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Excmo. Sefor Presidente de la Counidad Auténoma,
Excmo Sr Presidente de la Academia

Dignisimas autoridades,

Ilma. Sra. y Sefiores Académicos,

Compaferos y amigos,

Sefioras y Sefores:

Es para mi un honor y un placer el pronunciar este
discurso que inaugura el curso2009-2010 de las Academias de la
Region de Murcia.

El vertiginoso desarrollo de las ciencias ha alumbrado
una nueva rama del saber que se encuentra en la frontera del
conocimiento humano, la Bionanotecnologia, también llamada
Ingenieria Biomolecular. Destaca esta nueva rama, tanto por sus
aportaciones a la ciencia e incidencia en el desarrollo
tecnoldgico, como por su caracter altamente interdisciplinario y
polifacético donde convergen diferentes enfoques provenientes

de la Biologia, la Quimica, la Fisica y la Ingenieria.



El hombre precisa maquinas cada vez mas sofisticadas y
ha habido quien ha propuesto que en vez de partir de cero se
empleen “maquinas moleculares” preexistentes que pueden ser
encontradas en toda célula viva: moléculas de DNA, proteinas o
enzimas. La utilizacion de estas maquinas moleculares “pre-
existentes”, 0 su uso como puntos de partida para nuevos
disefios, y de otras construcciones basadas en biomoléculas, es
una  derivacion  de la  nanotecnologia, llamada
Bionanotecnologia.

1.-¢Que es la Bionanotecnologia?

La Bionanotecnologia se origina de la fusion entre la
Nanotecnologia y la Biotecnologia. Por un lado Ia
Nanotecnologia es la construccion y modelado de la materia
manipulando atomo por &tomo y con aplicacion en la ingenieria
y fabricacion a escala nanométrica. Por el otro, la Biotecnologia
aprovecha diversas funcionalidades derivadas de procesos
biol6gicos para aplicaciones especificas sin que importen los
detalles moleculares y atdmicos de las biomoléculas que Ilevan a
cabo dichos procesos. Como hibrido entre ambas ciencias, la

Bionanotecnologia se define como la ingenieria y fabricacion



aplicada al disefio y modificacion de los detalles atomicos de
maquinarias y dispositivos moleculares basados en biomoléculas
(acido desoxirribonucleico -ADN-, proteinas, lipidos vy
carbohidratos) para que lleven a cabo funciones especificas a
nivel nanométrico.

Para tener idea de las dimensiones de dichas
construcciones es necesario decir que un nanometro es la
milmillonésima parte de un metro. Si comparardmos un
nanometro con un metro seria como comparar una moneda con
el jdidmetro de la Tierra! La capacidad de visualizacion y
manipulacion de diminutos &tomos y moléculas se logra con
instrumentos y técnicas sofisticadas y refinadas de microscopia,
cristalografia, espectroscopia y modelado informatico.

De inmensa importancia ha sido el desarrollo de la
tecnologia del ADN recombinante en la expansion de la
Bionanotecnologia, ya que ha permitido modificar y producir en
gran escala de forma barata y rapida las “bionanomaquinas” y
biomateriales necesarios para la Bionanotecnologia. Como el
ADN posee toda la informacién necesaria para generar una

proteina funcional (la gran mayoria de las “bionanoméquinas”



estdn compuestas de proteinas), es decir contiene secuencias de
acidos nucleicos que codifican para los aminoécidos de una
proteina, basta con alterar y editar las secuencias del ADN para
modificar una proteina particular con precision atomica y asi
optimizar su funcionamiento y propiedades o generar nuevas y
novedosas maquinas de proteina las cuales son producidas en
gran cantidad a partir de substratos baratos al crecer la célula
con el gen en particular.

Ademés de optimizar y modificar las biomoléculas a
escala nanométrica para aplicaciones especificas, la
Bionanotecnologia se ha adentrado en nuevos caminos Yy
consolidado como wun é&rea altamente interdisciplinaria.
Fusiondndose con la ciencia de materiales ha desarrollado
novedosos materiales hibridos entre compuestos inorganicos y
bioorgénicos, superando asi la tradicional separacion entre estos
dos tipos de materiales y borrando las fronteras entre la materia
vivay la inanimada.

Existe una inmensa variedad de herramientas de
ingenieria que han sido usadas en las Ultimas décadas y se

encuentran en un estadio maduro de desarrollo. Entre ellas
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podemos mencionar el disefio robusto, resistencia de materiales,
método de elementos finitos o “robot motion planning”. De esta
manera, si se estudia una bacteria como Escherichia coli que se
supone que es una célula sencilla, por ser procariética, nos
encontramos con un disefio que supera en mucho con sus
soluciones, el minimo necesario para su funcionamiento. Los
sistemas bioldgicos han desarrollado complejos mecanismos de
regulacion, adn en situaciones donde soluciones méas simples
podrian ser suficientes. Pero ain en la bacteria Escherichia coli,
con su simplicidad, es posible encontrar la mas alta ingenieria.

La resistencia de materiales se puede estudiar con las
capsulas virales. Los virus, como por ejemplo el del herpes,
toleran grandes variaciones de pH, salinidad y presiones internas
de hasta 100 atmdsferas. Todo ello los hacen candidatos ideales
como nanocontenedores para transporte de medicamentos en el
cuerpo humano. La fabricacion de capsulas virales es
actualmente un area de rapido desarrollo entre los nuevos
materiales.

La flexibilidad molecular debe ser considerada a la hora

de predecir interacciones moleculares. Muchos métodos usados
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solo calculan movimientos locales. Pero movimientos de
grandes amplitudes son comunes en plegamiento (cambio
configuracional) de proteinas. “Robot motion planning” es un
problema clasico de robdtica y consiste en hallar movimientos
viables de robots articulados en espacios llenos de obstaculos. El
objetivo es encontrar la configuracion de energia minima en la
superficie de la energia potencial de la proteina.

Cada vez es mas comun usar estas herramientas en la
comprension de la ultima frontera del conocimiento: la vida. Los
sistemas bioldgicos nos llevan millones y millones de afios en
desarrollo y complejidad. La Bionanotecnologia pretende hacer
uso de este conocimiento para resolver problemas
fundamentales, tales como la cura de enfermedades, el
desarrollo de formas limpias de obtener energia y agua, la
fabricacion de materiales mas resistentes y livianos o el
desarrollo de procesadores mas veloces.

