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JWE SON LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS?

F1 funcionamiento exitoso de un sistema bioldgico depende de la sintesis
de sus componentes y su posterior autoensamble para constituirse en unidades
funcionales. Ue éstas, tal vez la membrana bioldgica sea uno de los sisismas
més complejos, siends todavia primitivo el conocimienta de las fuerzas que
gobiernan e interrelacionan su compesicidn, estructura y funcidn,

tina membrana esencial para la vida, la membrana plasmética, rodea a to-
das las células definiendo sus limites y manteniendo las diferencias esencia-
les entre su contenido y el medio ambiente. Pero la membrana plasmitica es
mds gue una barrera pasiva: es también un filtro altamente selectivo que per-
mite la entrada de nutrientes y la salida de productos de desecho. A dife-
rencia de las cBlulas procaridticas, las células eucaridticas presentan nu-
merosas membranas intracelulares, gue forman compartimientos dentro de los
cuales ocurren procesos metabdlicos. E1 propio nidcleoc se encuentra separado
del citoplasma por un sistema de membranas denominado envoltura nuclear.

En las membranas de mitocondrias y cloroplastos se genera e1 ATP necesa-
rio para impulsar las reacciones bissintéticss energéticamente desfavorables,
También existen en el citoplasma de la célula numerosas membranas gue forman
cisternas y redes de canales, cinstituyendo el Sistema de Golgi y el reticulo
endopldsmico., Este Gltimo con sus ribosomas, sintetiza nuevas proteinas in-
tegrales de membrana y proteinas para ser exportadas y contiene, ademas, di-
ferentes enzimas‘biusintéticas. entre ellas las responsables de la sintesis
de la mayoria de los lipidos celulares.

Todas las membranas bioldégicas poseen una propiedad comin: estan forma-
das mayoritariamente por lipidos y proteinas gue se mantienen unidos por in-

teracciones no covalentes, Los carbohidratos se encuentran en peguena canti-



dad, principalmente como oligosacaridos unidos covalentemente a las protei-
nas de membrana (glicoproteinas) y en menor proporcidén a los 1lipidos (glico-
1ipidos). La pared celular de bacterias y plantas contiene gran cantidad

de polisacéridos, formando complejos con las proteinas, pero este sistema

no se incluye dentro de las denominadas membranas bioldgicas por poseer una
composicidén y estructura gue le confieren caracteristicas funcionales pro-
nias y distintivas,

En este capitulo comenzaremos por analizar, a la luz de los conocimien-
tos actuales, las propiedades de los lipidos y proteinas de membranas, su
interaccidn y su relacidn con la cinética enzimdtica para, finalmente, pre-
sentar una visidn integradora de la estructura dinfmica de las membranas

bioldgicas y en especial de la membrana del reticulo endoplésmica.



CAPITULO I,

LOS LIPICOS DE LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS.

Los fosfolipidos son los constituyentes cuantitativamente més impor—
tantes de las membranas bioldgicas. Son sustancias anfifilicas que contie-
nen una cabeza polar fuertemente hidrofilica y, generalmente, dos largas
cadenas hidrocarbonadas (1). Dependiendo de la naturaleza de la cabeza po-
lar, los fosfolipidos pueden clasificarse en dos grandes grupos: glicerofos—
folipidos, los mas abundantes, y esfingofosfolipidos. Otros lipidos anfifi-
licos, gue se encuentran frecuentemente en cdlulas cerebrales, son los gli-
colipidos, en los gue la cabeza polar esté unida por un enlace glicosidico
en lugar de un Ester fosférico, como en los fosfolipidos (2).

Muchas membranas, tales como la membrana plasmitica, la de eritrocito
y la de mielina, contienen también elevados niveles de colesterol,alcanzéndo-

se en esta Gltima una relacién molar colesterol:fosfolipido igual a 1,3.0tras



membranas, coms las del reticulo endoplésmico, la membrana nuclear y espe-
cialmente las mitocondriales, contienen cantidades menores de colesterol,
hasta 0,2 moles/mol de fosfolipido (3). S5i bien casi toda la molécula del
esterol es hidrofébica, la polaridad del 3/@-OH le confiere al colesterol
cierto carfcter anfifilico. Esto hace gue el colesterol pueda incorporarse
con relativa facilidad a las membranas y alcanzar relaciones molares coles—
terol:fosfolipido 1:1, o ain mayores {4,5).

En esas asociaciones el/f~0H interacciona con las cabezas polares de los
fosfolipidos; el anillo esteroidesc y la cadena lateral se introducen en la
regidén de las cadenas hidrocarbonadas (6,7). En cambio, en los &steres de
colesteral, componentes minoritarios de las membranas bioldgicas, el/?»OH
forma un enlace éster con un &cido graso. Este hecho, junto con el tamafio
considerable de estos derivados del colesterol, dificulta la incorporacidn de
los mismos en las estructuras lipidicas habituales (8).

Ademés de los componentes ya mencionados, algunas membranas contienen
muy pequefias cantidades de lipidos con una sola cadena hidrocarbonada por
grupa polar, como los lisofosfdtidos, y también &cidos grasos libres y tri-
glicéridos. Los dos primeros podrian aparecer por hidrdlisis de los fasfo-
1lipidas debido a manejos experimentales indebidos, y los Gltimos aparecen

debido a su presencia en el medio con el cual la membrana est& en contacto

(2).

POLIMORFISMO LIPIDICO

Los cristales liguidos comparten algunas propiedades con los liquidos

y atras con los sdlidos.

Las sustancias que presentan una estructura liguido-cristalina mantienen



la caracterfstica cristalina de periodicidad en una, dos o tres dimensiones,
pero las moléculas no estan rigidamente ubicadas en una red: exhiben un mo-
vimiento difusional, similar a los liguidos, aungue dichios movimientos son
anisotrdpicos (9). Oe acuerdo a la composicidn gquimica, los cristales 1i-
guidos pueden clasificarse en dos grupos (10): termotrdpicos y liotrdpicos,
Los cristales termotrdpicos esté&n formados por un companente que, al ser ca-
lentado por encima de una temperatura bien definida, forma una fase liquido-
cristalina. Llos cristales liotrdpicos consisten en dos o mis componentes.
Ambos tipos de cristales pueden asumir diversas fases estructuralmente dis-
tintas llamadas mesofases. Los cristales liguidos termotrdpicos pueden di-
vidirse en tres tipos de mesofases: esméctica, nemdtica y colestérica, tal
como puede verse en la Figura 1. Los cristales liquidos esmécticos (Figura la)
consisten en una serie de capas de moléculas alargadas, en las que los ejes
longitudinales de dichas moléculas se alinean en forma mds o menos paralela
entre si y perpendicular al plano de la capa. Las moléculas pueden rotar a
lo largo de sus ejes longitudinalss y difundir libremente en el plano (difu~
sidn lateral) de la capa, pero la rotacidn perpendicular al eje mayor est&
severamente restringida. En los cristales liguidos neméticos (Figura lb) los
ejes longitudinales también son paralelos entre si, pero las moléculas no se
encuentran separadas en capas. Los cristales liquidos colestéricos (Figura 1c)
se pueden construir esguemdticamente por superposicidn de capas de cristales
nematicos, con una torsidn uniforme, como se muestra en la Figura 1 c. Esta

estructura helicoidal origina una intensa actividad Sptica.



FIGURA 1. Cristales liguidos termotrdpicos: a) cristal esméctico,
b) cristal nemdtico, c) cristal colestérica.



Los cristales liotrdpicos presentan un polimorfismg mayor a’n gue el de los

cristales termotrépicos..

Los cristales liotrdpicos se forman al tratar ciertas moléculas anfifi-
licas con cantidades controladas de agua u otros solventes, pudiendo presen-
tar diversas estructuras de acuerde al tipo de sustancia anfifilica y a laJ
cantidad de solvente agregado. Dos estructuras liotrdpicas importantes son
las mesofases lamelar y hexagonal. En la mesofase -lamelar (Figura 2 a) las
moléculas anfifilicas se ordenan en capas daobles separadas entre si por ca=-
pas de agua. Los grupos polares estdn en cantacto con el agua, mientras gue
las cadenas hidrocarbonadas no polares constituyen el nlcleo hidrofdbico de
la bicapa. Por analogia con los cristales liguidos termotrépicos, la mesofa-
se lamelar también se llama cristal 1licuido liotrdpico esméctico.

La fase hexagonal consiste en particulas cilindricas y alargadas con un
nicleo hidrof8bico y los grupos polares en la superficie externa en contacto
con el entorno acuoso (Figura 2 b). Se denomina fase hexagonal porgue en
esta disposicidn cada cilindro se halla rodeado por otros seis cilindros.

En algunas membranas binldgicas se encuentran fases hexagonales invertidas,
tal como se observa en la Figura 2 c. A esta estructura se la llama hexago-
nal II y consiste bdsicamente en una matriz atravesada por canales acuosos de
aproximadamente 20 A de didmetro, empaguetados hexagonalmente (11).

Las micelas pueden considerarse como precursoras primitivas de los cris-
tales 1iguidos. Algunas moléculas anfifilicas, tales como los dcidos grasos
o los jabones pﬁedan disolverse en agua, tal como lo hacen las sales. Pero
si la concentracidn de esas sustancias aumenta por encima de la denominada
concentracién micelar critica, las porciones lipofilicas de la molécula se
asociardn para minimizar el contacto con el agua (l). Las micelas son siste-

mas rapidamente fluctuantes y el tiempo de vida de una micela individual es
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FIGURA 2, Cristales liguidos liotrdpicos: a) bicapa, b) hexagonal I,
c) hexagonal II (invertida).
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bastante corto, desconociéndose aln si poseen una geometria bien definida (12).

Los lipidos pueden adoptar diversas estructuras, segdn las condiciones de

_hidratacidn,

Las mesofases lipido-agua representan una subclase dentro de los crista-
les liguidos liotrdpicos, y su gran diversidad depende de factores intrinse-
cos, como la naturaleza de la cabeza polar, la longitud y el grado de insatu-
racidn de las cadenas hidrocarbonadas, o de factores extrinsecos, como el con-
tenido de agua, temperatura, PH, cationes divalentes o la presencia de otros
1ipidos o proteinas (13, 14).

La Tabla I resume las fases gue adoptan diversos lipidos hidratados bajo
condiciones gue se aproximan a la temperatura y PH fisioldgicos, asi como tam-
bién las condiciones bajo las cuales esos mismos lipidos adoptan otras fases.

Los estudios realizados por difraccidm de rayos X (15) y 3o aun (18).
han establecido que los lipidos en las membranas bioldgicas estén organizados
preferentemente en forma de bicapas.

La Tabla I muestra gue, si bien la estructura lamelar es también la méas
frecuente entre los diversos fosfolipidos al ser hidratados en condiciones
similares a las fisioldgicas, la mayoria de ellos adopta estructuras no-lame-
lares en otras condiciones de hidratacidn.

La formacidn de bicapas es un proceso energéticamente dirigido por las
interacciones entre las cadenas hidrocarbonadas y los grupos polares (1, 17).

Un requisito esencial para la formacifn de bicapas es la presencia, en
la misma malécuia , de dos cadenas hidrocarbonadas de suficiente longitud (9],
ya gue los fosfolipnidos de cadena corta y los lisoderivados, al igual que los
detergentes, forman micelas. E1 aumento de la insaturacidn y la temperatura

disminuyen la preferencia de los fosfolipidos por la fase lamelar, favorecien-



TABLA
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II

+

PREFERENCTIAS POLTMORFICAS DE LIPIDOS INSATURADOS EN EL ESTADD LIQUIDO CRISTALING-

Lipido F a s e
Condiciones Otras condiciones
Fisiolagicas )
Fosfatidilcolina L HII baja hidratacion y alta temperatura,
Esfingomielina L
Fosfatidiletanolamina HII t,,P>8,5, baja temperatura.
Fosfatidilserina L HII’ PHL3,5.
Fosfatidilglicerol L HII,alta temperatura, alta concentr.salina.
Fosfatidilnositol L
Cardiolipina L HII’ cationes divalentes PHL 3, alta con-
centracidn salina.
Acido fosfatidico L HII' cationes divalentes PHZ 3,5, alta
concentracidon salina.
Ganglidsido M

Lisofosfatidilcolina

Colesterol

Acidos grasos
insaturados

M

#* Datos extraidos de la Referencia 9.

Simbolos:

L: lamelar

H

I1°

Induce la formacidn de H en mezclas

i 1I
lipidicas.

Induce la formacidn de HII'

: hexagonal M: micelar



do la transicidn a la fase hexagonal I1I1.(S, 18). En efects, la introduccién
de dobles enlaces'cis asi como el incremento de confdrmeros "gauche", por
efects de la temperatura, aumenta la seccidn transversal efectiva de las ce-
denas hidrocarbonacdas, obligands a la molécula a adoptar una estructura coini-
ca que se adapta mejor a la fase hexagonal. El aumento de tamano y del gra-
do de ionizacidn de la cabeza polar ejercen un efecto contrario promoviendo,
por lo tanto, la formacidén de bicapas. Por debajo de la Tt’ todos los fosfo-
1ipidos adoptan esta estructura {13). la mayoria de las fosfolipidos, al ser
dispersados en exceso de agua, forman esponténeamente bicapas cerradas de geo-
metria esférica llamadas vesiculas (19, 20). Al dispersar mecdnicamente un
1lipido anhidro en agua, se obtienen vesiculas multilamelares, que consisten
en bicapas concéntricas, separadas por canales acunsos (21). Por sonicacidn
de estas vesiculas (22) se obtienen estructuras con un diémetro aproximado

de 200 a 400 R y» formadas por una socla bicapa, gue encierra un compartimiento
acuoso. Se denominan vasiculas monolamelares pequefias para distinguirias de
las monolamelares grandes (600 3 de difémetro), gue pueden obtenerse al hi-

dratar lentamente una fina pelicula lipidica.

Las mezclas de lipidos de membrana tienden a adoptar una organizacién lamelar.

lLa fosfatidilcolina puede estabilizar a la fosfatidiletanolamina en una
fase lamelar, dependiendo del grado de insaturacidén de los lipidos, la tempe-
ratura y también la relacidn molar entre ambos fosfolipidas (23, 24). Asi,
una relacidn molar 1:1 es suficiente para estabilizar la fase lamelar (25).
Dado gue la esfingomielina exhibe el mismo efecto (26), se paostula gue la fun-
cidn primordial de la fosfatidilcolina y la esfingomielina en las membranas

bioldgicas es estabilizar la bicapa lipida.



Con respecto a los fosfolipidos acidos, se sabe cue el agregado de 15-
30 moles por ciento de fosfatidilserina (27), o fosfatidilinositol (28), es
suficiente para estabilizar la fase lamelar en mezclas con fosfatidiletanol-
amina de soja. La adici6n de Ca+2 a es£05 sistemas origina la formacidn de
un complejo entre el idn positivo y el fosfolisido cargado negativamente,
dejando a la fosfatidiletanolamina libre para adoptar la configuracidn hexa-
gonal II, Algunas veces, al mezclar en la proporcién adecuada un lipido que
prefiere la estructura lamelar, conotro que prefiere la hexagonal 11, se en-
cuentran peguefias particulas lipidicas visibles mediante la técnica de frac-
tura por congelamienta (29). Estas particulas serian micelas invertidas,
gue representarian una estructura intermedia entre el ordenamients hexagonal
y el lamelar {25, 30).

En contraste con el rol generalmente aceptado del colesterol como esta-
bilizador de membranas (3), se encontrdé que el colesterol desestabiliza la
estructura de bicapa y promueve la fase hexagonal en mezclas de fosfatidil-
colina y fosfatidiletanolamina {25). Por esta razdn, las membranas que con-
tienen grandes cantidades de fosfatidiletanolamina invariablemente poseen
noco colesterol (31). Los efectos desestabilizantes del colesterol se han
observado también en mezclas binarias de fosfatidiletanolamina y fosfatidil-
serina y en mezclas ternarias de fostatidileolina, fosfatidiletanclamina y

fosfatidilserina (32).

