componentes de la subfamilia. Para diferenciarlas, la
nomenclatura utilizada para describir cada PC tiene la
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forma PC(x:y/x:y), donde “x” indica el nimero de

«_.n

atomos de carbono y “y” el nimero de dobles enlaces en
cada una de las cadenas de 4acidos grasos.

Habitualmente, la cadena en posicién sn-1 es un acido
graso saturado como el palmitico (16:0) o estedrico
(18:0), mientras que en posicidn sn-2 suele encontrarse
un acido graso insaturado de 18 carbonos, como el oleico
(18:1), linoleico (18:2) o linolénico (18:3) [1,2].
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Fig. 1. Estructura de la PC en general y de la
PC(16:0/18:1) en particular.

La PC tiene una importancia capital en el organismo.
Ademas de ser un componente estructural de las
membranas celulares, juega un rol fundamental en la
digestién, pues es uno de los componentes
fundamentales de la bilis, lo que le confiere un papel
importante en la movilizaciéon de lipidos, evitando la
acumulacion de grasas en el sistema cardiovascular.
También es necesaria para el sistema nervioso, al ser el
precursor del neurotransmisor acetilcolina; una
carencia de PC, se manifiesta en la aparicion de
problemas hepaticos, en el sistema nervioso y en el
sistema cardiovascular [3]; en referencia a esto ultimo,
la relacion entre los niveles de PC y de esfingomielina
(SM) en plasma es un indicador de posibles
enfermedades cardiovasculares [4,5].

En el ambito de la seguridad alimentaria, la PC (al igual
que el resto de los fosfolipidos) tienen un papel crucial
en la calidad de los alimentos, especialmente los de
origen animal. Desde el momento del sacrificio de los
animales destinados al consumo, los fosfolipidos (al
igual que otros componentes bioquimicos esenciales),
comienzan a degradarse con una velocidad y
mecanismos [6,7] que dependen de las condiciones de
almacenamiento, la temperatura, la presencia de
oxigeno, la preparacion del envasado y, posteriormente,
del modo de cocinado del alimento [8]. El resultado final
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puede comprometer la seguridad y valor nutricional de
los alimentos.

2. Métodos enzimaticos. Fluorescencia de la Colina
Oxidasa.

Con el objeto de detectar de forma rapida la presencia de
PC tanto en muestras de alimentos como bioldgicas, se
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han desarrollado métodos enzimaticos, sobre todo
electroquimicos [9] y épticos, para la determinacién de
PC sin diferenciar entre los distintos isémeros. Estos
ultimos [10,11] se basan en un esquema en tres etapas

(Fig. 2):
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Fig. 2. Esquema simplificado (reacciones sin ajustar) de la determinacién enzimatica de fosfatidilcolina (PC). (PLD:
fosfolipasa D, ChOx: colina oxidasa, HRP: peroxidasa de rabano picante).

e La primera etapa consiste en la liberacién de colina
mediante, por ejemplo, una fosfolipasa del tipo D (PLD)
que cataliza una reacciéon de hidrdlisis.

¢ En la etapa 2 la enzima colina oxidasa (ChOx) reacciona
con la colina generada produciéndose perdxido de
hidrégeno y glicina betaina.

¢ El dltimo paso es un proceso redox que implica al
perdxido de hidrégeno generado en la etapa anterior,
catalizado por la enzima peroxidasa (HRP), y a otro
producto cuya oxidacion genera un croméforo o
fluoroéforo, responsable de la sefial analitica.

Estas metodologias suelen ser la base de métodos
discontinuos o sensores monouso. Para que se puedan
implementar en sistemas continuos o en sensores
reversibles es necesario que la tercera etapa lo sea, lo
que en la mayoria de los casos no ocurre. De esta
necesidad surgi6 una de nuestras lineas de trabajo, cuyo
objetivo es el desarrollo de métodos basados en el
cambio que experimentan las propiedades de
fluorescencia (intrinsecas o adquiridas), de alguna de las
enzimas que participan en la reaccion.

;Qué propiedades son y por qué cambian?

Para responder a esta pregunta hay que tener en cuenta,
por un lado, que la ChOx es una flavoenzima (contiene
FAD como factor). Durante la reaccidon enzimatica el FAD
se reduce a FAD.Hz y luego se regenera a su forma
oxidada original. La Fig. 3 muestra como varia la
concentraciéon de ChOx con el FAD en forma reducida
(representado como ChOx.Hz) durante la reaccién para

tres concentraciones de colina crecientes
([Colina]a<[Colina]b<[Colina]c); la linea de puntos indica

la concentracién total de enzima usada en la reaccion.