Algunos de los usos de la Bionanotecnologia pueden
parecer, sin duda, muy futuristas, pero 80 afios atras los viajes
espaciales eran algo del futuro, y para algunos casi imposibles y,

sin embargo, el hombre viaja hoy al espacio.
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Dentro de la Bionanotecnologia vamos a incluir aqui
como ejemplo, tres modalidades, los biomateriales que,
mediante inspiracion en la naturaleza son sintetizados para ser
compatibles con los tejidos vivos, los nanoliposomas que son
vesiculas lipidicas autoensambladas y que se pueden utilizar
como vehiculos transportadores y la Bionanomecanica, que trata
del aprovechamiento de motores bioldgicos y de la construccién
de motores disefiados por el hombre imitando a la naturaleza.

2.-Biomateriales.

Los biomateriales son materiales biol6gicamente inertes,
que se implantan en un sistema o tejido para repararlo o
sustituirlo de forma permanente.

Aunque se han venido utilizando numerosos materiales
desde muy antiguo, tales como madera, metales (sobre todo oro
y plata) o cristal nos vamos a referir aqui a materiales
biocompatibles nanotecnolégicos que tendrian la capacidad de
estar en contacto con fluidos bioldgicos sin despertar reacciones
en ellos, tales como precipitaciones de proteinas o coagulacién

sanguinea.
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Fig. 1. Catéteres que han estado en contacto con sangre
humana. El de arriba se habia tratado previamente para
recubrirlo con fosforilcolina, segin el método de Chapman (ver
texto).

Uno de estos materiales se desarrollo tras observarse que
los eritrocitos o plaquetas no son objetivo del sistema del
complemento ni resultan opsonizados en la sangre. Analizados
los lipidos de su membrana celular se comprob6 que en la
monocapa externa tienen fosfolipidos anfotéricos, como
fosfatidilcolina y esfingomielina, mientras que en la interna
tienen fosfolipidos con carga negativa como fosfatidilserina y

fosfatidilinositol. Se comprobd mediante la preparacion de
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vesiculas lipidicas artificiales, que cuando estaban compuestas
por fosfolipidos anfotéricos como fosfatidilcolina, no se
producia adhesion de proteinas séricas, a diferencia de lo
observado cuando se incorporaban fosfolipidos con carga
negativa como fosfatidilserina que atraen una gran cantidad de
proteinas del suero sanguineo.

Tomando estas observaciones como base, Chapman
desarrollé una cubierta para materiales plasticos o de vidrio, de
uso médico, en los que se realizaba un recubrimiento con
fosforilcolina, lo que produce efectos espectaculares. Este
recubrimiento se usa hoy en dia en biomateriales tales como
implantes dentales, catéteres, lentillas oculares, protesis dseas,
resultando muy biocompatibles.

3.-Nanotransportadores.

Dentro de la Bionanotecnologia, hay un capitulo
importante que es el de los nanotransportadores, especialmente
como vehiculos de farmacos. La mayoria de los farmacos se han
formulado para suministrarse por via oral o por inyeccion, que
no son siempre los méas eficaces para una terapia dada, pero el

uso de estos nuevos vehiculos permite nuevas opciones de
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administracion para ciertos farmacos o incluso biomoléculas
como proteinas o acidos nucleicos.

Entre los actuales sistemas de nanotransportadores, nos
encontramos con nanoliposomas, micelas poliméricas,
nanoparticulas, dendrimeros, niosomas, y nanocristales. En el
apartado siguiente nos centraremos en los nanoliposomas, como
ejemplo de nanotrasnportadores bioldgicos, construidos con
biomoléculas.

4.-Nanoliposomas.

Los liposomas estdn compuestos de una o0 méas capas de
lipidos, y se autoensamblan a partir de una suspension acuosa de
lipidos que tengan tendencia a dar bicapas. Pueden también
llevar otras moléculas como proteinas o polimeros. Si el
liposoma contiene varias capas se denomina multilamelar
(MLV, de multilamellar vesicles); si solo contiene una capa
puede ser SUV (small unilamellar vesicles); si se obtiene por
sonicacion y LUV (large uilamellar vesicles) si se obtienen por
extrusion a través de membranas de poro definido o por

evaporacion de disolventes organicos, u otros procedimientos.
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Los liposomas son, quizas, los nanotransportadores mas
estudiados y mas explotados y se vienen utilizando desde hace
mas de 40 afios y tienen cada vez mas aplicaciones en la
industria biotecnoldgica y en la médico-farmaceutica. Presentan
grandes ventajas sobre otros nanotransportadores como su
capacidad de encapsular materiales tanto liposolubles como
hidrosolubles, la posibilidad de producirse a escala industrial,
con un precio asequible y la posibilidad de remitirlos a tejidos
especificos. Estos transportadores pueden proteger de la
degradacién a las substancias encapsuladas frente a radicales
libres, iones metélicos, pH o enzimas. Especialmente importante
es la posibilidad de direccionar estos nanoliposomas a tejidos
especificos, bien por medio de incorporarles anticuerpos
especificos o por medio de modular su tamafio para que puedean
llegar a diferentes sitios dentro del organismo o modular su
composicion lo que les hace mas o menos duraderos una vez
dentro del organismo.

El término nanoliposoma se introdujo en los ultimos 4-5

afios para referirse a vesiculas lipidicas en la nanoescala, esto es
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con tamafo de nanometros, y concretamente en el rango de 10 a
100 nanometros.