El conocimiento acabado del polimorfismo permitiria una predicecidn cuantita—

tiva de la estructura del lipido a partir de su férmula quimica.

En la dltima década se han hecho grandes esfuerzos para comprender las

bases fisicas del polimorfismo, pero cada una de las distintas aproximacio-

nes puede explicar sdlo un nimers limitado de estructuras. Cullis y De Kruiff

13


cantidades.de

(13), consideran gue la "forma dindmica” de los lipidos determina la fase
adoptada. Asi, la fosfatidilcolina y la fosfatidilserina a PH neutro pre—
sentan una geometria cilindrica gque favorece el empagustamiento lamelar,
En cambio, la fosfatidiletanolamina o la fosfatidilserina a PH 3 poseen una
geometria cdnica, en la que el drea efectiva de la cabeza polar es menor que
la de las colas hidrocarbonadas, Esos lipidos se empaguetarian mejor forman-
do estructuras invertidas, como la fase hexagonal II o la micelar invertida
(33).

Israelachvili y col. (17, 34) , extienden estas ideas en base
a una teoria de autoensamble gue interrelacicna la termodindmica, la energia
libre de interaccidn y la geometria molecular. Esta teoria conduce a expre-
siones analiticas simples para ciertas propiedades de la bicapa y de vesicu-
las, en funcidn de parémetros medibles, y también muestra cdmo estas propie-
dades calculadas se correlacionan con mediciones experimentales. Sin embar—
go, no explica los fendmenos en los que se sustentan las distintas transicio-
nes de fase mesomdrficas.

Recientemente, Kirk y col. (35), desarrollaron una teoria sin-
tética que pretende explicar las transiciones de fase lamelar-hexagonal. Se
consideran cuatro contribuciones a la energia libre: fuerzas eldsticas, em-
paguetamiento molecular, hidratacifn y efectos electrostéticos, en base a
las cuales se puede predecir la fase con menor energia libre.

Ademés, Borovjagin y col. (35) y Siegel (37), han efectuado
aportes tendientes a aclarar el mecanismo y la dinémica de las transiciones
de fase polimdrficas, sin que haya aparecido hasta ehara una dnica teoria
que dé cuenta de todas los aspectos inwvolucrados en las propiedades mesomdr—

ficas de los lipidos.

14



;Por qué existe tal diversidad de lipidos en las membranas bioldgicas,si la

fosfatidilcolina por si sola podria mantener la bicapa?

Algunos autores saostienen que la gran variedad lipidica puede proveer
a la membrana de dominios con distintas caracteristicas de fluidez, capaces
de modular la actividad de enzimas integrales (38). OCullis y col.

(13, 39), asi como otros autores (40), ponen en duda estas razones. Sugieren
gue no existe evidencia suficiente para sostener gque estimulos capaces de va-
riar la sstructura mesomérfica de los lipidos, tales como el PH, fuerza idni-
ca o la presencia de cationes, originen la aparicidn de dominios locales de
fluidez diferencial. Por oira parte, ademds de mantener una barrera de per—
meabilidad, las membranas llevan a cabo otras funciones celulares como fusidn
exocitosis y adn movimientos transversales de lipidos ("flip-flop"), que se-—
rian impensables en una estructura lamelar inviclable,

Actualmente, existen numerosas evidencias experimentales (39) indicando
la necesidad de estructuras no-lamelares en el proceso de fusitn, Indepen-
dientemente de los eventos que puedan iniciar este mecanismo, en alguna etapa
del mismo tendria que producirse una alteracidn local de la bicapa a nivel de
la interfase dé fusi6n., Por otra parte, la formacidn de micelas invertidas
en ]l senn de la membrana constituiria un reguerimiento estructural indispen~
sable para el movimiento transbicapa de los lipidos.

No obstante, la cantidad de funciones gue pudieran sustentarse en una
organizacidin no lamelar de las membranas no es muy grande: la variedad de
especies lipidicés excede ampliamente el nimero de eventos potencialmente
basados en dicha estructura lipidica. Asi, 21 rol del polimorfismo dentro

de la organizacifn de las membranas es un problema afin no resuelto.

15
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STRUCTURA Y DINAWICA DE LOS LIPIDOS,

Los métodos fisicos contribuyen a dilucidar los mecanismos moleculares gue

rigen los sistemas bioldgicos.,

Para comprender el funcionamiento de las membranas bioldgicas es necesa-
rio ahondar el conocimiento de las propiedades fisicoquimicas y, en especial de
la dindmica de los fosfolipidos. Los Gltimos avances en estos aspectos se
sustentan en la aplicacidén de métodos tales como: difraccidn de rayos X y
nocutrones (44,45), calorimetria diferencial de barrido (46), y una diversidad
de métodos espectroscédpicos. Oentro oe estos Gltimos, podemos mencionar la
espectroscopia Raman {47), la resonancia magnética nuclear (43}, la resonan-
cia electrénica paramagnética (10, 49) y técnicas de fluorescencia y polari-
zacidn de fluorescencia (50, 51).

Al describir el comportamiento fFisicoquimico de los lipidos, el primer
punto de interés es la estructura, es decir, la orientacidn promedio de las
cadenas hidrocarbonadas y de los grupos polares y las amplitudes de fluctua-
cifn de estos segmentos. E1 segundo punto de interés se relacions con las
propiedades dindmicas, gue comprenden los movimientos de cada uno de los seg-
mentos de la molécula de fosfolipido, la velocidad ds rotacidon axial de la
cadena y su velocidad de difusidn dentreo de la bicapa lipidica. Dado gue to-
Jas estas carscteristicas dependen del estado fisico del sistema, analizare-
mos la transicidn termotrdpica gel-liguido cristalino antes de ilustrar sobre

la naturaleza dinémica de la organizacidn lipidica.

Las bicapas experimentan cambios abruptos en su organizacidén a una temperatu-

ra caracteristica.

Las membranas artificiales, asi como la gran mayoria de las membranas



biocldgicas, sufren una transicidn de fase, desue un estado ordenado, denomi-
nado gel, a un estado desordenado, gl liquido cristalino, al ser calentadas
por encima de una temperatura caracteristica: 1la temperatura de transicidn
(Tt) (52}, Esta transicién de fase va acompaiiada de cambios en el empague-
tamiento de las cadenas de acidos grasos y de los grupos polares (53 —56).
Por rayos X se sabe cue en el estado ordenado las cadenas hicrocarbonadas

de DPFC estén separadas por una distancia de 4,2 A , Oue corresponde a cade-
nas totalmente extendidas y estrechamente empaguetadas, en una conformacidn
todo-"trans", o antiperiplanar. For encima de la Tt el espaciamiento es de
4,6 A » ¥ las cadenas presentan una movilidad considerable debido a la con—
formacidn parcialmente "gauche", o sinclinal (57). La transicidén de fase
gel-liquido cristalino también provoca un aumento en el Area por molécula
(58), una disminucidn en la densidad (1,4%), y un aumento de 3,5% en el vo-
limen de la bicapa de DPFf (52). Por encima de la Tt aumenta la permeabili-
dad del sistema, la hidratacidn de los grupos polares y la capacidad de in-

corporar compuestos exdgenos, tales como iones o drogas liposolubles (59).

Algunas teorias describen detalladamente los mecanismos del cambic de estado.

La transicidn de fase gel-liguido cristalino es un procesc endotérmico
caracterizado por la temperatura del punto medio de la transiciodn, Tt’ y la
entalpia de la transicidn (AH). La gran mayoria de la evidencia experimental
sugliere que se trata de un cambio de fase de primer orden: Jla variacidn de
energia libre del proceso es cero y al menos una de las propiedades termodi-
ndmicas del sistema sufre una modificacidén abruota (52, &0).

Varios autores (42, 52), han explicado la naturaleza de las transiciones
de fase gel-liguido cristalino a través de la formacidn de dominios altamente

fluctuantes. DOe acuerdo al tercer principio de la termodindmica, por encima
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proceso.es

del cero absoluto todos los sdlidos presentan "defectos" como, por ejemplo,
sitios vacantes en su red cristalina. La agregacidn de estos sitios y la
posterior entrada de las moléculas circundantes, originaria peguefios domi-
nios ligquido cristalinos en el seno de la fase gel. A medida gue la tempe-
ratura aumenta, estos nicless crecen hasta ocupar finalmente la totalidad
de la superficie de la bicapa, cuanda se alcanza la Tt' Asi, en la zona de
temperatura en la gue ocurre la transicidn coexisten ambas fases. Mediante
técnicas de microscopia electrdnica se ha demostrado la existencia de domi-~
nios de tamafio finito en membranas naturales y artificiales (42, 61). Dado
que la transicidn gel-liquido cristalingc ocurre generalmente en un rango de
temperatura (OT) bastante estrecho, se ha postulado gue 1los eventos molecu—
lares gue la originan tienen cardcter cooperativo, es decir que al pasar
unas pocas moléculas de lipidos del estado ordenado al estado fluido, la
energia necesaria para cue las moléculas circundantes sufran la transicidn
se va haciendo cada vez menor {62),

Las transiciones de fases en sistemas lipidicos también se caracterizan
par el fendmeno de histéresis: el pasaje del estado ordenado al desordenado

ocurre a una temperatura algo mayor gue la transformacidn inversa, del esta—
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gn desordenado al crdenadn. La histéresis es mds notable en lipidos cargados

y en mezclas lipidicas {61). Al estudiar el comportamiento termotrdpico de ve-

siculas de fosfatidilcolina (63), se vid que, en general, el comportamiento

de fase del sistema se podia expresar por el siguiente esguema:
L2 PrLg

Calorimétricamente se observaba la transicidn principal (HggziLq) y la pre-

transicidn (Hg;:i 83) unos 10° © por debaje de la anterior. Posteriormente,
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Stimpel y col. (64) encontraron que, denendisndo de las rcondiciones de cone
servacion,  las fosfatidilcolinas sustituidas simétricamente en posicidn 1 vy
2 presentan una tercera transicidn de fase llamada subtransicidn,

La literatura muestra modelos tedricos (60, 65) capaces de predecir
algunas de las propiedades de las transiciones de fase gel-licuido cristali-
no. Asi, Marcelja (65) considera que la energia de una cadena hidrocarbonada

con una dada conformacidn viene dada por la siguiente expresidn: *

E = E + B + JA

int vdw

£l primer término Eint’ representa la energia interna de la cadena y de-
pende del nimero de isdmeros "gauche" y “trans”; el segundo término describe
las interacciones de Van der Waals, que dependen del orden en la bicapa, y el
tercer térming tiene en cuenta una variedad de interacciones como repulsiones
estiricas, fuerzas electraostdticas y efectos hidrofébicos. La magnitud de

las interacciones entre moléculas lipidicas vecinas determiraria cdmo cambia

el ordenamiento de la bicapa con la temperatura.

Factores muy diversos modifican la temperatura de transicidn de los fosfoli-

pidons hidratados,

Los fosfolipidos anhidros son sdlideos de muy alto punto de fusidn, debidn
a la presencia de fuerzas electrostdticas asociadas con las cabezas polares.
Debe notarse gque la temperatura de fusidn es independiente de la longitud y
del grado de insaturacitn de las cadenas hidrocarbonadas (20). Al agregar
agua al sistema, se produce una disminucidn muy marcada de dicha temperatura,
hasta alcanzar un valor 1limite (66),

La transicidn de fase gel-liguide cristalino no es un proceso directa-

mente comparable con la fusidn de hidrocarburos. la temperatura de fusidn de
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estos Ultimos es menor que la Tt de los fosfolipidos. Ademds, los valores

de AH y AS para la transicidn de fase de fosfolipidos son menores gue los
correspondientes a la fusidn de hidrocarburscs de la misma longitud de cadena,
lo gque indica que las cadenas hidrocarbonadas en la bicapa “fundida" no estén
tan desordenadas como en un hidrocarburo liguido puro (67).

La Tt es una funcidn de la longitud de la cadena: en fosfolipidos que
poseen la misma cadena en ambas posiciones, la Tt aumenta entre 14°y 17¢C por
cada dos metilenos de incremento en la longitud (G8). Otros factores que de-
ben considerarse son la presencia de dobles enlaces y ramificaciones en la
cadena hidrocarbonada: ambos nrovocan una disminucidn de AH y de 1a Tt' Estos
parametros alcanzan un minimo cuando el doble enlace "cis" se encuentra en la
posicidn 9 (69)., Si la entalpia de la transicifn es proporcional a la minima
energia potencial de interaccidn EO, entre las cadenas en la fase gel, como
proponen Shapiro y Ohki (70), es posible demostrar (G9) gue se obtiene el va-
lor més bajo para Eocuando el doble enlace estd en la posicidn 9.

La introduccidn de un doble enlace "cis" impide que se adopte la confor-
macidn "trans", por lo menos en una posicidn de la cadena. AGn si fuera se-
guido por una conformacién “"gauche”, el retorcimients ("kink"), que se genera,
impide el estrecho empaguetamiento propio de la conformacién todo "trans®.

Por esta misma razdn, las cadenas "truns'—insaturadas presentan una Tt
més alta gque las "cis"-insaturadas.

Estudios recientes (71) muestran gue, si bien la introduccibén del primer
doble enlace "cis" en la DEFC, baja la Tt casi 50° T y el sequndo doklc
enlace Io baja 22°  mas; la incorporacidn del tercer y cuarto doble en-

lace no produce una disminucidn adicional de la Tt. Estos datos sugeririan
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la falta de relacidén lineal entre las propiedades fisicas y el grado de in-
saturacion.

La naturaleza del grupo polar claramente afecta la Tt' La DMFE disper—
sada en agua, presenta una transicidn de fase a 48° £, 25° ( por encima de la
OMF.  Esto tiene su origen en el empaguetamiento més efectivo de la fosfa-
tidiletanolamina, debido al menor tamafio de la cabeza polar y a la formacidn
de pares iOnicos entre los grupos fosfato v amino de moléculas advacentes
(72). Ademds de la temperatura de transicién gel-liguido cristalino, las
fosfatidiletanolaminas insaturadas exhiben una transicidén reversible de 1la
fase lamelar a la hexagonal, ubicada dentro de los 10° O por encima de la
transicidn principal (24).

la T, de bicapas de fosfollipidas, en especial los cargados negativamente,
cs influenciada por factores tales como el PH, la fuerza idnica y la presen-
cia de cationes bivalentes (42, 68, 73). La Tt de la fosfatidilcolina se
mantiene constante entre PH 3 y 12, y aumenta a PH menor que 3 por neutrali-
zacibn del grupo fosfato., E1 efecto contrario ocurre en la fosfatidiletanol-
amina: la Tt nermanece constante hasta PH 9 y disminuye por encima del mis—
mo, debido a la reutralizacidn del grupo amino. La adicidn de Ca+2 y Mg+
puede producir un aumento en la Tt de los fosfolipidos cargados negativamente
(73). E1 Ca+2 se une directamente al grupo Tosfato, neutralizando una parte
de su carga negativa y restringiendo la movilidad del grupo polar. EI Mg+2
también se une al grupo fosfato, pero no tan fuertemente coma el ﬂa+2 y sin
éfectar demasiado la movilidad del grupo polar. Los efectos de los cationes
monovalentes son mucho menores.

Otras sustancias exdgenas, camo anestésicos o drogas (74, 75) también
~y el grado de empaguetamiento de la bicapa.

t
Del andlisis de los diversos factores oue afectan el cambio de estado,

pueden alterar la T

puede cancluirse que aquéllos gue debilitan las interacciones lipido-1ipido

en la fase gel, provocan una disminucidn de la Tt gel-liquido cristalino,
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Las cadenas hidrocarbonadas 1 y 2 de los fosfolipidos no son conformacio-

nalmente equivalentes.