Por otro lado, la ChOx presenta absorcién (220 y 280
nm) y fluorescencia (340 nm) en el ultravioleta debido a
los aminoacidos que contiene (fundamentalmente al
triptéfano), asi como absorciéon (370 y 450 nm) y
fluorescencia (520 nm) en el visible debidas al FAD. Sin
embargo, cuando el FAD se encuentra en forma reducida
su absorcién es menor y su fluorescencia también. La
Fig. 4 muestra el espectro de fluorescencia debido a los
aminoacidos (ChOxAA), asi como los espectros de
absorcién de la ChOx con el cofactor en forma oxidada
(FAD) y reducida (FADH:). Como se puede ver el
espectro de emision de los aminoacidos coincide con el
espectro de absorcion del cofactor por lo que se produce
transferencia de energia de los aminoacidos al FAD.

[ChOX.H,]

t de reaccion

Fig. 3. Variacién de la concentracidn de colina oxidasa
en forma reducida (ChOx.Hz) a lo largo de la reaccién
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para tres concentraciones de colina.
([Colina]a<[Colina]b<[Colina]c).
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Fig. 4.-Espectro de fluorescencia de la colina oxidasa
debido a los aminoacidos (ChOx(AA) y espectros de
absorcion de la colina oxidasa cuando el FAD se
encuentra en forma oxidada y reducida (FAD.Hz).

Cuando se inicia la reaccién, el FAD pasa a su forma
reducida, con lo que la transferencia de energia
disminuye (al FAD.Hz absorbe menos a 340 nm) y por
tanto la fluorescencia de los aminoicidos aumenta,
siguiendo una curva similar a la concentraciéon de
ChOx.H: existente. Mediante los cambios de
fluorescencia de la enzima desarrollamos un método
para la determinacion de Colina [12]. Para ello,
demostramos que la relacion entre el area (S) de la curva
del registro de fluorescencia obtenido (Fig. 5) se
relaciona con la concentracion de Colina segun:

1 B

s A+ [Colina], )

Donde A y B son constantes que tiene que ver con las
propiedades de fluorescencia de la enzima y las
constantes cinéticas del proceso enzimatico. Cuando
esta reaccion se acopla con la de hidrdlisis de la PC (Fig.
2, Etapa 1) las variaciones de fluorescencia observadas
informan sobre la concentraciéon de PC presente en el
medio, siguiendo una ecuacion similar a la (1) siempre
que se trabaje con una concentraciéon de fosfolipasa
suficientemente alta. Un ejemplo de las sefiales
obtenidas se muestra en (Fig. 5) en dénde se observa el
aumento de fluorescencia observado después de anadir
el analito.
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Fig. 5. Variacion de fluorescencia. (pH=8, [Ca(I1)]=80
mmol-L1, [PC]o=1,3-10"* mol-L-1, % EtOH = 5 % (v/v),
[ChOx]=1,6 U-mL1)

El estudio analitico ha supuesto un estudio exhaustivo
de PLD de diferentes origenes (Arachis Hypogaea
(PLDan), Streptomyces Chromofuscus (PLDsc) vy
Streptomyces sp (PLDsp)) con el objetivo de encontrar
unas condiciones en las que se pueda determinar PC
libre de interferencias, en particular de la esfingomielina
(SM), un esfingolipido que también contiene colina. A lo
largo del estudio se encontraron algunos resultados
interesantes:

« La presencia del ion Ca2* aumenta el rendimiento de la
reaccion de la fosfolipasa. Su concentracién éptima es en
torno a 40 mmol-L!

¢ Es necesaria la presencia de etanol en el medio para
solubilizar la PC (minimo 5% v/v)..

e Los ya citados estudios de selectividad para la
determinacion de PC en presencia de SM, que se
consigue usando la enzima PLDsp (pH=8). Con ella se
consigue mayor sensibilidad y rango lineal, lo que la
hace la mas recomendable para la determinacién de PC
en presencia de SM.

En las mejores condiciones encontradas (pH=8,
[PLDsp]= 80 UmL?, [ChOx]= 3.2 UmL?, [Ca2*]=40
mmolL-1, 5% etanol (v/v) el rango lineal llega hasta una
concentracion 2,4-104 mol-L-Y, con un limite de
cuantificacion (10sbianco dividida entre la pendiente de la
recta de calibrado) de 1,9:10-5 mol-LL.

Después de todo este estudio, el método se aplicé a
muestras de plasma sanguineo (contienen PC y SM)
siendo necesario realizar una extraccion en
diclorometano/metanol y calibracion por adicién
estandar obteniendo concentraciones de PC de 2,6:10-3
* 1,3:10* mol-L'? (Data-Trol NTM) similares a las
encontradas en otros trabajos [13].

3. Generacion de Nanomateriales.

Hace unos afios, nuestro grupo de investigacion inicié
una linea cuyo objetivo era estudiar las posibilidades
que ofrece la generacion in situ de nanoparticulas (NP)
durante la reaccion enzimatica [14-16].

Se han obtenido muy buenos resultados con
nanoparticulas de oro (AuNP) a partir de Au(lll) en
reacciones con enzimas oxidasas (tiramina oxidasa,
glucosa oxidasa, etc.). Dichas AuNP presentan una banda
de absorcién observable en el visible con un maximo
sobre 550 nm (aunque se desplaza y se ensancha
dependiendo del tamafio de la nanoparticula).