Los nanoliposomas se preparan mediante sonicacion o
extrusion a través de membranas con 100 nanometros de tamafio
de poro. Estos nanoliposomas se preparan mediante dispersion
de fosfolipidos 0 mezclas de lipidos, que se resuspenden en un
medio acuoso formando vesiculas multilamelares, con muchas
capas concéntricas, tipo cebolla. Estos liposomas multilamelares
tienen un tamafio de micrometros, y se pueden usar como tales,
pero para formar nanoliposomas se someten a la sonicacion o a
la extrusion, entre otras técnicas, formandose liposomas
unilamelares. Los nanoliposomas son muy Utiles para el
direccionamiento especifico dentro del organismo a un tejido
determinado, usando anticuerpos especificos que reconocen
proteinas propias de las células diana. Son ademéas ventajosos,
con respecto a otros tipos de liposomas para determinadas
aplicaciones, debido a su tamafio, como se verd mas tarde. Las
aplicaciones mas representativas,de los nanotransportadores en

general, y de los nanoliposomas en particular, las podemos
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200 nm

Fig. 2. Microscopia tras criofractura y réplica de liposomas
extrusionados a través membranas de policarbonato con poros
de 100 nm.

encontrar en: a) en encapsulamiento de farmacos, b) en
diagnostico por imagen de enfermedades, ¢) en encapsulacion y
direccionamiento especifico a 6rganos o tejidos especificos de
farmacos, d) en vacunas, actuando como adyuvantes, €) en
encapsulamiento de nutrientes, f) en transfeccién celular

actuando como transportadores de genes, g) en la preparacion de

sangre artificial y h) en la vehiculacién de cosméticos.
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En una de las aplicaciones actualmente mas extendidas
que es la de transporte farmacos, las ventajas que ofrecen los
nanoliposomas residen en: a) permitir una reduccion en la
frecuencia de la administracion de farmacos, lo que constituye
una mayor comodidad para el paciente; b) proteger de la
degradacién a los farmacos encapsulados mejorando la
farmacocinética; c) disminuir la toxicidad de determinados
farmacos al quedar confinados dentro del liposoma, con lenta
liberacion, y quedar muy limitada la concentracion libre en
sangre. Las vias mas utilizadas para la administracion de
liposomas, son: a) la intravenosa: b) la dérmica; c) la parenteral;
d) la nasal; e) la intraarticular; f) la ocular. Las méas utilizadas
son las dos primeras.

Con respecto a la via intravenosa, la mayoria de los
liposomas inyectados son fagocitados. Las células fagociticas
profesionales que integran el sistema reticulo endotelial en
higado, bazo y médula dsea, son las que principalmente llevan a
cabo la fagocitosis terminando los liposomas en los
fagolisosomas donde son digeridos y los farmacos liberados. De

esta manera estos farmacos van a llegar a donde se ocultan
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muchos microorganismos infecciosos que han seguido el mismo
camino y quedan alli protegidos de los antibidticos que estan en
sangre. Este es el caso de microorganismos responsables de
enfermedades tales como bacterias (brucelosis, tuberculosis,
salmonelosis, clamidiasis, entre muchas otras), protozoos (p. ej.
toxoplasmosis, malaria, tripanosomiasis) y hongos (p. ej.
candidiasis, criptococosis, esporotricosis). Se ha demostrado la
gran efectividad de los antimicrobianos encapsulados en
liposomas para tratar algunas de estas enfermedades.

También puede tratarse de esta manera enfermedades
que estén centradas en el higado, como tumores hepaticos.

La fagocitosis viene precedida por la opsonizacion de los
liposomas, por medio de inmunoglobulinas, proteinas del
complemento y otras que facilitan su reconocimiento por los
fagocitos. Si se pretende que los liposomas puedan interaccionar
con otros drganos o tejidos, se habran utilizar liposomas
resistentes a la opsonizacion como sucede cuando se incorporan
otras moléculas como polietilénglicoles. También se dificulta la
fagocitosis cuando los nanoliposomas son de muy pequefio

tamafo y con una membrana no fluida, lo que se consigue con
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fosfolipidos que contengan acidos grasos saturados y con
colesterol.

Si se inyectan, intravenosamente, nanoliposomas del
tamafio mas pequeiio y se consigue que no se fagociten
facilmente por el sistema reticulo endotelial, es cuando se puede
disefiar un direccionamiento a otros organos y tejidos, por
ejemplo mediante incorporacién de anticuerpos especificos
contra otras células.

5.-Nanococleatos.

Una variedad muy interesante de nanotransportadores
emparentada con los nanoliposomas son los nanococleatos, que
no tienen caracter de vesiculas formadas por membranas con
estructura de bicapa y con forma esférica, sino forma de cigarros
con tamafios que pueden estar en la escala nanométrica
(nanococleatos). Estan formados por lipidos con carga negativa
(es muy tipico fosfatidilserina) y un cation divalente como el del
calcio. Forman estructuras multicapas muy estables que son un
solido continuo de bicapa lipidica, enrollado en forma de espiral
con poco 0 ningln espacio acuoso interno. Los cocleatos pueden

transportar sustancias hidrofdbicas, hidrofilicas, con carga
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positiva 0 negativa o neutras. Se vienen utilizando profusamente
para administrar proteinas, péptidos y ADN para vacunas,
ingenieria genética o terapia génica. Se han usado mucho para
administracion oral de sustancias que pueden degradarse en el
aparato digestivo. Son capaces de cubrir sabores u olores no
agradables y y de proteger muy eficazmente sustancias labiles.
También por via parenteral, los nanococleatos en proteger muy
eficazmente a las sustancias encapsuladas.

Por ejemplo, se estdn usando cocleatos que contienen
anfotericina B para el tratamiento de infecciones fungicas, tanto
por via oral como parenteral.

6.-Bionanomecénica.

Corria el afio 1966, la 20th Century Fox encargd a
Richard Fleischer la pelicula Viaje Fantastico, protagonizada
por Stephen Boyd y Raquel Welch. En esta pelicula, actuaran
las Fuerzas de Defensa Combinada Miniaturizada, un proyecto
ultra secreto que se basa en la miniaturizacion de objetos y
personas con propasitos de defensa. Un equipo militar y médico
subird a bordo del submarino Proteus, el cual sera reducido al

tamafio microscépico y lanzado en el torrente sanguineo de una
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persona que sufre un coagulo en su cerebro, con el propdsito de
llegar al cerebro y eliminar este coagulo que le esta matando.
Esta pelicula podria considerarse un ejemplo de suefio cientifico
que la Bionanotecnologia podria hacer realidad sin necesidad de
embarcar a personas miniaturizadas.

En las dos ultimas décadas se ha realizado un gran
progreso en el campo de la Biologia Molecular alcanzandose un
conocimiento detallado de muchos procesos y sistemas
biologicos de trascendental relevancia. Entre estos sistemas
estan las familias de proteinas que regulan movimientos y que
han atraido la atencion de bidlogos, quimicos y fisicos. Estas
proteinas son capaces de responder a ciertos estimulos
biol6gicos  produciendo como  reaccibn  movimientos
programados, similares a muchas maquinas inventadas por el
hombre y que usamos cada dia. Estas maquinas bioldgicas
moleculares desempefian papeles esenciales en una gran
variedad de procesos bioldgicos en las células vivas.