Si bien desde el punto de vista gquimico, las dos cadenas de dcidos
grasos de la DPFC son completamente equivalentes, el correspondiente es—
pectro de 2H RMN(?G) se puede explicar s6lo mediante un models conforma-
cional en el que los primeros segmentos de las dos cadenas tengan distinta
arientacidn promedio respecto a la superficie de la bicapa. En particular,
la cadena 1 se extiende perpendicular a dicha superficie en todos los seg—
mentos, mientras que la cadena 2 presenta el primer segmento CH2 paralelo
al plang de la membrana, para luego doblarse en direccidn perpendicular al
mismo.

De esta forma, la cadena 1 penetra mis profundamente en la regidn hidro-
féhica que la cadena 2, y esto podria originar problemas de empaguetamiento.
En los lipidos encontrados naturalmente en las membranas bicldgicas, la ca-
dena 2 es generalmente mas larga que la cadena 1 (77) compensédndose asi los
defectos en la interaccidn con las moléculas vecinas.

Lel andlisis de diversas organizaciones lipidicas (78-80) se deduce que
las diferencias entre las cadenas 1 y 2 de los fosfolipidos, constituyen un
fendmeno conformacional géneralizado, presente tantoc en membranas naturales
como artificiales(78) e independiente del estado fisico (79,80)de la bicapa

lipidica.

La flexibilidad de las cadenas en el estado liquido cristalino reside en las

ranidas isomerizaciones "trans" "gauche" de los enlaces G~C.

La Figura = 3 muestra algunas posibles conformaciones de las cadenas
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FIGURA 3. Conformaciones de una cadena hidrocarbonada obtenidas al introe-
ducir confdrmeros "gauche": &) conformacidn todo-"trans", b)
conformacidn obtenida al introducir un conférmero "gauche",

c) conformacidn obtenida por la combinacidn "gauche"t -
"trana-"gauche" o "kink",
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hidrocarbonadas de los fosfolipidos {81). A temperaturas suficientemente
bajas, por debajo de la Tt' los enlaces [-C exhiben una conformacidén todo
"trans" (Figura 3 a), que permite un empaguetamiento muy efectiva. Pera, al
elevarse la temperatura a valores cercsnos, aungue inferiores a la Tt' Yellin
y Levin(82) demostraron que el espectro Saman de algunas fosfatidilcolinas
saturadas, mostraba picos caracteristicos de rotameria "gauche" en el extremo
metilo del &cido graso.

For encima de la Tt se produce un aumento de las isomerizaciones "“trans"
-"gauche", Debido a la alta frecuencia de estos procesos (loloseg~l), las
cadenas de acidos grasos pueden asumir conformaciones muy distintas en pe-
riodos cortos de tiempo(83). La formacidn de un estado “gauche" aislado
(Figura 3 b) es energéticamente desfavorable, pues provoca una recrientacidn
de todos los segmentos impiciendo el empaguetamiento paralelo de las cadenas
hidrocarbonadas. En cambio, la combinacidn de las conformaciones "gauche"+~
"trans" - "gauche"n, a''kink", (Figura 3 ¢), ejerce un efecto compensador,
permitiendo una mejor acomodacidn de' la estructura desnrdenada en el entorno
restringido de la bicapa. Para DMFC, DPFC y DEFC, en el estado liguido-cris-
talino, el nimero de estructuras "gauche" calculadas a partir de los corres-—

pondientes espectros Raman es 7, 8-9 y 13-15, respectivamente (82).

El pardmetro de orden no refleja las velocidades de los movimientos, sino

la orientacidn promedio de Jos segmentos de la cadena.

2 .
Mediante el empleo de la técnica de H BMN y marcando selectivamente
cada segmento de la cadena hidrocarbonada, es posible medir el parémetro de
orden de los segmentos individuales y calcular el pardmetro de orden mole-

cular: § 01 (84)}que gs directamente comparable con el obtenido mediante la
mO |
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téonica de HPE(SS). Las variaciones en el valor de Smol se deben a las iso-
merizaciones "trans'"-~"gauche" de los enlaces [~C y a los movimientos que
originan una inclinacién de la cadena respecto de la normal {48). Pero Smol
s0lo detecta las fluctuaciones angulares promedic respecto a la normal a la
bicapa, ya gque la frecuencia de las isomerizaciones es mayor (1010589—1)
gue la frecuencia de resonancia del deuterio (1O7seg-1) {84).

i las cadenas adoptan una conformacidn todo "trans" y rotan alrededor
del eje mayar, S vale 1. Por el contrario, si el movimiento es estadis-

mol
tico a través de todos los angulos del espacio78mol vale 0., Es posible
construir un perfil de orden de la bicapa lipidica7que muestra las variacio-
nes de Smol con la localizacidn del segmento en la cadena del Acido graso.
Para la DPFC, por encima de la Ty (86}, ¢ i vale aproximadamente 0,5 , la

I
que indica una considerable flexibilidad, y se mantiene constante entre los
carbonos 2 y 9, disminuyendo luego rdpidamente hacia el metilo terminal.

En cambio, empleando la técnica de RAPE y marcando los &cidos grasos
con un grupo doxilo en distintas posiciones de la cadena hidrocarbonada (85),
se encuentra que el pardmetro de orden disminuye continuamente desde posi-
ciones prioximas al carboxilo hasta el metilo terminal. Este mismo efecto
puede apreciarse también en vesiculas preparadas con lipidos naturales(87,88),
surgiendo asi el concepto de "gradiente de flexibilidad" de la bicapa lipi-
dica.

Ya gque las coincidencias generales abtenidas con los distintos métodos
espectroscdpicos sugieren que las perturbaciones introducidas por los marca-
dores de "spin" no saon importantes, las discrepancias aobservadas se han
atribuido a las distintas escalas de tiempos de la AMN y la RPE{10). No

obstante, ambas técnicas evidencian un aumento del desorden o una mayor am-

nlitud de movimientns en los segmentos proximos al metilo terminal, es decir,
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en la regidn central de la bicapa lipidica.

Mc Farland y Mc Connell(BB) han sugerido, a partir de experimentos
con marcadores de "spin" en lecitina de huevo por encima de la Tt’ una
inclinacidn promedio de 25° a 30° para los segmentos proximos al grupo
carboxilo. Contrariamente, las determinarciones de HMN(BQ) excluyen cual~
guier incliracidn colectiva de las cadenas hidrocarbonadas con una vida
media mayor gue IO_Gseg, siendo esta Ultima hipdtesis la mis aceptada
hasta ahora. Por debajo de la Tt, las cadenas estdn totalmente extendidas,
adoptando la conformacidn todo-"trans". Tardieu y col.(QD) por difraccidn
de rayos X, mostraron gue la DPF( al pasar del estado anhidro al hidratado,
varia el angulo de inclinacidn de las cadenas de acidos grasos, de 0° a
300 —~ 40° C. Ademis, Rand y col.(gl) encontraron gue durante la pretransi-
cion, entre 3%5¢ y 42¢ 0, las cadenas estan todavia estrechamente empagueta-
das, pero orientadas perpendicularmente al plana de la bicapa.

Basados en las isomerizacicnes "trans" - "gauche", es pasible calcular
las distancias entre los segmentos de una cadena a partir de los correspon-
dientes pardmetros de orden, para luego evaluar la longitud de cadena pro-
medio del &cido graso en la membrana(85). Para DPFC y OPFS por encima de
la Tt' la teoria predice un espesor de la bicapa entre 33 y 35 R . Este va-
lor es aproximadamente 10 A menor gue el espesor de la bicapa en el estado

s6lido cristalino, determinade por difraccidn neutrénica (92).

Las cabezas polares de la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina

presentan distinto grado de empaguetamiento.

Si bien la comprension de la estructura de la cabeza polar es todavia

limitada, se han realizadoe progresos en el estudio de la fosfatidilcolina y
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la fosfatidiletanolamina mediante técnicas de rayos X, difraccidn neutrdni-
ca y AMN (93). En dispersiones acuosas, por encima y por debajo de la Tt'
los experimentos de RYN (83) indican que los dos fosfolipidos adoptan con-
formaciones similares. M&s aln, esas estructuras se correlacicnan muy bien
con las encontradas en el sélido cristalino (78,94).

Las interacciones electrostidticas intra e intermoleculares dan origen
a una conformacidn en donde el grupo amino sufre una torsidn en la direccidn
del grupo fosfato, mientras que la cabeza polar en conjunto se ubica parale-
lamente al plano de la bicapa (93,55). Las disimiles propiedades fisicogqui-
micas de la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanclamina (72) no pueden explicar-
se sobre la base dediferencias conformacionales, sino a las caracteristicas
de hidratacidn vy a la capacidad para formar puente de hidrdgeno de ambos fos—
folipidos (96). Los grupos fosforiletanolamina forman una red compacta, es—
tabilizada por fuertes interacciones electrostiticas y puentes de hidrdgeno
entre el nitrdégeno del grupo amonio y los oxigenos del fosfato. En cambio,
la fosfatidilcolina exhibe un empacuetamicntc menos efectivo, en el gue las
moléoulas de agua de hidratacidén forman puentes de hidrdgeno con los oxige-

nos del enlace fosfato, disminuyendo las repulsiones entre grupos con la

misma carga,

Las cadenas de &cidos grasos experimentanm movimientos dentro y fuera del

plano de la bicapa.

El ordenamiento de la cadena hidrocarbonada y las velocidades de los
movimientos, son dos pardmetros independientes que caracterizan la estructu-—
ra y la dindmica, respectivamente, ce la organizacidn lipidica. La Figura 4
gs una representacidn esquemitica de los movimientos moleculares en la bica-
pa, a los gue deben agregarse las isomerizaciones "trans"-'"gauche” mostradas

en la Figura 3. Para los confdrmeros "trans"-"gauche" (52), la diferencia
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FIGURA 4, Representacifn esquemidtica de los movimientos moleculares
en bicapas: a) rotacidn, b) movimiento segmental,
c) "flip"~"flop”, d} difusidn lateral.
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de energia libre es aproximadamente 0,5 Kcal/mol, la energia de activacidn
vale 3,6 Kcal/mol y la frecuencia del movimiento es lDleegﬂl.

El tiempo de relajacidn Tl’ medido por 2*H R¥N provee informacidn acer-
ca de los movimientos segmentales (84,97), pero na depende sblo de la velo-
cidad de los mismos, proporcional al tiempo de correlacidn, Jc, sino también
del parametro de orden Smol' la dependencia de Y ¢ con la posicidn del seg-
mento es similar al perfil de orden de la bicapa: los tiempos correlacidn
mds cortos corresponden a la zona del metilo terminal. La movilidad rota-
cional ha sido extensamente estudiada y mediante técnicas de ISC AMN se ha
podido determinar la constante de difusidn rotacional (52). Actualmente,
se emplean para estos fines diversos marcadores fluorescentes (50).

Numerosas evidencias experimeﬁtales sugieren que los lipidos pueden
moverse en el plano de la bicapa y que oste movimiento es muy répido. Por
APE, Devaux y Mc Connell (98) estimaron cue el coeficiente de difusidn la-
teral de la fosfatidilcolina, marcada con un grupo doxilo, vale 1,8 x 10—8
cmz/seg a 25° [, encontréndose valores similares en vesiculas de fosfati-
dileolina de huews {99). E1l coeficiente de difusidén lateral aumenta con la
temperatura, especialmente por encima de la Tt y decrece con la incorpora-
cién de colesterol {100).

En contraste con la rdpida difusidn de los fosfolipidos en sl plano de
la bicapa, £l movimiento de intercambio entre uno y otro lado de la bilcapa
(vflip~-flop") es muy lento en bicapas artificiales. Este procest reguiere
una energia de activacidn muy alta, va que inwolucra el pasaje de los gru-
pos polares a través del interior de la bicapa. En vesiculas de lecitina
de huevo, a 30° C, el tiempo de vida medio del proceso fue estimado en 6,5

horas (101), correspondiendo a una probabilidad de 0,07/hora para el pasa-

je de una dada molécula de un ladsc al otro de la bicapa.
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(ué es la fluidez?

E1 término fluidez permite restringir los alcances de la expresidn,
mds general, "propiedades fisicas". Estas (ltimas incluyen interacciones
idnicas entre las cabezas polares, potenciales de membrana, movimientos
de las protsinas y otros fendmeros asociados. La fluidez se refiere, es-
pecificamente, al estado fisico de las cadenas de &cidos grasos que Forman
13 bicapa lipidica. Se ha desarrolladn una ascciacidn entre la fluidez
usada en este sentido y el usado por Singer y Nicolson (102) indicando mo=~
vilidad lateral y rotacional. Alguncs autores (83) consideran la fluidez
como sindnimo de propiedades din8miecas, es decir, que involucraria las ve-
locidades de los movimientos, pero no el ordenamiento molecular. 5in em-
bargo, la acencidn mds generalirzada del término se refiere a ambos tipos
de propiedades, las gue deben ser determinadas separadamente para conocer
el sistema lipidico sin ambigliedades.

In andlisis cuantitativw de la fluidez {103) describe la bicapa lipi-
dica en dos términos: uno referido a la velscidad de los movimientos de
las cadenas hidrocarbonadas, y el otro relacionado con el rango o alcance
angular de los movimientos. Es posible clasificar los pardmetros extrai-
dos de las diversas técnicas en alguno de estos dos términos, tal como se
muestra en la Tabla II. Las técnicas de fluorescencia y REP emplean marca-
dores diversos, cada uno de los cuales refleja, en una forma gue les es pro-
pia, la dindmica de las cadenas hidrocarbonadas adyacentes.

La anisotropia de fluorescencia estacionaria(rs) del 1,6~difenil -
1,3,5~hexatrieno (DPH}, se empled originalmente para calcular la microvis-
cosidad de la membrana (50). Estudios posteriores evidenciaron que rs con-
tiene contribuciones tanfo de la velocidad como del alcance del movimiento

del marcador (104). Midienda la velocidad de cambio de la anisotropia de
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LLASIFICACION DE L0S DIVERS0S PARAMETROS RELACTIONADOS CON (A FLUTIDEZ

LIPIDICA.

Pardmetros relacionados con:

a. E1 rango del

movimiento
Parémetro de orden (S)

dngulo del cono (B;)

anisotropia de fluo-

- r'd . .
rescencia limite (n,)

b, La velocidad del

movimienta
constante de difusidn
rotacional (R)
constante de difusidn
precesional (0 )

n

constante de difusidn

lateral (DL)

c. £1 rango y la velo-

cidad del movimiento

anisotropia de fluores-

cencia estacionaria (r )
5]

microviscosidad (ﬂ)

tiempo de relajacidn (T)
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fluorescencia con el tiempo, es posible separar ambas contribuciones en
una constante de difusidn precesional (0 ) y una anisotropia de fluores-
w

cencia limite re , tal como lo muestra la Tabla II.

Diversos factores modifican la fluidez de la bicama lipidica.

Mientras jue el angulo entre dos snlaces simples (-0 adyacentes es 1119,
el angulo entre un simple enlace y un doble enlace es 123°, Si la cadena
estd totalmente extendida, la rigidez gue introduce el doble enlace crea
una curvatura gue no puede ser totalmente compensada por combinaciones de
rotdmeros "trans" y "gauche" en otros carbonos (103). Asf, la molécula no
puede empaguetarse tan eficientemente como lo haria una cadena totalmente
saturada, produciéndose un aumento en la seccidn transversal por cadena de
dcido graso (105), una disminucidn del espesor de la bicapa y un consiguien-—
te aumento de la fluidez {57).