Una opcién que nos planteamos para determinar los
fosfolipidos seria utilizar esta alternativa, realizar la
reaccion enzimatica anterior en presencia de Au(Ill) y
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mezclas con Pt(I) y Pd (II) (que mejoran sus
propiedades de absorcién).

Los primeros estudios llevados a cabo se han centrado
en la interacciéon de la PC con Au (IlI) ya que los
fosfolipidos también pueden actuar como reductores de
Au(Ill). Ademads, el grupo polar de la cabeza del
fosfolipido (compuesto por el grupo colina y el grupo
fosfato) contribuiria a estabilizar las nanoparticulas
formadas.

Se trabajo con tres PCs, todas con cadenas de 18 atomos
de carbono, pero con diferente grado de insaturacion: PC
(18:0/18:0), (18:0/18:1) y PC (18:1/18:1) observando
que las AuNP se formaban y que cuanto mayor era el
grado de insaturacion de las fosfatidilcolinas, mas rapida
era la reduccién del Au (III) y la formacién de las AuNPs
que daban lugar a disoluciones coloreadas. En la Fig. 6 se
muestra un ejemplo del espectro de las nanoparticulas
formadas.

En las condiciones 6ptimas encontradas ([Au (III)] =1
mM, tampon fosfato a pH 7 y fuerza iénica de 0,1 M, 45
°C) se obtuvieron curvas de calibracién con buena
linealidad en el intervalo 0,011-0,10 mM.

Uno de los inconvenientes de esta aplicacion en concreto
es que se necesita mucho tiempo para completarla
(alrededor de 6 horas) por lo que se esta trabajando en
alternativas para acelerarlas. Por ahora hemos probado
técnicas como ultrasonidos, bafios a alta temperatura o
microondas, obteniéndose tiempos de reacciéon mas
cortos (90 minutos) y mayores sefiales de absorbancia.
No obstante, estos métodos deben seguir evaluandose
para mejorar el control experimental.

——PC (18:0/18:0)
——PC (18:0/18:1)
———PC (18:1/18:1)

A (nm)

Fig. 6. Sefiales de absorbancia obtenidas con una
concentracion de Au (III) ImM, tampoén fosfatos 0,1M y
pH 7 (6 horas de reaccion).

4. Conclusiones y estudios futuros

De los resultados mostrados con el trabajo realizado con
ChOx se desprende que el uso de la fluorescencia de la
enzima proporciona una herramienta interesante para
la determinacién de PC que, ademas, puede ampliarse a

otros glicerofosfolipidos modificando la reaccion
enzimatica de la segunda etapa. Se abren, desde aqui,
diversas lineas de investigacién que podrian contribuir
a optimizar y ampliar las aplicaciones del método
desarrollado. Una de las principales propuestas consiste
en marcar covalentemente la colina oxidasa con
fluoroéforos especificos que emitan en el rango visible, lo
que permitirfa mejorar la sensibilidad y facilitar la
deteccion 6ptica, especialmente en sistemas portatiles o
de bajo coste. Asimismo, la inmovilizaciéon de las
enzimas en soportes sdélidos es una estrategia
prometedora para la construccion de sensores
reutilizables, robustos y compatibles con dispositivos
miniaturizados para andlisis in situ. Para ello se seguiran
protocolos ya propuestas por el grupo para el andlisis de
otros compuestos como glucosa [17], que se indica en la
Fig. 7. La enzima se incorpora en poliacrilamida (A) y se
introduce en un sistema de inyeccion en flujo disefiado
para ello (B); con él se obtienen sefales transitorias
proporcionales a la concentracidn de analito (C).
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Fig. 7. Ejemplo de un sensor para glucosa previamente
desarrollado: A) Lamina sensora de poliacrilamida con
glucosa oxidasa. B) Dispositivo de inyeccién en flujo. C)
Sefiales transitorias de glucosa obtenidas.

En cuanto a la capacidad de los PC para generar AuNPs,
una de las aplicaciones que se estan desarrollando es
como agente revelador en cromatografia en capa fina de
alta resolucién (HPTLC). Se han desarrollado muchos
métodos cromatograficos para la determinaciéon de
fosfolipidos como TLC [18], HPLC [19], MALDI-TOF-MS
[20] o LC- MS/MS [21], y aunque esta metodologia no
podria competir con algunas de las presentadas en los
métodos citados, si que permitiria diferenciar PCs con
distintos grados de insaturacién, aportando un valor
afiadido a las determinaciones por TLC y HPTLC. En este
sentido, es interesante profundizar en el estudio del
mecanismo de reduccion de Au(Ill) por los distintos
fosfolipidos, asi como optimizar las condiciones
experimentales para acelerar la formacién de las AuNPs.
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