Entre estas proteinas nos encontramos con algunas que
se encuentran en el citoplasma tales como miosinas, quinesinas

y dineinas. Estas proteinas se agrupan en agregados
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supramoleculares que se mueven a lo largo de rutas lineales
formadas por filamentos de actina o microtibulos y transportan
substratos a costa de la hidrolisis de ATP que se utiliza como
combustible. EI flagelo es un enorme conjugado proteico que
controla el movimiento natatorio de las bacterias. La ATP
sintasa es un tipo diferente de maquina molecular que sintetiza e
hidroliza ATP a través de su movimiento rotatorio.

También conocemos otras maquinas bioldgicas capaces
de generar diversos tipos de movimientos, todos ellos en base a
hidrdlisis de nucleosidos trifosfato, como son los casos de las
chaperoninas, capaces de ayudar a que las proteinas consigan su
estructura espacial adecuada o los ribosomas que se mueven a lo
largo del RNA mensajero durante el proceso de la traduccion en
que se biosintetizan las proteinas. También las helicasas se
mueven a lo largo de las hebras de DNA catalizando las
modificaciones de su estructura espacial.

La existencia de estas sofisticadas maquinas ha atraido la
atencion de numerosos investigadores que se proponen la

fabricacion de nanomaquinas semibiol6gicas que utilicen, al
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menos en parte, moléculas bioldgicas y sean capaces de realizar
labores programadas al llegarles el estimulo adecuado.

7.-Ejemplos  de  estructuras de  nanomotores
biomoleculares.

Estudiaremos como primer ejemplo, dentro de este
apartado, a las quinesinas.

7.1.- Quinesinas.- Son motores moleculares que se
mueven a lo largo de microtibulos y que se descubrieron en
1985. Entre sus funciones esta el transporte intramolecular de
organulos subcelulares, complejos proteicos y ARNS mensajeros
y también el participar en movimientos de los cromososmas y
huso cromatico durante la mitosis y la meiosis, procesos que
permiten la division celular. Las quinesinas se mueven sobre
unos railes moleculares que son los microtdbulos.

Los microtubulos son estructuras huecas formadas por
agregados proteicos con un didmetro de 24 nanometros (24x10°°
metros) y con una periodicidad estructural de 8 nanometros.
Estan formados por asociaciones de protofilamentos y estos a su

vez por el ensamblaje de cabeza con cola de dos subunidades

26



proteicas béasicas que son la a-tubulina y la B-tubulina. Los
microtubulos tinen polaridad, con su extremo + y su extremo -.
Las quinesinas se mueven unidireccionalmente sobre los
microtubulos, siempre en direccién + a -. Un motor de quinesina
puede generar fuerzas de unos 10 pN. Una molécula de
quinesina se moveria a una velocidad de 800 nm/s. Esto quiere
decir, que si su longitud es de 20 nm, recorre por segundo una
distancia equivalente a 40 veces su longitud. Si eso lo
trasladaramos a un vehiculo automovil de 5 metros de longitud,
recorriendo 40 veces su longitud por segundo, iria a una
velocidad de 720 Km/h, comparable a la de un avién reactor.
Las quinesinas, por su parte, son una superfamilia, que se
puede subdividir en hasta 14 clases diferentes, dependiendo de
la disposicion del motor. Entre las clases de quinesinas mas
extendidas en los diferentes tejidos y las diferentes células, estan
las denominadas convencionales que constan de dos cadenas
pesadas (de 120 kDa) de 80 nm de longitud y conectadas a
través de sus extremos C-terminales con 2 cadenas ligeras (64

kDa). Cada cadena pesada tiene una estructura de bastoncillo
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compuesta por 2 cabezas globulares y un tallo en abanico y con
un dominio proteico con funciones de motor en el extremo
amino-terminal. Este motor porta ATP enlazado y es capaz de
enlazarse a los microtibulos. La mayoria de las quinesinas
poseen dos cabezas globulares como las descritas, pero también
existen otras tubulinas con una so6la cabeza globular,
7.2.-Propiedades quimico-mecénicas de las quinesinas.

Las quinesinas con una sola cabeza, tienen un ciclo catalitico
durante el que en una primera etapa el ADP estd unido
fuertemente a la cabeza del enzima y enlazado a un microttbulo.
A continuacion se libera el ADP y eso hace que se enlace aln
mas fuertemente al microtdbulo. En la siguiente etapa, el ATP
se enlaza al conjugado quinesina/microtibulo. Este enlace
ocurre rapidamente y hace que aumente la estabilidad del
conjugado. Inmediatamente, tiene lugar un cambio estructural
que provoca el movimiento de la quinesina. EI movimiento de
quinesinas con dos cabezas, implica que los dos dominios
motores se enlazan y se disocian del microtibulo, de forma
alternativa. Las quinesinas se mueven a lo largo de Imicrotubulo

con etapas de 8 nanometros, en los que hidroliza una molécula
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de ATP. Al enlazarse a ADP, la quinesina se adhiere
inmediatamente a un microtubulo. Entonces, el ADP se disocia

de cualquiera de las dos cabezas para dar un estado de

Fig. 3. Estructura molecular de la quinesina (PDB: 3KIN) con
dos cabezas.

transicion, donde una cabeza vacia esta enlazada fuertemente al
microtubulo en una conformacion tal que puede impedir que la
segunda cabeza, que va conjugada a ADP, pueda adherirse al
microtibulo. En la siguiente etapa, el ATP, se enlaza

rapidamente a la cabeza unida al microtdbulo y que tiene vacio
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el sitio de enlace de nucleotidos.y a continuacién ocurre su
hidrolisis formandose un complejo quinesina-ADP-fosfato
inorganico. A continuacion, se une al microtdbulo la otra cabeza
y seguidamente se libera su ADP y se forma un complejo en el
que la quinesina tiene sus dos dominios unidos al microtdbulo.
Esta transicion permite a las dos cabezas de quinesina un avance
de 8 nanometros entre sucesivas subunidades de tubulina. Para
completar el ciclo, la cabeza que va mas retrasada se libera
después de la liberacion de fosfato inorgénico y avanza sobre el
microtibulo. Mediante la repeticién de este ciclo, la quinesina
camina a lo largo del microtubulo de forma unidireccional.
7.3.-Aplicacion de los motores de la quinesina.