Al comparar la DPFC con la POFC por “H AMN (106) y Fluorescencia (107)
se encuentra gue en la Gltima, la introducciGn de un doble enlace “"cis” pro-
voca un aumento tanto de la velocidad como del alcance del movimiento. No
obstante, la regidn del doble enlace en si, es menos flexible gue el resto
de la cadena. E1 perfil de orden medido por 2H AMN (105) exhibe un méximo
en dicha region debido a la configuracidn impuesta por el doble enlace y no
a una restriccidn en el alcance del movimiento.

L.a posicidn del doble enlace tambifén juega un rol importante: el tiempo
de relajacidn T, medido por 130 AMN, gue es sensible a las isomerizaciones
"trans" -~ "gauche", alcanza un maximo cuando el doble enlace "cis" ée encuen-—
tra en la posicidn 9 (69), independientemente de la ubicacidn del carbono

marcado. Lla introduccidn de un segundo doble enlace, también provoca un



aumento adicional de la fluidez (57, 103). En cambio, un incremento ulte-~
rior en el nlmerc de dobles ligaduras no ejerceria un efecto apreciable
(103). Como pusde observarse, el grado dz insaturacidn y la fluidez de 1la
bicapa lipidica, no estén relacionados en una forma sencilla y directa.

Ademds de los acidss grasos, las cabezas polares de los fosfolipidos,
su carga y estructura pueden afectar la fluidez de las membranas. Asi, los
movimientos de la cabeza polar y de las cadenas hidrocarbonadas aumentan
cuando, por efecto del PH, la fosfatidiletanolamina se encuentra cargada ne-
gativamente (108). La atraccifn entre los grupos amino y fosfato disminuye
hasta hacerse repulsiva, se dificulta el empagustamiento lateral y aumenta
la seccidn transversal efectiva de las moléculas permitiendo entonces una
mayor movilidad,'tanto de las cabezas polares como de las cadenas hidrocar—
bonadas. Resultados equivalentes se& encontraron al aumsntar la densidad de
carga superficial en fosfolipidos cargados negativamente (d3, 109). Emplean~
do marcadores de "spin" (110), s2 puds demostrar que, en condiciones fisio-
l6gicas, la fosfatidilcolina es mis fluida gue la fosfatidiletanolamina de-
bido, como se explicd anteriormente (53), al alto grads de empscuetamiento
de este dltimo fasfolipido.

Con el objeto de discriminar la incidencia de las caberas polares y de
los acidos grasos, sobrez la fluidez lipidica, Gilmore y col. (111) midieron
las propiedades dindmicas de fosfolipidos extraldos de diversas membranas
naturales. Las diferencias halla“as se deberian mayoritariamente a la di-
versidad en la composicidn de las cabezas polares y en menor prooorcidn a

las diferentes composiciones de acidos grasos,
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LA INTERACCION FOSFOLIPIDO-FOSFOLIPIODG.

Las mezclas de fosfolipidos guimicamente distintos presentan generalmente

inmiscibilidad en la fase gel.

Las propiedades de mezclas lipidicas pueden estudiarse mediante diagra-
mas de fase, gue son esencialmente relacionss de variables termodindmicas

tales como temperatura, presidn y composicidn (52). Experimentalmente se de-
termina la variacidn con la temperatura de algin pardmetro de la bicapa o de
un marcador localizado en ella, estableciéndose asi las condiciones para la
coexistencia en eguilibrio de la fase gel y liguido cristalino. E1 caso més
simple 8s el de aguellos sistemas que presentan completa miscibilidad en la
fase liguida y sflida, tales como las mezclas de fosfolfpidos con la micma
cabeza polar y cuyas cadenas hidrocarbonadas difieren hasta en dos Atomos de
carbono (110). Dichos sistemas exhiben una sola transicidén de fase aungue
el rango de temperatura (AT) de la misma es més amplic que en las especies
puras (110, 112). Cualguier otra combinacidn de fosfolipidos origina inmis-
cibilidad en la fase gel o en la fase 1ligquido cristalinn, surgiendo asi el
concepto de separacidn lateral de fases en el plano de la bicapa lipidica
(110, 113).

Las mezclas binarias de DMFC~ DPFC y DEFC~-DPFC estudiadas por APE (110),
fluorescencia (112) y calorimetria diferencial de barrido (114 , 115), muestran
una completa miscibilidad en ambas fases, evidenciada por la variacidn continua
an las pendientes de las curvas del sdlido y del liguido, en los correspondien—
tes diagramas de fase., En cambio, los diagramas de fase de las mezclas DMFC-
DPFE y DPFC~DPFE, entre otros (115), muestran una discontinuidad en la curva

del sdlido atribuible a una parcial inmiscibilidad en la fase gel, Si bien



los estudios de Wu y Mc Connell (117) sugirieron la posibilidad de inmiscibi-
lidad en la fase liguido cristalino para el sistema DE1FU~DPFE, experimentos

muy recientes de Silvius (118) niegan tal posibilidad.

;Cufiles son las fuerzas gue promusven la separacidn lateral de fases?

El andlisis de los diagramas de fase en mezclas de 1lipidos sirve para
conocer la naturaleza del arreglo lipidico y los factores gue influencian su
interaccidn {119). Mediante el uso de la mecénica estadistica, es posible
predecir diagramas de fase (75, 120) para distintas mezclas fosfolipidicas y
generar parémetros que describan el grado de no idealidad en el cristal 1i-
quldo y la fase gel, Para una mezcla binaria, de A y 8, puede definirse el

pardmetro de no idealidad O como:

X
A=-B

Z XA XB

U

donde U es una medida del arreglo lateral lipidico en una mezcla binaria;

XA y XB son las fracciones molares de las asociaciones de A entre si y B
entre si, respectivamente; XAPB es la fraccidn molar de las asociaciones de
Ay B entre si, y Z es el promedio de molBculas vecinas para cada tipo parti-
cular de arreglao. &1 no hay exceso de fuerzas atractivas o repulsivas, las
moléculas de A y S se disponen al azar en configuraciones de igual energia

y VU = 1. B5i las interacciones son repulsivas, en el limite, el sistema se
separa en una regidn de A puro y otra de B puro, con una sola linea de con-

tacto A~B yU =0, 51 las fuerzas son atractivas, las moléculas se distribuyen

de manera tal de maximizar las interfases A-B y en ese caso V= Z. Para
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V=0 y U=2 los tamafios de los dominios sonoo y 1, respectivamente, presentando



el sistema una sola configuracién.

Las propiedades de las mezclas de 1lipidos dependen de las interaccio—-
nes entre las cabezas polares y las cadernas de &cildos grasos. La fuerza
impulsora, para una separacidn de fases, es la minimizacidn de la energia
libre, maximizando la interaccidn entre los fosfolipidos, a fin de evitar
las tensiones gue generaria una distribucidn al azar de especies quimicas
muy diferentes (52). Con respecto a las cadenas hidrocarbonadas, se sabe
que la interaccifn entre dos fosfatidilcolinas es mayor cuande la longitud
de las cadenas hidrocarbonadas es la misma., En efecto, la presencia de fos-
folipidos con distinta longitud de cadena origina espacios vacfos en el
centro de la bicapa y un aumento de los movimientos a lo largo de los enla-
ces (-C, dificulténdose asi la interaccidn entre moléculas vecinas (75).

Con respecto a las cabezas polares, la presencia de grupos dadores y acepto-
res de puente de hidrd8geno en la misma molfécula, le permite a los fosfolipi-
dos interactuar entre si y con las proteinas (96). Las mezclas de fosfati-
diletanclamina-fosfatidilcolina (116, 117, 121), fosfatidilcolina-fosfatidil-
serina (122) y fosfatidilcolina-esfingomielina (123) presentan desviaciones
negativas de la idealidad, encontréndose en algunos casos una complsta separa-

cifn de fases en el estado gel (122).

Las interacciones entre moléculas de fosfolipidos determinan su distribucidén

asimétrica en vesiculas pequenas.

La organizacifn de fosfolipidos en vesiculas mixtas ha sido explicada
sobre la base del tamafio de la cabeza polar (17, 34) y las propiedades atrac~
ticas o repulsivas en las interacciones fosfolipido~fosfolipido (96). Las

atracciones o el empaguetamiento estrecho entre las cabezas permitirian a los
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lipidos ubicarse en la monocapa interna, mientras que las fuerzas repulsivas
favorecerian su acomodacidn en la monocapa externa con mayor superficie.

El aumento de la preferencia de la fosfatidilserina por la monocapa
interna al bajar el PH, se basa en la disminucién ¢e la carga negativa sobre el
carboxilo (124). A PH = 11 la fosfatidiletanolamina se ubica igualmente en
las caras internas y externas, lo que concuerda con la pérdida de su capaci-
dad para dar puente de hidrégeno (108).

Algunos autores sostienen gue el comportamiento de las mezclas lipidi-
cas se relaciona, en mayor medida, con las propiedades de las cabezas pole-
res gue con la estructura de las cadenas hidrocarbonadas (111, 125). Otros
autores, en cambilo, le otorgan un pesp eguivalente a ambos factores (126).
Asi, en vesiculas pecguefias formadas por fosfatidilcolina y fosfatidiletanol-
amina de huevo, esta (ltima se ubica en la cara externa cuando su concentra-
cién es baja (127). For el contrario, en mezclas de DMFE y OMFC no se de-
tecta una ubicacifn preferencial del primer fosfolipido en todo el rango de
concentraciones (128). Estos experimentos demuestran gque la naturaleze de
las cadenas hidrocarbonadas pueden afectar la distribucidn trans-bicapa de
los fosfolipidos.

Al estudiar la distribucién de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolami-
na de huevo en vesiculas grandes unilemelares, se vio cue los componentes
estaban igualmente distribuidos en ambas monocapas para un amplio rango de
concentraciones (126). La ausencia de una distribucidn preferencial en vesi-
culas grandes, sﬁgiere que otros componentes de la membrana deben jugar un
rol importante en el mantenimiento de la asimetria en las membranas natura-

les.
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LA INTERACCION COLESTEROL-FOSFOLIPIDO.

El colesterol ejerce una amplia variedad de efectos sobre las propiedades

fisicas de los sistemas lipidicos.

Experimentos realizados en monacapas muestran gue la incorporacidn de
colesterol,por encima de la temperatura de transicibn,provoca una disminu-
cidn de la seccidn transversal por moldcula {129, 130). Este efecto conden—
sante se basa en una reduccifn de la flexibilidad de las cadenas hidrocarbo-
nadas, debido a la influencia del colesterol en las isomerizaciones "transg"-
"gauche" de los grupos metileno. En bicapas, por RPE (85) y RMN (131), se
determind gue el colesterol interacciona con las cadenas de &cidos grasos,

por encima de 1la T disminuyendo también su flexibilidad. Es interesante

t'
destacar que dicho efecto condensante no se manifiesta sobre la DLiFC (132).

For debajo de la T la presencia del colesterol inhibe la cristalizacidn

t'
cooperativa de las cadenas hidrocarbonadas, ejerciendo un efecto fluidifi~
cante (7). Desordenando el empaquetamiento de los Acidos grasas a bajas tem—
peraturas y reduciendo su fFlexibilidad a altas temperaturas, sl colesterol
crea un estado de fluidez intermedia (133) en la organizacidn lipidica.

Con respecto al parametro de orden, por encima de la Tt el colesteral
aumenta el orden de la cadena hasta el carbono 10, pero no ejerce efecto so-
bre los segmentos ubicados en el centro de la bicapa. En la fase gel, en cam—
bio, todas las posiciones de la cadena hidrocarbonada experimentan un aumento
de S mol (131). La inclusidn de colesterol en una membrana deberia provocar
un aumento del espesor de la bicapa debido a la tendencia de las cadenas hi-

drocarbonadas a adoptar la conformacién todo~"trans" (134), En efecto, sl

colesterol aumenta el espesor de la bicapa, si los Acidos grasos tienen hasta
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16 atomos de carbono de longitud. En cambio, el espesor de la bicapa dis-
minuye si el fosfolipido presenta cadenas de 18 &tomos de carbono. E1 co-
lesterol no es tan largo como una cadena con 18 &tomos de carbono, y asi el
&cido graso debe doblarse para compensar el defecto de empaguetamiento (134).
La difusi6n lateral de fosfolipidos en presencia de colesterol ha
sido estudiada usando técnicas de fluorescencia y RMN. Ambas medidas indican
que el colesternl ejerce efectos no muy pronunciados sobre la difusidn late-
ral en la mayoria de los casos (100, 135). Un efecto marcado se abserva en
la DMFC en fase gel. 20 moles por ciento de colesterol inhiben la formacidn
de dicha fase gel y prowocan un aumento en la difusidn lateral (100).
Uno de los efectos mis conocidos del colesterol es la eliminacidn de la tran-
sicidn de fase aguda y altamente cooperativa en bicapas de DPFC con 20- 25
moles por ciento del esterol (135). Resultados andlogos se encuentran en
bicapas de DMFC (136). La Tt no se modifica, pero si aumenta el rango de la

transicién (A T).

Algunos modelos describen el comportamiento del colesterol en bicapas lipidi-

cas.

Los modelos mds consistentes que explican la interaccidn colesterol fos-
folipido en membranas proponen la formacidn de complejos cuando se alcanzan
niveles de 20, 33,3 y 50 moles por ciento de colesterel. Tales ssguemas se
basan en mediciones calorimétricas (4), difraccidn de rayos X {137}, fluores—
cencia (100), microscopia electrdnica (138), AMN (139) y RPE (140).

Curante algin tiempo se sostuvo la existencia de uniones por puente de
hidrigeno entre el OH en el CS y los grupos carbonilo de las fosfolipidas

(141, 142). No obstante, coms resultado de los trabajos de Yeagle y col.



(143) con 31PRMN, esa suposicidn ha sido descartada. Otro mecanismo para la
inmovilizacidn de fosfolipidos por efecto del colesterol, involucra la inter-
accidén de la cara & plana y sin sustituyentes en posicién axial, con las
cadenas hidrocarbonadas (137). Pero 1las interacciones de Van der Waals por
si solas no alcanzan para abolir la transicidn gel-liguido cristalino de los
fosfolipidos. Por lo tanto, algin tipo de interaccidn con las cabezas pole-
res debe contribuir al efecto observado del colesterol en organizaciones 1li-
pidicas. La presencia de un OH con configuracidn 3 en el CS parece ser esen-—
cial, ya que el epicolesterol (OH con configuracién & ) tiene propiedades muy
distintas a las del colssterol (144).

La desaparicidn completa de cualguier transicidn calorimé@trica cuando
hay 50 moles por ciento de colesterol (135) sugiere gue cada molécula de co-
lestercl se compleja con una de fosfolipido, excluyéndola de participar en la
transicién de fase. Algunos experimentos recientes (145) proponen para el
grupo =0, en presencia de colesterol, una conformacidn similar & la del fos-
folipido anhidre cristalino. La observacidn cuidadosa de los modelos con
DPFC en el estado cristalino, muestra la factibilidad de un puente de hidrd-
geno colinear entre el OH en el C3 del colesterol y el oxigeno del glicerol
esterificado con la cadena del &cido graso en el C, (145),

£l agregado de colesterol a una estructura lipidica promueve la faor-
macidén de diversos complejos con los fosfolipidos (1&5). Por debajo de
20 moles por ciento de colesterol, se separarian zonas formadas por una
molécula de colesterol con dos de fosfolipidos. Estos dominios coexis—
tirian con Fosfolipidos libres, responsables de la transicidn calorimétrica
gel - liguido cristalino. Cuando la concentracidn alcanza los 20 moles por
ciento de colesterol, no es posible encontrar fosfolipidos libres permane-
ciendo, ademds de aguellos complejados con el esterol, los fosfolipidas
interfaciales. Estos Gltimos desaparecen a una concentracidn igual a 33,3

moles por ciento de colesterol y, a una proporcién de 50 moles por ciento
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existen solamente complejos 1:1 colesterol-fosfolipido. La adicifn poste-
rior de colesterol origina una separacidn de cristales de colesterol hidra-
tados del seno de la bicapa (129).

Ademis de la presencia del OH en configuracidn /5 en el C3 y el anillo
esteroides plano, ya mencionados, una cadena lateral mdvil de por lo menos

cuatro atomos de carbong, en el C v parece ser también un requisito indis-

1
pensable para ls interaccidn colesterol-fosfolipido. Por difraccidn neutré-
nica y de rayos X (6), se sabe que el anillo esteroideo se encuentra conti-
guo al segmenta proximal de las cadenas de 8cidos grasos, mientras que la
cadena lateral en 017 se extiende hacia €l interior de la bicapa lipidica.
De esta forma, se esperaria un gradiente de fluidez a lo largo de la regidn
de contacto colesterol fosfolipido y los experimentos por 2HHMN asi parecen

confirmarlo (86),

El colesterol no presenta la misma afinidad por todos los fosfolfipidos.

En mezclas de fosfolipidos que no presentan separacidn de fases, el co-
lesterol se distribuye uniformemente. En mezclas de DOFE-DPFC, el colesterol
interactia preferentemente con la fosfatidilcolina, ya sea a temperaturas en
las cuales ambas especies estfn en estado fluido o a temperaturas donde vya
ocurrid una separacién de fases (24). La interaccidn colestercl-fosfatidil~
etanolamina es termodinfmicamente poco favorable (1&5) porque la insercidn
dsl esterol destfuiria las interacciones intermoleculares entre los grupas
amino y fosfato de las cabezas polares (98).

Diversos autores (52, 147, 148) han demostrado gue en mezclas con fos-
folipidos, el colesterol muestra el siguiente orden de afinidades:

esfingomielina > fosfatidilserina ) fosfatidilcolina? fosfatidiletanolamina,
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independientements de la temperatura de transicidn del lipide en particular.
Ademds, Gruyer y Bloch (149) demostraron gue el colesterol rigidiza vesicu-
las con diferentes composiciones de &cidos grasos en el siguiente orden:
fosfatidilcolinas disaturadas> fosfatidilcolinas monoinsaturadas ) fosfati~
dilcolinas di-insaturadas. Estas asociaciones sugieren que la distribucidn
del colestercl en las membranas bioldgicas no es al azar, ejerciendo un im-

portante rol fisiolégico al promover separaciones laterales de fase isotér-

micas.

En aparente contradiccidn con estos resultados, se ha encontrado recien-
temente que mezclas de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina en presencia
de colesterol, muestran espectros de AMN consistentes con una distribucidn

al azar del esternl, sin interacciones preferenciales con ninguno de estos

fosfolipidos (32).
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CAPITULO 1I.

LAS INTERACCIONES LIRPIDO - PROTEINA,

Las membranas biocldgices estén compuestas por cantidades variables de
lipidos y proteinas. La composicidn lipidica es siempre heterogénea, e in-
cluye principalmente diversos fosfolipidos y colesternl. La permutacidn de
varias cabezas polares, longitudes de cadena y grados de insaturacidn da
como resultado la existencia de miles de lipidos, de los cuales algunos cien-
tos estdn presentes en la misma membrana., No obstante la composicidn 1ipi-
dica y la relacidn lipido-proteima estén perfectamente bien definidas y son
una caracteristica para cada membrana. fueda adn por resolver cémo se al-
canza tal heterogeneidad, dado que los lipidos no estdn codificados en el
genoma sino que resultan de sucesivas reacciones enzimdticas. También es
necesario comprender acabadamente las ventajas fisioldgicas de la compleja

interrelacidn entre lipidos y rroteinas en las membranas naturales. Esta
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interrelacidn resulta tanto mis sorprendente si se tiene en cuenta que las
moléculas de proteina en si poseen una limitada estabilidad conformacional
dada por el entorno lipidico, gue los componentes en una membrana bioldgica
se mantienen unidos por fuerzas débiles y que los cambios de fase en los
lipidos son procesos cooperativos. Fodria pensarse, entances, que los lipi-
dos y proteilnas se imponen mutuas restricciones, constituyéndose asi en un

sistema regulador de la estructura y funciomalidad de las membranas bislégi-

cas.

LAS PROTEINAS DE MEMBRANA.

No existen diferencias marcadas de polaridad entre las proteinas integrales

y las solubles,

Es razonable suponer que la cantidad y tipo de proteina de una membrana
particular refleje el nivel de actividad de esa membrana. Asi, la membrana
de mielina, que sirve para aislar fibras nerviosas, posee menos del 25% de
st masa como proteina, mientras que en las membranas involucradas en la ge-
neracién de energia (membrana interna de mitocondria y cloroplasto) el 75%
es proteina. La membrana plasmitica posee aproximadamente un 50% de masa
proteica. Las proteinas de membrana han sido clasificadas en dos categorias
generales: periféricas e integrales, basadasen la facilidad con la que pue-
den disociarse del sistema (102).

Las proteinas periféricas pueden ser liberadas en forma soluble, por
tratamientos suaves, tales como cambios en el PH o en la fuerza idnica. Por
eso se cres que estén débilmente unidas a la membrana a través de interaccio-

nes idnicas con los grupos polares de los fosfolipidos, Las proteinas inte-



grales, en cambio, reguieren para su aislamiento de tratamientos drésticos
como el uso de detergentes o agentes ceotrdpicos (150). Los extremos hidro-
fébicos del detergente se unen a las regiones hidrofdbicas de las prateinas,
desplazando a las moléculas lipidicas. Como los detergentes también poseen
extremos polares, las moléculas proteicas pasan a la solucidn como complejos
detergente-proteina. Al extraer el datergente, las proteinas se hacen alta-
mente insolubles y precipitan en medio acuoso. For esta razdn, resulta muy
dificil la purificacibdn de las proteinas integrales de membrana.

La polaridad de la molécula proteica deriva de la polaridad de las ca-
denas laterales de los aminodcidos constituyentes, los cuales pueden ser cla-
sificados en tres grupos: polares, intermedios y no polares (151, 152).
Sobre la base de la composicifn de aminodcidos, se le atribuyd un porcentaje
de polaridad a las diversas proteinas. Al comparar un gran nlmero de &stas,
se concluyd que las proteinas solubles tienen un porcentaje de polaridad al-
go mayor que las de membrana, Midiendo la solubilidad de cada aminoc&cido en
solventes de distintas polaridades, es posible asignarle un indice de hidro-
fobicidad y obtener de esta forma la hidrofobicidad promedio de las distintas
proteinas (152). Pero tampoco por este método se han encontrado diferencias
consistentes entre las protsinas integrales y las solubles.

De los intentos mencionados,se deduce que el contenido de residuos no
polares no parsce ser el factor determinante para la insercidin de una protei-
na en una membrana, sino el arreglo espacial de esos residuos en la cadena
polipeptidica. Asi, las superficies hidrofdbicas que resultan de la estruc-
tura terciaria y cuaternaria no podrian ser detectadas por un andlisis glo-
bal de aminodcidos. Més alin, las seccicnes hidrofébicas continuas son rela-
tivamente cortas y estén balanceadas por secuencias hidrofflicas dispuestas

externamente (2).
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Se presentan diferentes mecaniesmos de interaccidn entre las proteinas inte-

grales y la bicapa lipidica.

En la actualidad se conoce la estructura primaria de varias proteinas
integrales. Algunas de ellas consisten en dominios hidrofilicos e hidrofd-
bicas, que se determinaron a partir de ensayos de protedlisis limitada (153).
En efecto, para el citocromo bg la protedlisis origina un fragmento soluble
en agua, gque retiene la funcidn bioldgica de la enzima y un segmento de 40
residuos gue le permite asociarse con la bicapa lipidica. Otras proteinas
con una estructura similar son la citocromo bg reductasa (184) y el citocromo
P 450 (155).

Una de las proteinas de eucariotes mejor caracterizada es la glicofo-
rina de la membrana del glébulo rojo {155). Es una proteina transmembrana
gque posee el 60% de su masa en la cara externa donde se ubica el grupo amino
hidgrafilico. E1 grupo carboxilo terminal est& expuesto al citoplasma, miern—
tras gue un segmento de aproximadamente 20 aminodcidos, con estructura de
A hélice, atraviesa la bicapa.

Algunas proteinas de membrana con estructura cuaternaria manifiestan
una naturaleza anfifilica por la presencia de subunidades hidrofd&bicas. Tal
es el caso de ciertas ATP asas (157) y la 8 glucuronidasa del reticulo endo-
plésmico (158).

También existen proteinas de membrana con una alta hidrofobicidad, como
la rodopsina (159) y la bacteriorodopsina (160). Es més, algunas protefnas
estdn unidas covalentemente a dcidos grasos o a fosfolipidos para poder in-
sertarse en la membrana. Ejemplos de este comportamiento lo dan la ATPasa
del reticulo sarcopldsmico (161) y la lipoproteina mureina ds E.coli (162).

La interpretacidén ds los espectros de dispersidn rotatoria y dicroismo

circular de proteinas de membrana es dificil debido a la naturaleza particu-
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lada de las muestras {163). FPor difraccin de rayos X (160) se ha podido
determinar que la estructura de o hélice resulta energéticamente favorecida,
para la interacecidn de la mayoria de las proteinas integraeles con el entorno

hidrofdbico de las membranas.

LAS PROTEINAS Y LAS BICAPAS LIPIDICAS,

(Existe un microentorno lipidico para las proteinas integrales?

La inclusidn de proteinas en bicapas de fosfolipidos puede afectar la
estructura y la movilidad de los lipidos, dependiendo de las caracteristicas
particulares de la proteina y de la composicidn lipidica del sistema. No esté
claro ain, si este efecto se extiende a toda la organizacidn o afecta tUnica-
mente a aguellos lipidos que se encuentran en contacte directo con la molécu-
la proteica (116)., Ademés se conoce gue las proteinas integrales también
son capaces de alterar la permeabilidad de bicapas de fosfolipidos (164].

Al estudiar el efecto de distintas proteinas sobre fosfolipidos carga-
dos negativamente, se vid que aguellas cargadas positivamente ejercian efec-
tos inmovilizantes, dependiendo del PH del medio (165). Van y Griffith (166),
mediante técnicas de RPE, mostraron que una proteina periférica, como el ci-
tocromo bg; no ejercia efectos significativos sobre la fluidez de los 1lipidos
en el estado ligquido cristalino.

los espemtrbs de RPE de una serie de sistemas lipido-proteina reconsti-
tuidos (167, 188), muestran la presencia de dos componentes: Uno, es el ce—
racteristico de una bicapa fluida normal, y el otro corresponde a moléculas
de lipido inmovilizadas, en contacto directo con la superficie de la protei-

na. La proporcidn de este componente inmovilizado depende directamente de
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la cantidad de broteina presente y, para la citocromo oxidasa, se correla-
ciona bien con el perimetro de la proteina. Marsh y col. {169) han desa~-
rrollado métodos matemdticos para determinar la esteguiometria de la inter-
accidn proteina - "anulus" lipidico, a partir de los correspondientes espec-
tros. Asi se pueden obtener nys el nimero de sitios de asociacidn de la
proteina con los lipidos y K , la constante de discciacidn promedio del
complejo.

Debe gquedar claro cufl es el sentido de la expresidn "1lipidos inmavi-
lizados". E1 término se emplea para significar que los lipidas del"&nulus'
tienen sus movimientos restringidos, pero no implica que el tiempo de vida
de la interaccidn 1lipido-proteina sea largo {(116). Entonces, cuando se
estudian por AMN una serie de proteinas reconstituidas en una matriz de 1i-
pidos deuterados (84, 170), el correspondiente especfo muestra un solo compo-
nente, es decir, un entorno lipidico homogéneo por encima de la Tt. Los ex-
perimentos evidencian: un répido intercambioc entre los 1lipidos adyacentes a
la proteina y los lipidos generales, la ausencia de camplejos lipido-proteina
esteguiométricos y un aumento del desorden proporcional a la cantidad de pro-
teina agregada. Es mis, dicho aumento del desorden es notorio cerca del mé-
tilo terminal, evidenciéndose asi un efectn opuesto al ejercido por el coles—
terol (170). J&hnig (171) explica estas discrepancias suponiendo que los 1i-
pidas adyacentes a una proteina tienen menos conformaciones "gauchs" que

agséllos alejados de la misma, pero la orientacidn de sus ejes mayores, en
promedio, no coincide con la normal a la bicapa., Debido a las distintas
escalas de tiempo ascciadas con ambas espectroscoplas, la 2H AMN detecta los
movimientos combinados y la RPE registra s8la la reduccidn en el nimero de
confdrmeras "gauche" (172).

Se han encontrado también"énulus"lipidicos inmovilizados en otros sisw

temas enzimdticos: la apolipoproteina C ( 173), el sistema de la cito-
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cramo P 450 axigenasa {174), la glicoforina de gldbulos rojos reconstituida

(175) vy los receptores de acetilcolina en membranas de Torpedo californica

(178).

Las proteinas integrales modifican las propiedades fisicas de la bicapa

lipidica.

La apolipoproteina € (173} puede hacer desaparecer la estructura de bi-
capa, al ser reconstituida en vesiculas de DMFC, pero en general las pro-
teinas integrales no parecen afectar la organizacidn lamelar (115).

Los estudios por calorimetria diferencial (177) de barrido, muestran
que las proteinas integrales reducen la entalpia de la transicidn gel-1f{quido
cristalino. |Os fosfolipidos adyacentes a la molécula proteica no  parti-
ciparian de la transicidn, permaneciendo en una configuracidn eguivalente por
encima y por debajo de Tt. En efecto, la ciltocromo C oxidasa mitocondrial
reconstituida en vesiculas de DMFC (178), no s6lo disminuye la entalpia de
la transicidn, sino que baja la Tt y aumenta el rango (AT) de la misma. La
explicacidn mis razonable para este Gltimo efecto parece ser la falta de coo-
peratividad en la transicidn, debido a los defectos introducidos por la pro-
teina en la organizacidn lipidica.

La (Ca+2,Mg+2) ATP gsa de reticulo sarcoplésmico, al ser incorporada
en bicapas de DPFC, en una relacidn molar de lipido a proteina menor de 30,
origind la desaparicifn de la transicidn de fase a 41° C caracteristica de
la DPFC (168). Resulta curioso que la perturbacidn intraducida por la pro-
teina no se extienda mds alld del"&nulus) ya gue al reconstituir el sistema
en una relacidn molar de 1ipidoc a proteina superior a 30, aparece la transi-

cifn de fase de la DFFC a aproximadamente 41° C,



Dependiendo del efecto sobre la transicidn de fase, es posible clasi-
ficar a las proteinas en tres grupos (179): las que disminuyen elAH y la
T, del lipido (citocromo C oxidasa) (178); las que disminuyen AH pero no
madifican la Tt (gramicidina A) vy aguéllas gue incrementan A H independien-
temente de los cambiosen]a'%(ribonucleasa).

En cuanto a la estructura y movilidad de los lipidos, las protefnas
ejercen efectos diferenciales por encima y por debajo de la Tt de los mis-
mos. Por 2H RMN (84) se encontrd gue las cadenas de &cidos grasos se desor-
denan en contacto con las regiones hidrofdbicas de las proteinas, sin que
esto impligue un aumento del especio disponible para los movimienteos confor-
macionales. Por el contrario, el nimero total de conformaciones posibles es
menor, mientras gue la probabilidad estadistica para adoptar conformaciones
més desordenadas es mayor, tal como se explicd anteriormente., Cuando la
glicoforina se incorpora en vesiculas de DPFC, se observd por 130 AMN (180),
que la movilidad de las cadenas hidrocarbonadas por debajo de la Tt es mayor
en el"énulus"que en el resto de la bicapa, evidenciando un efecto similar al
ejercido por el colesterol (7). La diferencia radica en que el colesterol
-con su anillo rigido- impone un estricto ordenamiento en su entorno, por
encima de la Tt' mientras gue la conformacidn irregular de las proteinss

promueve las mids variadas orientaciones en las cadenas hidrocarbonadas adya~

centes,

Las proteinas también presentan interacciones diferenciales.