Si se ensamblara el conjunto quinesina-microttbulo fuera de la
célula, se podria aplicar este sistema para confeccionar
transportadores moleculares. Se han utilizado ya dos
aproximaciones diferentes para ensamblar sistemas de este tipo.
En uno de ellos, se fijan moléculas de quinesina a la superficie
de un soporte y los microtubulos se moveran empujados por las
cabezas de las quinesinas. En esta aproximacién se puede

visualizar el movimiento, simplemente mediante el uso de un
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microscopio  oOptico, puesto que los microtubulos son
suficientemente grandes para este medio de observacion. Otro
método consistiria en dejar que las quinesinas “caminen” sobre
una pradera de microtdbulos inmovilizados sobre una superficie.
En este caso se precisa un marcaje fluorescente de las quinesinas
para poder visualizarlas. Puesto que las quinesinas se mueven de
forma unidireccional siguiendo la polaridad de los microttbulos
se puede utilizar a las quinesinas para llevar cargas moviéndose
en este sistema. También se podria hacer que fueran los
microtdbulos los que transportaran cargas, y lo pueden hacer
unidireccionalmente siguiendo la direccion marcada por las
cabezas de quinesina. Se ha demostrado que los microtlbulos
pueden transportar objetos variados en estos nanocircuitos.
Entre estos objetos podemos citar como ejemplos microchips de
silicio, bolitas de cristal, particulas de oro y bolitas de
poliestireno.

Para conseguir unos nanotransportadores eficaces es
necesario poder ejercer el control del movimiento y de la
direccion. Cuando el movimiento corre a cargo de microttbulos

impulsados por moléculas de quinesina pegadas a una
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superficie, el extremo del microtibulo busca mediante
movimiento browniano el contacto con la siguiente cabeza de
enzima. Para poder controlar la direccion que ha de seguir el
microtubulo, se han construido soportes en los que se excavan
canales para guiar y confinar el movimiento. Un avance ain mas
significativo, ha sido el construir canales cerrados. Estos canales
pueden contener bifurcaciones y Dekker consiguié un
procedimiento para guiar los microtbulos hacia una u otra
rama. Empled para ello, campos de fuerza externos que hacen
que el extremo del microtibulos se doble en la direccién que
interese. Estos campos pueden ser eléctricos, magnéticos, o de
flujo. En un experimento se utilizaron filamentos marcados con
un fluordforo rojo y otros con un fluoréforo verde. Estos
microtibulos se movian a través de un conducto en Y,
recubierto de motores de quinesina pegados a la superficie basal.
El movimiento se podia seguir mediante un microscopio. Al
llegar a la bifurcacion se podia hacer que los filamentos fueran
hacia una u otra rama, en funcién de un campo eléctrico que se
aplicaba a través de un canal perpendicular a la direccion del

movimiento, precisamente en el punto de la bifurcacion. De esta
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manera se podia decidir que los marcados en rojo fueran a un
lado y los marcados en verde a otro. También se han usado
campos magnéticos para guiar a los filamentos que iban
modificados, en este caso, con pequefias particulas magnéticas.
Los filamentos pueden transportar una gran diversidad de
materiales, tales como particulas de oro, bolitas de poliestireno y
de vidrio o moléculas de ADN. Los microtubulos tendrian que
ser modificados, en este caso, para que se pudieran enlazar con
la carga. Un método que se ha demostrado eficaz es, por
ejemplo, es colocarles anticuerpos contra la carga. Eso se ha
utilizado para transportar particulas viricas del mosaico del
tabaco y proteinas especificas. EI microtibulo que lleva pegados
anticuerpos puede captar proteinas de la disolucion, lo que
puede ser util, por ejemplo para capturar estas proteinas con
fines de purificacion o deteccion y andlisis. También se han
usado microtubulos cubiertos con oligonucleétidos de DNA de
una sola hebra, con el fin de que se hibride muy especificamente
con su DNA diana en disolucion. También es posible transportar
nanoparticulas de oro lo que podria servir para crear circuitos

eléctricos.
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Para controlar la movilidad general del sistema se
emplea la modulacion de la concentracion de ATP en la
disolucion, o la de otros cofactores necesarios. La concentracion
de ATP se puede controlar si se usa ATP enjaulado que es
inactivo y que se puede activar mediante luz ultravioleta junto a
glucosa y hexoquinasa que lo pueden gastar. De esta manera,
mediante destellos de luz ultravioleta se generan fases de alta
movilidad que pueden durar varios minutos. Si se afiaden al
sistema hexoquinasa 0 ATP se puede conseguir una respuesta en
pocos segundos. También mediante el control de la temperatura,
se puede conseguir el acelerar o desacelerar el movimiento.

Una audaz aplicacion de estos sistemas seria una nanomaquina
disefiada para separacion de moléculas componentes de una
disolucion.

En esta nanomaquina se podria analizar una gota de
sangre, de forma que microtibulos que llevaran adheridos
anticuerpos especificos contra una proteina concreta, y que se
deslizarian sobre una pradera de quinesinas pegadas a la
superficie basal, pudieran captar la proteina diana y dirigirla

hacia un detector que analizaria el sistema, para ir

34



posteriormente a una camara de purificacion y deteccion o a una
camara de liberacion y concentracion de una carga determinada.
Los ultimos avances en el campo de los motores biomoleculares
han dejado claro que los podemos usar para impulsar
componentes en nanocircuitos y que podemos usar proteinas
como interfases especificas con determinados materiales. Se
puede controlar la organizacion de sofisticados sistemas y los
componentes de origen biologico se pueden autoensamblar.
Disponemos de diversos procedimientos para modular su
movimiento mediante controles eléctricos, magnéticos, quimicos
0 mecanicos. Sin embargo aun quedan muchas etapas que cubrir
antes de que estos sistemas puedan ser explotados como
nanomaquinas plenamente funcionales y utiles.

A continuacion examinaremos un nuevo tipo de
nanomotor bioldgico: los motores rotatorios.

8.-Motores rotatorios.