La evidencia experimental reunida hasta ahora, sugiere gue las protei-
nas se particionan preferencialmente en la fase liguido cristalino (181-183).

Al reconstituir la glicaforina en vesiculas mixtas de DELFC~DPFC,la proteina

50



51

presenta mayor afinidad por los lipidos insaturados (184). De la misma for-
ma, cuando tiene lugar una transicidn o separacidn de fases, las distintas
proteinas exhiben diferentes grados de preferencia por la fase liguido cris~

. 2 2
talino. Asl, la (Cay, Mg+

) ATP asa y la glicoforina se particionan casi
exclusivamente en el estado desordenado (116). En E.coli, la afinidad de
las enzimas gque transportan /agalactésidos por la fase fluida, depende de la
composicién lipidica de la membrana y puede ser de 2 a 20 veces mayor para
dicha fase respecto de la fase gel (185).

Ademfs de la preferencia general por la fase liguida cristalino, las
proteinas de membrana interaccionan especificamente con ciertos fosfolipidos,
dependiendn de las caracteristicas estructurales de la proteina en cuestidn.
Para estudiar estos fendmenos se pueden seguir diversas metodologias (186):
extraer la proteina con detergentes y analizar los fosfolipidos unidos a
ella; delipidizar la molécula proteica y ensayar la capacidad reactivadora
de distintos 1ipidos o estudiar la membrana nativa. Para la (Na' R k")

ATP asa de membranas de Sgualus acanthias (187), se encontrarcon las siguien—
tes preferencias en la interaccidn: cardiolipina) fosfotidilserina ) fosfo-
tidilglicerol = fosfatidiletanolamina. La citocromo oxidasa retiene especi-
ficamente cardiclipina y en menor proporcidén fasfatidilglicerol (188). La
acetilcolinesterasa (189) también retiene cardiolipina en forma especifica,
y la glicoforina manifiesta una marcada preferencia por fosfatidilserina
(150). Otra enzima gque ha demostrado una alta especificidad en su interac—
cién con Fosfolipidos es la{g-—hidroxibutirato deshidrogenasa, gue reguiere
fosfatidilcolina (191).

Actualmente, gracias a m&todos fisicos como transferencia de energia o
decaimiento de la fluorescencia (192), es posible avanzar en el conocimiento

molecular de las asociaciones lipido-proteina. No sdlo se puede discernir
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la naturaleza del lipido en las proximidades de una molécula proteica par-
ticular, sino conocer también la distancia gque los separa (193) y el alcance
de la interaccidn entre ambos constituyentes de la membrana.

LA ORGANIZACION DE LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS.

Los modelos propuestos son generalizaciones estructurales Gtiles.

Por primera vez, en el afio 1925 se formuld la organizacién lamelar
para las membranas bioldgicas (194). Luego, y en forma aparentamente inde-
pendiente, Danielli y Davson (195) propusieran el modelo proteina-lipido-
praoteina, en el gue la bicapa lipidica estaria ubicada entre dos capas de
proteina. Con el desarrollo de la microscopia electrdnica se vid gque mem-—
branas bioldgicas de muy diversos origenes responderian a esta estructura
y esto llevd a Rabertson (196) a postular el concepto de una unidad de mem-
brana universal basada en el modelo de Danielll y Davson.

Del conjunto de datos obtenidos por difraccidén de rayos X (197-199),
pudo demostrarse que la estructura de bicapa seria predominante en diversas
membranas: la de mielina, el segmento externo de los bastoncitos de retina,
la de eritrocitos y la de algunos microorganismos como Mycoplasma laidlawii.

El1 modelo de Danielli-Davsun-Aobertson debid ser rechazado por das
razones: en primer lugar, una proporcin significativa de residuos de ami-
noécidos no polares de la proteina gquedarian en contacto con el entorno
acuoso o con las cabezas polares de los fosfolipidos, y en segundo Jugar, la
gran mayoria de las proteinas de membranas no son disociadas de las mismas
por tratamientos suaves, sino gue reguieren el uso de detergentes o solventes

orgénicos indicando una intima asociacidén con los lipidos en el seno mismo
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de la bicapa.

Naturalmente, surgid el modelo del mosaico de Lenard y Singer
(200), en el gque los grupos polares de los lipidos y proteinas estarian en
contacto directo con el entorno acuoso y, las regiones no polares de ambas
especles moleculares se ubicarian en el interior de la estructura apartados
del agua. Ademds de estas proteinas gue atraviesan la bicapa (201), existi-
rian otras glohulares empotradas en el interior de la misma. La microscopia
electrdnica de fractura por congelamiento (202) presenta evidencia de una
estructura como la propuesta por Lenard y Singer, para algunas membranas
naturales (203).

Singer y Nicolson (102) ampliaron el modelo anterior incluyendo los
aspectos dindmicos de la estructura de membranas. Se llegd asi a la tipica
descripcidén de las proteinas globulares flotando como "icebergs" en un mar
de lipidos. 6&i bien este modelo ha contribuido significativamente al avance
del conocimiento de las membranas biolSgicas, evidencia severas limitaciones
a luz de los conacimientos actuales sobre la compleja interrelacidn de lipi-

dos y proteinas de membrana.

El ensamble de lipidos y proteinas en las membranas naturales genera mutuas

restricciones en sus estructuras y movimientos.

El modelo de Singer y Nicolson estimuld las investigaciones acerca de
la movilidad de los constituyentes de las membranas. Frye y Edidin (20&),
mediante un elegante experimento de fusién, dem&straron gue las proteinas de
membrana experimentan difusidn lateral. Las mediciones de velocidad de di-
fusibén lateral indican que los lipidos difunden a velocidades (DE:ID-chE/seg)

cien veces mayores gue las proteinas (205), y en algunos casos estas Gltimas
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parecen estar inmdviles.

A pesar de la caracteristice fluidez de las membranas bioldgicas, la
estructuracidén bidimensional de las mismas no es al azar. Esta distribucidn
heterogfnea surge a partir de limitaciones en el empaguetamiento e interac-
ciones especificas lipido-l1ipido y 1ipido-proteina (116, 121), dando origen
a separaciones de fase y formacidn de dominios altamente diferenciados que
regulan el funcionamiento del sistema bioldgico. Asi, la movilidad de las
cadenas hidrocarbonadas de los lipidos de la membrana de eritrocito se en-
cuentra més .reducida que en sistemas lipidicos puros, tal como se demos-
tré por RPE (206) y RMN (207). FPor otra parte, algunas proteinas de membra-
na, estén sujetas a restricciones que limitan y controlan su movimiento en
gl plano de la bicapa. FPor ejemplo, los receptores de superficie no se dis-
tribuyen al azar, y se conocen ademds asociaciones de proteinas de membrana
formando complejos multienzimdticos. Otro mecanismo gque tiende a inmovilizar
a las proteinas es la presencia de un"&nulus”lipidico de composicidn diferen-—
te al resto de la membrana (175).

La fluidez de las membranas estd relacionada con numergsos procesos
celulares tales como transporte y actividades de enzimas y de receptores
(208). Se han detectado cambios en la fluidez de membrana durante el ciclo
de divisidn celular en fibroblastos, linfocitos y hepatocitos (209), En mem—
branas de Mycoplasma laidlawii crecidas en presencia de altas cantidades de
4cidos grasos saturados, es posible encontrar una transicién de fase por ca-
lorimetria. La temperatura de esta transicibfn coincide con la observada en
dispersiones de los mismos lipidos extraidos de la membrana {210). No obstan-
te, la variacién de la entalpia por mol de 1lipido es un 25% meror en la mem—
brana total gue en la dispersidn lipidica. Este efecto concuerda con el ejer-

cido por las proteinas en sistemas lipido-proteina reconstituidos (116).
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Con respecto a la estructura, se sabe gque algunos lipidos no adoptan
la estructura lamelar (9) y en algunos casos se ha descripto la formacidn
de micelas invertidas ricas en fosfatidiletanolamina en eguilibrio con los
1ipidos de la bicapa {19). Se pustula que estas estructuras crean &reas de
inestabilidad en el seno de la membrana para que, procesos tales como la

fusidn, puedan tener lugar.

Las membranas naturales también evidencian asimetria transversal.

La distribucidn asimétrica de los lipidos a través del plano de la
bicapa, gue fue inicialmente descripta en membranas de eritrocito (211),
parece ser una caracteristica comin a muchas membranas biocldgicas (212).

La asimetria proviene de la orientacién vectorial de las proteinas, de los
diferentes entornos quimicos a ambos lados de la membrana y de las diferen-
tes composiciones lipidicas de cada monocapa.

La distribucidn asimétrica de los fosfolipidos es relativa, ya que si
bien muestran preferencias por alguna de las mongcapas de la membrana, todos
los fosfolipidos se distribuyen sobre ambas caras. En cambio, la asimetria
de las proteinas es absoluta: las moléculas proteicas se encuentran Gnica-
mente en wna de las monocapas.

La disposicidn trans-membrana de lipidos y proteinas plantea interro~
gantes acerca de los mecanismos necesarios para establecer y mantener esa
distribucién heterogénea (213). Bergman y col. (214) han demostrads recien~
temente que tal distribucifn asimétrica se mantiene, independientemente de
los aumentos en la velocidad de los movimientoé "flip-flop", sugiriendo que
la asimetria no es sdlo una consecuencia de la generalmente baja velocidad
de los movimientos trans-bicapa de los fosfolipidos {207). Para las protei-

nas estos movimientos son indetectables, y en la membrana microsomal los fos-



folipidos pueden pasar a la otra hemicapa con mayor rapidez que en otras

membranas naturales (215).

LA CINETICA ENZIMATICA Y LOS LIPIDOS DE MEMBRANA.

los lipidos modulan la actividad enzimdtica a traveés de distintos mecanismos.

ta modulacidn de la actividad enzimdtica por los lipidos se detectd a
través de modificaciones de algunos pardmetros cinéticos de las enzimas, al
extraer o alterar los lipidos de la membrana (215). Este tipo de modulacidn
se ha descripto para aproximadamente cincuenta sistemas enzimlticos purifi-
cados y postulado para unos doscientos (217).

En algunos casos el lipido puede actuar como cofactar necesario para
solubilizar sustratos insolubles sn agua, como ' sucede en  la succinato
deshidrogenasa mitocondrial (218) y las reacciones de transferencia de azi-
cares gue ocurren durante la biosintesis del lipopolisacérido de Salmonella
(219).

Muchas enzimas de membrana y sistemas de transporte emplean sustratos
solubles en agua y catalizan reacciones gue tienen lugar cerca de la inter-
fase lipido-agua. Se ha encontrado que la cinética de estas enzimas varia
con los pardmetros del microentorno (220). En el caso de la piruvato oxidasa
de E.coli (221), enzima periférica, se ha detectado que los lipidos inducen
efectos cinéticos similares a efectos alostéricos.

No existe ningdin ejemplo de una enzima dependients de lipidos gue posea
una estricta especificidad por la estructura guimica de las cadenas de acidos
grasos. En cambio, existen numerosos ejemplos de reguerimientos especificas

por grupos polares bien definidos (216). La/3 hidroxibutirato deshidrogenasa
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mitocondrial es una enzima en la gque se ha demostrado una estricta especifi-
cidad por fosfatidilcolina (222). Recientemente Cortese y Vidal {191) de~-
mostraron que la sigmoicidad de las curvas de activacidn de la apoenzima
mitocondrial, por lecitinas de cadena corta, es compatible con un modelo en
el que la apoenzima contiene dos sitios idénticos y no interactuantes para
la ligadura de Fosfﬁlipidos.

De este conjunto de datos puede deducirse gue, si bien la dependencia
de lipidos es un fenSmeno bastante general, aparecen miltiples formas de re-
gulacidn basadas en la especificidad de las interacciones lipido-enzima.

No obstante, desde el puntoc de vista funcional, pueden distinguirse clara-

mente dos situacicnes (217): la modulacidn de la actividad enzim&tica por

los lipidos y el reguerimiento especifico de fosfolipidos. En el primer

caso, la dependencia es relativa y los fosfolipidos pueden ser reemplazados

nor detergente.- Para poder caracterizar a un sistema enzimf&tico como depen-

diente de lipidos, deben cumplirse los siguientes requisitos (223):

a) la extraccin del lipido por mecanismos que no inactiven irreversiblemente
a la enzima debe originar una pérdida de la actividad catalitica,

b) la adicidn del lipide en condiciones adecuadas debe reactivar el sistema
delipidizado, y

c) el mecanismo de reactivacidn debe implicar la formacidn de un complejo
enzima-1lipido activo. Cortese y Vidal (191) introducen otra condicidn:
la preparacidn delipidizada debe ser reactivads por la adicién de fosfo-
lipidos de cadena corta. DOe esta forma se puede establecer cue la enzima
posee un requerimiento especifico por la molécula de fosfolipido y no por

una interfase fosfolipido-agua definida.



58

Las propiedades cinéticas de algunas enzimas dependen de la fluidez de la

membrana.

Si bien la dependencia de la actividad enzimdtica con la fluidez de la
bicapa lipidica no es un fendmeno tan generalizado,como se creyd en la Glti-
ma década, existen algunos ejemplos en los gue este mecanismo aparece con
claridad. Kimelberg y Papahadjopoulos (56, 224), designaron con la expresidn
"regulacidn viscotrdpica® al e fec to de la fluidez de las cadenas de
Acidos grasos sobre el funcionamiento de enzimas unidas a membranas. Estos
autores ensayaron la accidn de fosfolipidos con acidos grasos de longitud
y grado de insaturacidn variables, sobre la reactivacidén de la (Na+,K+)

ATP asa purificada., La méxima reactivacién se obtiene cuando las cadenas

de &cidos grasos se encuentran por encima de la Tt ya gue en esas condicio-
nes la proteina tendria mayor libertad para cambios conformacionales y topo-
gréficos, El sistema de la glucosa-6G~fosfatasa ha sido estudiado por Arion

y col. (225), quienes postulan para el mismo tres componentes: a) una tras-
locasa especifica gue permite la entrada de la glucosa-6-fosfato a la membra-
na microsomal; b) una fosfohidrolasa-fosfotransferasa con su sitio activo
en la cara luminal, y c) otra traslocasa gue media la salida del fosfato
inorgénico. Los resultados de Garda y Brenner (226, 227) indicarian que la
actividad de la traslocasa guarda ung relacidn directa con la fluidez de la
membrana microsomal, modificada ya sea por la incorporacifn de alcoholes de
bajo peso molecular (226), o colesterol "in vitro" (227). Farias y col.
(228, 229) inveatigaron extensamente la dependencia de la cinética de enzi-
mas alostéricas con la fluidez de las membranas. En particular, al alimentar
ratas con dietas con distinta prouporcion de acidos grasos insaturados, se
encontrd que el coeficiente de Hill, para la inhibicién por F de la (Na+,K+)

ATP asa y acetilcolinesterasa, se modificaba correlativamente con el indice



de dobles ligaduras de los lipidos de la membrarma. Los autores excluyeron
cualquier posibilidad de una accién directa de los dcidos grasocs sobre las
enzimas. En cambio propusieron gque las variaciones en la fluidez lipidica,
evidenciadas a través del indice de dobles ligaduras, regulaban las transi-
ciones alostéricas de los sistemas estudiados. Se encontraron efectos simi~-

lares con enzimas cooperativas en membranas de E.coli {229).

la mayoria de las enzimas de membrana presentan guebraduras en las curvas

de Arrhenius.

Comparando la vafiacién con la temperatura de la actividad de enzimas de
membrana y de algin pardmetro de movilidad de la fase lipidica, es posible
extraer conclusiones acerca de la interaccidn lipido-enzima . La temperatura
ejerce complejos efectos sobre las velocidades de las reacciones enzimdticas
(230~231), gue a menudo se cuantifican en términos de la energia de activa-
cién calculada a partir de las curvas de Arrhenius. En general, las reaccio-

.nes catalizadas por enzimas solubles dan una curva de Arrhenius lineal.
S6lo unas pocas enzimas solubles (232, 233) y la mayor parte de las enzimas
de membrana (230, 234, 235) dan curvas de Arrhenius con ung o dos quebradu-
ras mas o menos abruptas. No existe una Unica causa para las discontiruida-
des en las curvas de Arrhenius. Las reacciones enzimaticas son generalmente
complejas y las distintas etapas presentan constantes de velocidad y energias
de activacidn carécteristicas. Al variar la temperatura, puede ocurrir un
cambio en el paso limitante de la velocidad y los graficos de Arrhenius con-
sistirédn en dos lineas rectas que se cortan en un punto. Otra causa de dis-

continuidades son los cambios conformacionales de las enzimas inducidos por

la temperatura (230).
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Dado que las guebraduras en las curvas de Arrhenius se presentan general-
mente en enzimas de membranas, es posible relacionar ese comportamiento con
alteraciones en la organizacidn de la metriz lipidica. &in embargo, una
curva de Arrhenius no lineal no debe atribuirse Onicamente a los lipidos de
membrana., En el caso de la 5' nucleotidasa de higado de rata (235), el cam—
bio de la Ea con la temperatura, parece deberse a una caracteristica propia
de la enzima. Por el contrario, Houslay y Palmer (235), encontraron gue di-
versas enzimas de membrana plasmdtica de hamsters exhibian corrimientos si-
milares en las guebraduras de sus curvas de Arrhenius al disminuir la tempe-
ratura ambiental. Esta similitued en la respuesta, no puede deberse a camblos
en la etapa determinente de la velocidad o a transiciones conformacicnales de
la molécula proteica, sino a fendmenos estructurales de la bicapa capaces de
afectar a todas las enzimas por igual. Mediante técnicas espectroscdpicas
(s, 237), se han podido detectar cambios en la fase lipidica de diversas mem—
branas, a las mismas temperaturas en las gue aparecen discontinuidades en las
curvas de Arrhenius (238, 239) de los sistemas enzimdticos. La madificacidn
de la composicién lipidica de la bicapa mediante técnicas de fusidn o susti~
tucidn de lipidos (237) o a través del uso de dietas o medios de cultivo
(240, 241), mostro que los cambios en la Ea aparente en algunas curvas de
Arrhenius pueden correlacionarse con la composicidén y con las propiedades fi~
sicas de las membranas.

UIn ejemplo interesante lo constituyen los animales poikilotermos y los
microorganismos, en los gque se conoce gue el efecto de la temperatura sobre
las propiedades fisicas de las membranas se compensa a través de cambios
adaptativos en los lipidos (242, 243). En algunos casos, la dependencia de
la quebradura de la curva de Arrhenius con la temperatura de adaptacidn, se

correlaciond bien con alteraciones en la composicidn lipidica (244). For
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otra parte, al reconstituir sistemas enzim@ticos purificados con diversas
especies lipidicas, se encontrd gue 1la temperatura de discontinuidad de la
curva de Arrhenius depende de la Tt de los lipidos empleados en la recons-
titucidn (55, 168, 245).

La dependencia de la velocidad del transporte de azlcares con la tempera-
tura, para E.coli, exhibe un comportamiento trifésico (185) gue fue explicada

sobre la base de la particidén de las proteinas entre dominios lipidicos flui-

dos y ordenados.

Las discontinuidades en las curvas de Arrhenius no siempre coinciden con la

Tt de los lipidos de la bicapa.

Asi como en la membrana plasmitica de higado de hamsters (235), diversas
enzimas presentan el mismo comportamiento termotrdpico, se conocen otros sis—
temas enzimaticos gue, formando parte de la misma membrana, presentan quebra-
duras a temperaturas significativamente diferentes (245). FPodria pensarse
que, para esas enzimas, la dependencia de la actividad con la temperatura,
responde a las transiciones de fase de su "anulus" lipidico y no de los lipi-
dos globales. Segin Marcelja (247), las transiciones de fase de los lipidos
anulares ocurririan en rangos mas o menos amplios de temperatura dependiendo
de las interacciones de Van der Waals entre el lipido y la enzima (248, 249,
250). Un ejemplo interesante lo constituye la (Ca+2,Mg+2) ATP asa de reticu-
lo sarcoplésmice (158). Cuando esta enzima se reconstituye en vesiculas de
DMFC muestra dos guebraduras en la correspondiente curva de Arrhenius: una
a 29°0 correspondiente a la transicidn de fase de los lipidos del "&nulus",

y otro a 39°C, que corresponds a la transicidn de fase de los lipidos gene-

rales. La enzima es capaz de reflejar tanto los cambios en el estado fisico
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de los 1lipidos del "&nulus", como en el de los lipidos del resto de la bicapa,
Los cambios de pendiente en el gréfico de Arrhenius también pueden atri-
buirse a fendmenos de separacidn de fases. La citocromo C oxidasa muestra
una discontinuidad a 18°C, gque se relaciona con cambios en la movilidad de
marcadores de "spin" correspondientes a una separacidn lateral de fases (251).
Se han realizado numerosos intentos para correlacionar la Ea de reacciones
enzimdticas con el grado de fluidez de los lipidos de membrana., En los poi=
kilotermos existe un mayor porcentaje de édcidos grasos insaturados gque en los
homeotermos (252). La Ea para la succinato oxidasa de mitrocondrias de pez
y sapo es mucho menor que la obtenida para esa enzima en membranas de homeo-
termos (253). Mediante la administracidn de dietas ricas en &cidos grasss
insaturados, se modificd la fluidez de la membrana mitocondrial, lo gue se
correspondid con un incrementﬁ de la Ea de la succinato oxicasa por encima

de la temperatura de discontinuidad {254).

:Como se explica la no linealidad de las curvas de Arrhenius?

Las discontinuidades en las curvas de Arrhenius implican el entrecruza-
miento de dos rectas a una dada temperatura origindndose cambios en la ener-
gia de activacidn, pero no en la velocidad de la reaccidn enzimdtica. Esto
requiere de una exacta compensacidn entre la entalpia y la entropia, gue ha
sido discutida extensamente {230, 234).

5i la curva de Arrhenius fuera la resultante de dos procesos gcurriendo
simultdneamente, se observaria una curva continua y no un cambioc abrupto de
pendientes a una temperatura (23&]. For otra parte, si el cambio es domi-

nado por eventos remotos respecto del sitio de catdlisis, la compensacidn
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entropia-entalpia no seria exacta y se esperarian dos lineas rectas con pen-
dientes distintas que no se intersecan. &e conocen muchos ejemplos con
tales comportamientos {253, 255) en los oue, sin embarga, la diferencia en
la constante de velocidad, por encima y por debajo de la temperatura de la
discontinuidad, no excede 0,5 unidades de logaritmo. En base a estas supo-
siciones Kumamoto y col. {234) propusieron el modelo del cambio de fase como
Unica forma para explicar las discontinuidades observadas en las curvas de
Arrhenius. Segln estos autores el cardcter isotérmico de un cambio de fases
sustenta la existencia de dos procesos independientes que funcionan exclusi-
vamente en sus respectivos rangos de temperatura.

Por el contraric, Wynn-Williams (255), en lugar de asumir una estrecha
conexidn entre entalpia y entrapia, considerd gue el sitio activo de la en-
zima no se ve afectado por los cambios de fase de los 1linidos proponiends dos
posibles explicaciones para las variaciones de la Ea aparente., En un caso
supone que la membrana es una sola fase, es decir, una soclucidn de enzimas
en lipidos y logra predecir curvas de Arrhenius con una forma correcta. En
el otro caso, supone que la enzima y el lipido son sdlo parcialmente misci~-
bles. Asi, la membrana contendria daos fases a todas las temperaturas, excep-
to a la temperatura de inflexidn, en la que presentaria 3 fases, Una fase
seria una solucidn de enzima y lipido, y la otra,u otras a la temperatura
de inflexidn, serian lipidos puros. La actividad de uma enzima en una solu-
cidn enzima-lipido seria aproximadamente proporcional al contenido lipidico
de la solucidn, dendo asi una explicacibén simple del cambio en la energia de
activacidn.

De esta teoria se puedenextraer dos conclusiones importantes. Por un
lado, la Fa del paso limitante de una reaccifn enzimdtica no se puede dedu-

cir a partir de la pendiente del grafico log v en funcidn de 1/T. Esto es
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asi para cualquier enzima de membrana a menos que se demuestrs gue la com—
posicidn de las fases conteniendo la enzima es independiente de la tempera-
tura. Por el otro lado, el cambio de fase gue causa la variacidn en la Ea
aparente puede no tener lugar sn la fase que contiene la enzima: la solu-

cidn enzima-1ipido seria afectada por alteraciones en la fase lipidica pura.

LA MEMBRANA MICROSOMAL

lLa principal diferencia entre microsomas lisos y rugosos parece ser la pre-

sencia de ribosomas unidos a estos Gltimos.

Las membranas del reticulo endoplésmico (R.E.) constituyen generalmente
mis de la mitad del contenido total de membranas de una célula (257). A pe~
sar del gran nilimeroc de circunvoluciones que presenta, el reticulc endoplés-
mico seria una sola lémina que delimita una cavidad cerrada.

El reticulo endoplésmico provee a la célula de un mecanismo capaz de se—
parar las moléculas recién sintetizadas segln pertenezcan o no al citosol.
AdemAs Jjuega un rol central en la biosintesis de macromoléculas empleadas
para construir otras organelas celulares. Llos lipidos, las proteinas y los
carbohidratos complejos gue deben ser transportados al aparato de Golgi, a
la membrana plasmitica, a los lisosomas o al exterior de la célula, se sin-
tetizan asociados con el reticulo endopldsmico (258). En hepatocitos de
rata, el R.E., contiene aproximadamente el 20% de las proteinas, el 50% de
los fosfolipides vy el 60% del ARN celular (259), lo gue indica la importan-
cia cuantitativa de sstas membranas celulares.

Por micrografias electrdnicas es posible distinguir (260-261) en algunas



cé lulas dos regicnes: el reticulo endopldsmico rugoso (R.E.R) que posee
ribosomas en su cara citoplasmitica, y el reticulo endoplésmice liso (R.E.L)
gue carece de dichos ribosomas. Ambas formas presentan distintas estructu-
ras: el R.E.R estd organizado como sacos o tisternas aplanadas, ubicadas
paralelamente y el R.E.L consiste en finos tdbulos y vesiculas muy dispersos
(261), generalmente préximos al aparato Golgi. E1 espesor del R.E alcanza
valores de 50 — 80 A (259). E1 ldmen del A.E.R tiene unos 200 - 300 A de
diametro y el ldmen del R.E.L es algo mayor, de 300 - 500 Z de didmetro. E1
R.E.R s abundante en células especializadas en secrecidn proteica, o en la
sintesis activa de membranas (261).

A fin de estudiar las funciones y la bicquimica del R.E, es necesario
separarlo de los otros componentes celulares, GCuando, para tal fin, se homo-
geniza el tejido o célula, el R.E. se fragmenta en pequefias vesiculas carra-
das llamadas microsomas (262}, relativamente ficiles de purificar. Los mi-
crosomas derivados del R.E,R.se llaman microsomas rugcosos y poseen siempre
los ribosomas en la cara externa, demostrando que su interior es bioquimica-
mente equivalente al espacio luminal del R.E, Los microsomas lisos son ve-
siculas con un tamafio semejante a los microsomas rugoses pero sin los ribo-\
somas unidos. Provienen en parte del R.E.L y del aparato de Golgi e inclu-
yen algunos fragmentos de la membrana plasmitica. Como el hepatocito posee
grandes cantidades de R.E.L, la mayoria de los microsomas lisos pueden con-
siderarse como derivados de esa fraccidn del R,E. E1 sitio de unidn de los
ribosomas estd localizado en la subunidad mayor y parece conectarse a dos
glicoproteinas especificas de las membranas del R.E. (253). Estas proteinas,
llamadas riboforinas, atraviesan la membrana y se encuentran exclusivamente
en las zonas rugosas del R.E.

En general, ambos tipos de microsomas presentan proteinas (264) y una



distribucidn y composicién de fosfolipidos (265-256) muy semejantes., Sin
embargo los microsomas liseos contienen aproximadamente el doble de colsste-

ral que los rugosos (265).

Recientemente se ha descubierto una "flipasa" en el reticuloc endopl8smico.

Los experimentos réalizados para conocer la asimetria en la distribucidn
transversal de fosfolipidos muestran resultados contradictoriss. Tal vez,
una posible explicacidn sea el uso, por parte de Nilsson y Dallner (267,268),
de fosfolipasa AE' Esta fosfolipasa utilizada con éxito en la membrana de
eritrocito, no puede emplearse para estudios de distribucidn de fosfolipi-
dos en microsomas, pues genera lisoderivados que destruyen la estructura de
la membrana {212). Otros autores usando fosfolipasa C como marcador (269~
272), determinaron gue los fosfolipidos estén distribuldos asimétricamente
con, aproximadamente, el 70% de la fosfatidilcolina y esfingomielina y 30%
de la fosfatidiletanglamina y fosfatidilserina, localizadas en la cara ex-
terna de la bicapa lipidica. Empleando trinitrobencenosulfonato como mar- .
cador {273) se pudo demostrar una distribucidn similar para la fosfatidileta-
nolamina, Sin émbargo el uso de fosfolipasa © también ba sido criticadn,
ya que los diglicéridos gque produce (27&) se segregan en la membrana, re-—
ordenando los fosfolipidos de la cara interna hacia la cara externa. Asi,
la enzima no podria usarse para discriminar entre ambos tipas de fosfolipi-
dos. Los sitins éctivos de las enzimas que participan en la binsintesis
de fosfolipidos, han sido localizados en la cara citoplasmitica de microso-
mas de higado de rata {275), mostrando que dicha sintesis es un proceso
asimétrice. Uno de los eventos nds intrigantes de la bioquimica del R.E.

es la traslocacidn de las fosfolipidos hacia la cara luminal, durante el



autoensamble de la bicapa lipidica. ;CHmo pueden las moléculas hidrofili-
cas o aun cargadas, atravesar el interior hidrofébico de la membrana micro-
somal sin destruir sus caracteristicas de barrera? Bishop y Bell {275)
han presentado evidencia experimental acerca de una "flipasa" con estéreo-
especificidad, gue facilita la traslocacidn de fosfatidilcolinas de cadena
corta en ambas direcciones, y es sensible al atague de proteasas sobre la
cara citoplasmitica del R.E. No se sabe si esta proteina interviene también
en la traslocacién de otras especies de fosfolipidos (277).

En resumen, podriamos decir que, la distribucidn de equilibris de los
fosfolipidos individuales a través de la membrana del R.E es todavia incier-

ta, pero estd gobernada por ripidos procesos de traslocacidn aparentemente

mediados por proteinas.

En el rango fisioldgico la membrana microscmal es una bicapa liguido crista-

lina altamente hetercgénea.