Dentro de los motores rotatorios examinaremos tanto las

ATP sintasas como los flagelos bacterianos.
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8.1.-ATP sintasas.
Son una de las méaquinas moleculares mas sofisticadas en
sistemas bioldgicos. Las ATP sintasas son ubicuas en todos los
tipos de células de mamiferos y requieren un gradiente de
protones para la sintesis de ATP. Las ATP sintasas pueden
funcionar también como ATPasas y si se les suministra ATP
pueden generar un gradiente de protones. El tipo de estructura se
ha conservado a través de la evolucién, aunque hay algunas
variaciones con respecto al niumero de subunidades.

8.2.-Estructura de las ATP sintasas.
Las ATP sintasas bacterianas, de cloroplastos y mitocondriales
son grandes complejos proteicos que contienen dos grandes
dominios llamados F, y F;. Ambos dominios actGan como
motores que pueden estar impulsados por protones o por ATP
respectivamente. Walker y sus colaboradores resolvieron la
estructura cristalina de las ATP sintasas mediante difraccion de
rayos X y este logro contribuyd a aclarar los cambios
conformacionales asociados a la hidrolisis de ATP o al flujo de

protones. Puesto que las partes F, y F; pueden disociarse y
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reasociarse de forma reversible, se han podido estudiar sus
rotaciones de forma independiente.
8.3.-Propiedades quimiomecéanicas del motor F;.

El movimiento rotario de las ATP sintasas se sugirid
primeramente por Boyer y mas tarde apoyada por las estructuras
de alta resolucion obtenidas por Walker. Yoshida consigui6
observar directamente la rotacion del motor de F; mediante una
microsonda fluorescente. EI dominio F; es hidrosoluble y la
modalidad bacteriana contiene 5 tipos de subunidades. Las
subunidades o y B se disponen como los gajos de una naranja
alternandose ambos tipos. Cada dos subunidades participan en la
formacion de un sitio catalitico. En el centro de este hexamero

se encuentra una cavidad en la que se mueve la subunidad y que

actta como el eje del motor. La subunidad y se conecta con el
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Fig. 4. Estructura molecular de ATP sintasa. (PDB:1QO1).

dominio F, a través de la subunidad 3. La estructura cristalina
deducida para la parte F; indica que las 3 subunidades o adoptan
una estructura idéntica para todas ellas, mientras que las 3 3
tienen estructuras notablemente diferentes que van cambiando
en funcion de su interaccion con la subunidad axial central, es
decir la y. La estructura cristalina indica que una de los sitios
cataliticos tiene enlazado un ATP, otro un ADP y un fosfato
inorganico y otro no contiene nucleotidos. Se considera que esta

estructura es en realidad una foto instantdnea de un motor
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rotatorio. La subunidad y es asimétrica y al rotar, dependiendo
de qué parte contacte con un sitio catalitico dado, hara que este
adopte una de las tres conformaciones: cerrada que tiene ATP
unido, fuerte que tiene unido ADP vy fosfato inorganico y suelta
que esta vacia o contiene ADP y fosfato inorganico débilmente
unidos.

De estas estructuras y de diversos estudios cinéticos se
deduce un mecanismo rotatorio, mediante el que las tres
subunidades B se alternan en sus estructuras durante el ciclo
catalitico. En este ciclo, una subunidad B pasaria por enlazar
ADP vy fosfato inorganico (conformacién abierta), a
continuacion pasaria a la conformacion cerrada que seguiria
enlazando ADP y fosfato inorganico y finalmente a la fuerte en
la que se formaria ATP, a partir del ADP y el fosfato inorganico.
El paso de la conformacion fuerte a la abierta, que terminaria el
ciclo, es el que requerird aporte energético para producir la
liberacion de ATP. Notese que es la liberacion de ATP y no su
sintesis, lo que requiere el aporte energético. Este caso atipico

dentro de los procesos enzimaticos conocidos se puede explicar
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porque en la conformacion fuerte del centro catalitico, la
interaccion de la proteina con ADP y fosfato inorganico, rebaja
la energia de activacién de la sintesis de ATP, como demostrd
Boyer. La rotacion de la subunidad y, de 120° cada vez, hace que
las subunidades B vayan cambiando de conformacién, y en todo
momento cada subunidad B tendra una de las 3 conformaciones
mencionadas. Esto es lo que Boyer denomind funcionamiento en
revolver.
8.4.-Propiedades quimiomecanicas del rotor F,.

La ATP sintasa necesita flujo de protones para poder sintetizar
ATP. El flujo de protones provoca la rotacion del dominio F,
que a su vez hace girar la subunidad y. Esta rotacion seré la que
haga cambiar secuencialmente la conformacion de las
subunidades B3, de abierta a cerrada y de esta Ultima a fuerte. De
esta manera cada rotacion de 120° da lugar a la sintesis de 1
ATP, y una rotacién completa de F, de 360° producira 3 ATPs.
Fo es una proteina transmembranar formado por una asociacion
de subunidades. La subunidades c, que son doce, son las que

rotan, mientras que las subunidades a y b permanecen estaticas.
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En concreto las a interaccionan con las c. Por otra parte, las
subunidades b ligan las subunidades a con el dominio F;. Las
subunidades de F, estan empotradas en la bicapa fosfolipidica de
la membrana y con su rotacion mueve el eje que constituye la
subunidad y engrandndose ambos sistemas rotatorios a través de
la subunidad .

La energia que se precisa para que tenga lugar esta
rotacion proviene de la cadena transportadora de electrones
presente en la membrana interna mitocondrial, la membrana
tilacoidal de los cloroplastos o la membrana plasmaética de
bacterias. En el caso de la mitocondria, la cadena transportadora
de electrones oxida substratos reducidos como NADH o FADH,
provenientes de oxidaciones que tienen lugar en rutas
catabdlicas celulares y da lugar al transporte contra gradiente de
protones desde la matriz mitocondrial al espacio
intermembranar. Se origina asi un gradiente que tiene dos
componentes, uno osmotico debido a la diferencia de
concentraciones a uno y otro lado de la membrana interna

mitocondrial y otro eléctrico debido a la diferencia de potencial
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eléctrico, por la carga positiva de los protones. El gradiente
quimiosmatico de protones, como lo Illamé Mitchel, es pues una
forma de almacenamiento energético que se usara
posteriormente para hacer girar la ATP sintasa y producir
sintesis de ATP.

La forma en que los protones pasan a través de F, y
originan la rotacion, se ha deducido de las estructuras
cristalogréficas y de experimentos de mutagénesis dirigida. Los
protones pasan a través de un canal que queda entre las
subunidades ¢ y las subunidades a y b. Cada subunidad c
contiene un residuo de aspartato que en ausencia de protones
estan interaccionando con un residuo con carga positiva en la
parte estatica de F, (subunidad a). Cuando llegan los protones
rompen la interaccion que mantiene sujetas a las subunidades c,
pues se protona el residuo aspartato y entonces se produce un
desplazamiento llegando una nueva subunidad c, que a su vez se
vuelve a protonar. Sucesivos movimientos van provocando el
giro rotatorio en el sentido de las agujas del reloj. El protdn
proveniente del espacio intermembranar, viaja en una especie de

tiovivo, hasta dar una vuelta completa que concluye con su
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liberacion hacia la matriz mitocondrial. Ese movimiento
rotatorio, provoca el del eje y que provoca, a su vez, la catalisis
de la sintesis de ATP.

8.5.-Aplicaciones de las ATP sintasas.

El movimiento rotatorio de las ATP sintasas genera un par
motor de 80-100 pN nm, lo que indica una eficiencia proxima al
100% de eficiencia en la conversion energética de la hidrolisis
de ATP al movimiento rotatorio de F;. Es por ello por lo que la
aplicacion de ATP sintasas a maquinas artificiales es un tema
fascinante.

En un trabajo pionero en este campo, Noji, Yoshida y
colaboradores, fueron capaces de visualizar el movimiento
rotatorio del motor F; por el procedimiento de pegarle un
fragmento de una proteina fibrosa con marcaje fluorescente, y
suministrando energia al motor F;. Para ello se enlaza una
unidad de biotina al motor F; a través de un residuo de cisteina
introducido mediante mutagénesis dirigida. El conjugado
resultante se conectd a un decamero de histidina en el extremo

N-terminal de cada subunidad p. Este motor F3, asi modificado,
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se inmovilizé en una placa de vidrio cuya superficie se habia
recubierto de acido nitrilotriacético (Ni-NTA) con una alta
afinidad hacia oligdbmeros de histidina. A continuacion se unio a
cada subunidad f, utilizando estreptavidina, un fragmento de
actina biotinilada marcado con un compuesto fluorescente.
Utilizando entonces un microscopio de epifluorescencia se
observo que el filamento rota en sentido contrario al de las
agujas del reloj cuando se miraba desde el lado de la membrana.
El par motor, con la gran carga que tenia que mover este motor,
era de 40 pN.nm, que es mucho mayor que los de motores
lineales bioldgicos como miosinas (3-6 pN.nm) y quinesinas (5
pN.nm). Sobre esta base, Montemagno Yy colaboradores
fabricaron un dispositivo formado por una serie de motores F;
fijos a una superficie y modificados para llevar minipostes de
niquel de 1 um, y consiguieron que la rotacion del motor F;
moviera minihélices motoras unidos a la subunidad y. La
rotacion de las nanohélices de transmision se inicia con la
adicion de ATP 2 mM. Notese que si el dominio F; tiene una

longitud de unos 25 nm, al hacer girar el poste de niquel de 1
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um, es como si una persona de 1,80 metros hiciera girar un
poste de 72 metros de largo. Se puede parar o reiniciar en
respuesta a un cambio en la concentracion de iones de zinc que
se enlazan a un sitio diseflado mediante ingenieria genética y
este enlace bloquearia la rotacion.

Se han construido varios nanomotores sobre la base de
los F;, mencionaremos entre ellos el construido por Itoh y
colaboradores, mediante el que una vez fijados los dominios F; a
una superficie, se coloco una particula magnética a la subunidad
vy Yy mediante la rotacién de esta particula inducida por un
electroiman se consiguio sintesis de ATP.

8.6.-Bacteriorrodopsina.
Una proteina que es necesario mencionar en cualquier trabajo
sobre Bionanotecnologia es la bacteriorrodopsina procedente de
bacterias haldfilas tales como Halobacterium halobium. Esta
bacteria que pertenece a las arquebacterias y que estan muy
alejadas evolutivamente de las células de eubacterias y por
supuesto de las células eucariotas, tiene sorprendentemente una

proteina  en su membrana celular, la mencionada
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bacteriorrodopsina, que es tremendamente similar a la rodopsina
que se encuentra en los ojos de los vertebrados. Es este un caso
de sorprendente convergencia evolutiva. Pues bien, estas
bacterias son capaces de vivir en las salinas, conde no pueden
hacerlo, por el altisimo potencial osmotico, otras bacterias ni
casi ningun otro ser vivo. Por esta razén estas bacterias son
faciles de cultivar sin que se contaminen. Ademas la proteina en
cuestion es muy estable y puede guardarse durante meses sin
que pierda actividad. Por tanto esta proteina se puede obtener en
grandes cantidades de forma muy econ6mica. La
bacteriorrodopsina tiene la capacidad de bombear protones
cuando recibe iluminacion solar. El gradiente de protones que se
forma lo utiliza la bacteria para deshacerse de sales de su
interior.

Un experimento realmente original fue el que realizaron
Racker y Stoekenius en 1974. Reconstituyeron en liposomas la

proteina bacteriorrodopsina conjuntamente con ATP sintasa
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bacteriorrodopsina lipidica
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Fig. 5.-Experimento de Racker y Stoekenius, para producir ATP
con la energia luminosa, gracias a la reconstitucion en una
vesicula lipidica de ATP sintasa de mitocondrias de corazon
bovino y de bacteriorrodopsina de Halobacterium halobium.
procedente de mitocondrias de corazon bovino. Colocaron estos
liposomas en un medio acuoso y afiadieron ADP y fosfato
inorganico. Cuando a continuacion iluminaron el sistema,
observaron la sintesis de ATP. Este experimento fue uno de los
que mas definitivamente confirmaron que la propuesta de

Mitchel de que el gradiente de protones es una forma de

almacenar energl’a era correcta.
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Un proyecto que pretende aprovechar esta capacidad de
la bacteriorrodopsina de acoplarse con la ATP sintasa, consiste
en preparar un sistema sol-gel de vesiculas lipidicas
estabilizadas (mediante polimerizacion a partir de triples
enlaces) que contendrian la combinacion de Racker y que
mediante iluminacién produciria ATP fuera de las células que
podria se r recogido para su uso industrial.

9. Motores flagelares bacterianos.

Muchas especies de bacterias tales como Escherichia
coli nadan usando motores rotatorios unidos a filamentos
helicoidales Ilamados flagelos. Este sofisticado motor se
encuentra en la envoltura celular y es impulsado por un flujo de
iones a través de la membrana citoplasmatica. Por tanto, los
motores flagelares son diferentes de los lineales que obtienen la
necesaria energia de la hidrolisis del ATP y son de la misma
familia que los del tipo ATP sintasa. Un motor flagelar puede
rotar sus filamentos tanto en el sentido de las agujas del reloj
como en el contrario.

El motor flagelar de las bacterias es uno de los objetos

mas complejos que se pueden encontrar en las bacterias y
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contiene mas de 40 proteinas diferentes. Tiene un didmetro de
40 nm y un filamento de 10 a 13 um de largo, y esta formado
por numerosas subunidades proteicas. Entre ellas encontramos
las que forman el filamento, el codo, la juntura, el anillo, el eje,
la parte estatica y la parte rotatoria. El filamento y el codo
trabajan conjuntamente como una hélice para mover las células.
El motor estd compuesto de una parte rotatoria y una parte
estatica, y el flagelo esta conectado al rotor a través de un eje
empotrado en unos anillos. La parte esencial de la maquinaria se
denomina el cuerpo basal que comprende tres anillos, mas las
partes rotatoria y estatica y el filamento. La parte de la maquina
que genera el par motor comprende 5 proteinas, MotA, MotB,
FIiG, FliM, y FliN. Las tltimas 3 proteinas se incluyen en lo que
se llama los complejos interruptores. El anillo C se compone de
34-35 moléculas proteicas de FIiM y FIliN, y encima se
encuentra un conjugado de los anillos M y S Ilamados el anillo
MS que esta formado por 26 moléculas de FliF. El anillo MS
estd unido al anillo C mediante otro anillo formado por

subunidades FIliG localizado en la superficie citoplasmatica. El
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rotor FIiG transfiere su par motor al anillo MS y mediante este
al filamento. El dominio estatico se compone de MotA y MotB
y estdn empotrado en la membrana celular. Ocho subunidades
de tipos MotA y MotB estan ensambladas para rodear el rotor y
formar el dominio estatico. Este conjugado hace de canal para
protones. Se genera un par motor por la protonacion de un
residuo de aspartato en Mot. A consecuencia de esta
desprotonacion cambia la conformacion de MotA y se rompe la
interaccion con residuos con carga positiva en la parte rotatoria
(FIiG) y se genera el par motor que ocasiona la rotacion. El
filamento estd compuesto por 11 protofilamentos de FliC. Los
protofilamentos pueden ser de tipo L o de tipo R, dependiendo
de la direccion en la que serpenteen: si todos son R, lo hara
hacia la derecha y si todos son L hacia la izquierda. Si hay

mezcla de Ry L, podré adoptar varias formas helicoidales.
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Flagelo de bacterias Gram-

Exteri Filamento —___ , |
Xterior >/
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Membrana GanchO-___l?/' /L
externa —, S L ____—Anillo L
Peptidoglicano — == ] Anillo P

H+ | « Bastén .
'-'U_____ Estator: MotA; Mot B
Membrana — " T [ "0 ) —

plasmatica :‘\\Rotor: FIG

Interior

H* Anillo C:

Subunidades FIiN y FIIM

Fig. 6.-Esquema estructural de un flagelo bacteriano

Este motor genera pares motores de 10° pN.nm (250 kgT) y
puede rotar a velocidades de 100 Hz lo que equivale a la
vertiginosa velocidad de 6000 rpm.

Un objetivo de la Biomecanica puede ser el utilizar estos
motores para propulsar nanovehiculos, buscando una especie de
submarino Proteus de Viaje Fantastico, aunque ello es dificil
por que habria que resolver numerosos problemas tales como
suministrarle energia de forma continuada. Se ha demostrado,
no obstante, que algunas bacterias pueden adherirse a objetos

mucho mayores que ellas, tales como bolitas de

o1



poli(dimetilsiloxano) de hasta 10 um y propulsarlas. Seria
posible hacerles transportar cargas de un lado a otro. En esta
linea, cientificos japoneses han puesto a trabajar a bacterias
Mycoplasma mobile para mover un diminuto motor rotatorio, en
forma de rueda dentada, fabricado con material semiconductor.
Las bacterias se deslizan por un canal recto que desemboca en
otro circular sobre el que gira un rotor de 20 micrometros de
diametro, al que hacen girar a unas dos revoluciones por minuto.
Los investigadores, del Instituto Nacional de Ciencia y
Tecnologia Industriales Avanzadas dirigidos por Taro Uyeda,
utilizaron una especie de bacteria aislada de las agallas de peces,
que no afectan a los humanos. La bacteria tiene forma de pera y
mide un micrometro de longitud. Se desliza sobre superficies
duras, gracias a un mecanismo todavia desconocido, pero que
parece basarse en sus proteinas externas, que se enlazarian y
desenlazarian con otras proteinas presentes en la superficie. Los
motores biolégicos moleculares tienen ventajas Unicas sobre los
artificiales, sin embargo, para las aplicaciones y mientras se

entienden mejor los mecanismos de autoensamblaje vy
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autoorganizacion de las proteinas, conviene desarrollar
tecnologias hibridas como este motor, que se alimenta de
glucosa y hereda algunas de las propiedades atribuidas
habitualmente a los sistemas vivos.

10.-Conclusioén.

La Bionanotecnologia es una nueva frontera del
conocimiento en rapida expansion. Algunas de sus aplicaciones
como las de los materiales biocompatibles y los nanoliposomas
ya estan en plena explotacion. Otros como los biomotores lo
estaran mafiana.

El pequefio tamafio y la capacidad de trabajo de muchos
motores proteicos, les da enormes ventajes sobre otros motores
construidos por el hombre. De la explotacion de estos
biomotores cabe esperar importantes resultados para la Medicina
y la industria, con construccién de sensores y aplicaciones en
electrénica e ingenieria en general. La exploracion y puesta en
explotacion de de la tecnologia de los biomotores continuara
siendo en los afios venideros una de las mas apasionantes
fronteras de la ciencia con un cardcter cada vez maés

interdisciplinar.
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