Tal como sucede en la gran mayoria de las membranas bioldgicas, la dis-—
tribucidn lateral de los lipidos en membranas del R.E., no parece ser homogé-
nea. Bran parte de los lipidos adoptan una estructura de bicapa con un alto
grado de fluidez detectada esta Ultima por R P E midiendo el pardmetra s (278).
Sin embarge se han encontrado dominios lipidicos de menor fluidez, tal vez
inducidos par la presencia de proteinas microsomales (278), dado gque esos do-
minios no se observan en dispersiones de los lipidos obtenidos a partir de
los propios microsomas. For RMN, De Kruijff y col. (279) observaron que al-
gunos fosfolipides podian adoptar, en determinadas condiciones, estructu-
ras no lamelares. Una vez més, este fendmeno se sustentaria en interacciones
lipido-proteina en la membrana microsomal, ya gque el espectro de los lipidos

extraidos de la membrana intacta corresponde a una estructura lamelar, Como
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ya se menciond, estas mesofases podrian participar en procesos como la fu~
sién y el transporte trans-bicapa de fosfolipidos (39). Este Gltimo es mas
répido en microsomas {215) que en otras membranas naturales y artificiales,
siendo el tiempo medio de traslocacidn de fosfatidilcolina igual a 45 min.
En la membrana microsomal de higado de rata no se ha detectade ninguna
temperatura de transicidn por calorimetria, en el rango de 0 a 50°C (280).
En presencia de gliceral al 50%, los microsomas hepdticos de rata mostraron
una transicidn ae fase por debajo de o°C {281). Por medic de téecnicas calo-
rimétricas mls sensibles aln, se detectd otra transicidn a aproximadamente
20ef, con un cambio entdlpico mucho menor gue el correspondiente a la tran-
sicibn por debajo de 0°C (179). Este Glitimo corresponderia a la Tt de la
membrana microsomal. Por el contrario, a 20°C debe producirse una separacidn
lateral de fases en el estado liguido cristalino, basada en interacciones

preferenciales entre fosfolipidos, colesterol y proteinas.

Las proteiras de la membrana microsomal se distribuyen asimétricamente,

El R.E.es una verdadera usina celular, sintetizando compuestos muy diver-
508 gue son exportados a otras zonas de la economia. En tal sistema no debe
sorprender la distribucidn asimétrica de las enzimas biosintéticas que allil
se asientan, dada por su funcionalidad y por las interacciones con los demds
componentss,

La topologia de membranas ha sido determinada por diversas técnicas (275)
gue incluyen el uso de proteasas y reactivos no penetrantes (282), anticuer-
pos especificos (283) o la accesibilidad de distintos sustratos (284). De
esta forma pudo concluirse gue el citocromo b5 (282, 283), la citocromo b5

reductasa {2682) y la citocromo P 450 reductasa (282) se encuentran ubicadas
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en la cara citoplasmltica, mientras que la glucosa-6-fosfatasa (285) y nu-
cledsido difosfatasa (284) se localizan en la cara luminal, Para la UDR-
glucuronil transferasa, en cambio, todavia se encuentra en discusidn cudl
es su localizacidn en la membrana {285).

Varias enzimas microsomales no presentan guebraduras en las curvas de
Arrhenius entre 0 y 50°C, pero algunas reacciones catalizadas por el siste-
ma del citocromo P 450 {287) evidencian discontinuidades a 20°C.

La UDP~glucuronil transferasa y la glucosa-S-fosfatasa tembién presentan
cambios en las pendientes de la curva de Arrhenius (288, 289}, que se han
correlacionado con alteraciones termotrdpicas de los lipidos, detectadas por
RPE y fluorescencia.

En el R.E.se encuentran las enzimas desaturantes y elongantes de Acidos
grasos (57) responsables de la sintesis de los &cidos grasos insaturados y
polinosaturados. Las desaturasas son enzimas anfif{licas ubicadas en la ca~
ra externa del microsoma,que controlan la composicidn de &cidos grasos y por
lo tanto la estructura y fluidez de la membrana microsomal., No obstante, aln
no se ha establecide la existencia generalizada de un mecanismo autorregula-
torio de la fluidez de la membrana microsomal en el gue estén involucradas
las enzimas desaturantes de &cidos grasos,

Otro aspecto de interés en estas momentos, es el mecanismo a través del
cual se incorporan los polipéptidos recién sintetizados en las diferentes
membranas de la célula eucaridtica (290)., E1 R.E.interviene en la biogénesis
de membranas, permitiendo la insercidn contraduccional de polipéptidos que,
sintetizados por los ribosomas unidos a membrara, son luego transferidos a
otros compartimientos subcelulares. Pero sin dudas, los mayores interrogan-
tes los plantea la biosintesis de proteinas integrales y los mecanismos que

permiten su retencidn en el R.E distinguiéndolas de aguéllas gue deben ser
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transferidas a otros sistemas de membranas.

LA UDP — GLUCURONIL TRANSFERASA.

La UDP-glucuronil transferasa participa en los mecanismos de detoxificaciéq:

La glucuronidacién ss la forma mds extendida de conjugacidn en el meta-
bolismo de los mamiferos. La conjugacidn es una reaccidn sintética que in-
volucra el acoplamiento de dos moléculas, generalmente con eliminacidn de
agua. En la glucuronidacidn el &cido D-glucurdnico reacciona con una amplia
variedad de compuestos para dar glicdsidos, en particular /3 glucurdnidos
(291).

La conjugacidn es una reaccidén de detoxificacidn, Este procesoc consiste
en un aumento progresivo en la polaridad de una molécule conduciendo a su sa-
lubilidad en orina y consecuente excrecidn del organismo.

E1l mecanismo de detoxificacidn (292) ha sido dividido en dos fases. La
fase 1 consiste en reacciones de oxidacidn, reduccidn e hidrdlisis que le
nermiten a la molécula adquirir un grupo polar tal como -0OH, —-NH2 & -COOH,
para luego entrar en la fase 2 y tomar parte en la conjugacidn. La UDR-
glucuronil transferasa (E C 2.4.1.17) interviene en la fase 2 catalizando

la siguiente reaccidn:
AUDPG + RH ;::i R-AG+UDP

donde RH puede ser un dcido orgénico, un fenol o una amina. Esta reaccidn
es importante para la detoxificacidn no sdlo de agentes farmacoldégicos sino
también productos de excrecidn endbdgenos.

Por métodos cinéticas (293) se ha demostrado gue,més gque una enzima la



UDP~glucuronil transferasa es un grupo de enzimas relaclonadas que catali-
zan la glucuronidacidn de diversos aceptores (293, 294) en la fraccidn mi-
crosomal de la cflula, Si bien su actividad es alta en el higado, también
se encuentra presente en la piel, rifdn, mucosa intestinal y algunos drganos

enddcrinos{295).

La funcidn catalitica de la UDP-glucuronil transferasa estd regulada por los

fosfolipidos.

los fosfolipidos de la membrana intacta ejercen dos tipos de influencia
reguladora actuando simultdneamente sobre la enzima (296). En primer lugar,
la expresidn de la actividad catalitica de la transferasa recuiere su asocia-—
cién con fosfolipidos. MA&s aln, se ha demostrado recientemente (297-299) gue
la enzima purificada necesita dichos fosfolipidos para mantenerse en una con-—
formacidn reactiva (300). No obstante, en la mayoria de las preparaciones
microsomales la enzima estd latente y la estructura intacta de los 1ipidos
aparece restringiendo su actividad. Asi, suaves perturbaciones a la matriz

lipidica_como bajas concentraciones de detergentes o sonicacidn, activan a

?
la UDP-glucuronil transferasa, mientras que agentes capaces de destruir las
interacciones enzima-fosfolipido, inactivan la molécula de transferasa {301~
304). De la observacidn de estos fendmenos han surgido las expresiones: "de-
pendencia de fosfolipidos" y "restriccidn por fosfolipidos® (305).

Vessgy y col.'(BOS) proponen para la enzima de microsomas de higado de
cobayos, usando p-nitrofenol como aglicdn, un mecanismo secuencial al azar.,
A bajas concentraciones del &cido UDR-glucurdnico (307), los graficos de
Lineweaver-Burk para la UDR-glucuronil transferasa no dan lineas rectas

sino gque presentan una concavidad hacia abajo indicando, segin Vessey y col.

(307) un fendmeno de cooperatividad homotrdpica negativa de la enzima hacia

71
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su sustrato natural, el &cido UDP-glucurdnico. Oicho fendmeneo desaparece
al tratar los microsomas con fosfolipasa A2 o detergentes (208). Ademss,
la UDP-N~acetilglucosamina se comporta como un efector alostérico positivo
de la enzima siempre gue el microsoma ro haya sklo tratado previamente con
Fosfolipasa A, (309).

A fin de explicar los complejos efectos de los lipidos sobre la cinéti-
ca de la UDP-glucuronil transferasa, se han propuesto desde hace tiempo dos
teorias. lna de ellas, la teoria de la compartamentalizacién (296, 310),
considera que las moléculas de transferasa, en la membrana microsomal intao-
ta, estan ubicadas cerca de la cara luminal del microsoma. La bicapa lipi~-
dica actuaria restringiendo el acceso del sustratn al sitio activa)generéndose
asi el fendmeno de latencia. De la misma forma, las perturbaciones suaves de
la estructura lipidica destruirian la barrera de permeabilidad de manera gue
la enzima pueda manifestar toda su actividad.

La otra teoria (285, 311) delinea un modelo confaormacional gue se apoya
en experimentos cindticos. En efecto, Vessey y Zakim (311) no encontraron
suficiente evidencia para la localizacidn del sitio activo de la transferasa
en la cara 1umina1;detectanda en cambio que los distintos tratamientos per-
turbadores producian formas activas de la enzima con diferentes perfiles ci~
néticos. Consecuentemente, postularon gue la UDPR-glucuranil transferasa
existe como diferentes isdmeros conformacionales cuya estabilidad estaria
determinada por el entorno lipidico. En la membrana intacta, los fosfolipi-
dos restringen a la enzima en una conformacidn de baja actividad, apareciendo

asi el fendmeno de latencia. Cada tratamiento perturbador activaria la enzima

llevdndola a un estado conformacional distinto y caracteristico.
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La UDOP-glucuronil transferasa purificoda presenta un reguerimiento espe-

cifica por fosfatidilcolina.

Los grupous de investigadores gue sostienen las dos teorias gue acaba-
mos de resefiar han purificado la UbDP-glucuronil transferasa mediante téc~
nicas diferentes. Singh y col, (297) empleando solubilizacidn con deter-
gentes y cromatografia de afinidad aislaron la enzima de cobayos, asociada
con fosfolipidos de membrana y en especial con fosfatidilcolina. La enzima
delipidizada es inactiva y recupera su actividad 2l ser reconstituida con
fosfatidileolinas por encima de la Tt'

Por otra parte Erickson y col. (312), al delipidizar la UDR-glucuronil
transferasa de higado de cobayo con fosfolipasa A, encontraron gue la espe-
cie obtenida era activada por una serie de lecitiéas y lisolecitinas. EJ
grado de activacifn dependia de la longitud y grado de insaturacidn de las
cadenas de acidos grasos. Estos autores pudieron reconstituir una forma de
la enzima con alta actividad, pero no lograron devolverle a la misma sus
propiedades regulatorias.

Hochman y Zakim (313) purificaron la UUP-glucuronil transferasa de
cerdo, obteniéndose dos formas de la enzima con diferentes propiedades ci~-

néticas. Una forma estd libre de fosfolipidos y la otra contiene una pe-

queria cantidad de los mismos.
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LA FINALIDAD DE ESTAS INVESTIGACIONES

El objetivo general de este trabajo es contribuir al conocimiento biogui-

mico en el frez de las membranas bioldgicas.

En esta introduccidn guisimos presentar una visidn actualizada y rea-~
lista de las interrelaciones entre la composicidn y estructura dinfmica que
sustentan el funcionamiento exitosoc de las membranas bioldgicas.

Ya gue nuéstro conacimiento de los sistemas naturales se basa, en buena
medida, en las propiedades de las membranas artificiales, comenzamos por ana-
lizar las caracteristicas polimdrficas, la estructura y la dinfmica de orga-
nizaciones lipidicas. La complejidad crece en cada caso,al mezclar lipidas
con cabezas polares quimicamente distintas, longitudes de cadena y grados
de imsaturacibn variables. Naturalmente, surgen las atracciones y repulsio-
nes de las moléculas de fosfolipidos entre si y con el colesterol, conducien-
do a separaciones laterales de fases en €l plano de la msmbrana. Las pro-
teinas interrumpen la orgenizacidn lamelar, modificando las propiedades fi-
sicas de los lipidos y presentando ellas mismas cambios en su confarmacidn,
generados por las moléculas del entormo. 851 avanzamos un poco m&s, vemos
gue hasta la funcionalidad de la molécula proteica depende de su interaccidn
con los demds componentes de la membrana: la actividad enzimdtica estd modu-
lada por la interaccidn lipido-proteina.

Estas interacciones son entudiadas, generalmente, con proteinas purifi-
cadas en sistemas reconstituidos. Es cierto que este procedimiento permite
el desarrolloc de experimentos en condiciones controladas, asi como la eva-
luacifn independiente de la relacidn causs—efecto para las distintas varia-

bles del sistema. Pero también es cierto que el método de purificacidn-re-
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constitucibn destruye la compleja rigueza de la regulacidn en la membrana
nativa.

Las membranas naturales aparecen como estructuras dinfmicas y altamen-
te heterogéneas en el plano lateral y transversal, donde conviven estructu-
ras lamelares con no-lamelares, gradientes de fluidez con "&nulus" inmovili-
zados, creando todos ellos el medio propicio para la expresidn de la activi-
dad catalitica de las enzimas de membrana. Y es en una membrana natural
donde se llevaron a cabo los experimentos para conocer las relaciones gue
vinculan la composicidn lipidica, la estructura dinlmica vy 1a cinética de

enzimas de membrana, gue se detallan en el presente trabajo.

£1 objetivo especifico de este trabajo es el estudio de la interaccidn de

los lipidos con la UDP-glucuronil transferasa microsomal,

Las investigaciones desarrolladas tuvieron como objetivas los siguien—-
tes:

a) el estudio de la interrelacidn entre la composicién lipidica, la composi-
cidn de &cidos grasos y la estructura y propiedsdes dindmicas de la mem—
brana microsomal.

b} la profundizacidn del conocimiento sobre la regulacidn lipidica de las
propledades cinéticas de la UDP-glucuronil transferasa, en microsomas de

higado de cobayo normales y modificadas,

Ambas investigaciones fueron encaradas con enfogues de bioguimica basi~
ca y métodos fisicos adecusdos al estudio de membranas bioldgicas.,
Siguiendo estos lineamientos generales se llevaron a cabo los experimen-

tos que se mencionan a continuacidn:
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a) Se modificd la estructura de la membrana microsomal alimentando cobayos
con dietas carentes de acidos grasos esenciales, Este tratamiento origi~
nd una disminucidn del indice de dobles ligaduras y de la fluidez.

b) Se incorpord colesterol "in viwo" en la membrana microsomal. De esta
forma se provacd una "rigidizacidn” de la estructura microsomal sin cam—
bios en la composicidn de &cidos grasos. No obstante, aumentd la rela-
cibén molar fosfatidilcolina — fosfatidiletanolamina como mecanismo compen—
satario.

c) Se extrajo e incorpord colesterol "in vitro" de la membrana microsomal.
De esta forma se obtuvieron membranas modificadas cuya dnica diferencia
con la narmal residia en el contenido de colesterol, sinvariaciones en
la composicidn de &cidos grasos ni en la distribucidn de las cabezas po-

lares de los fosfelipidos.

En los diversas experimentes se estudiaron la composicidn de 1lipidos y
la dindmica molecular, tanto de la membrana microsomal como de las distintas
fracciones lipidicas extraidas de ella. Al mismo tiempo se determinaron los
pardmetros cinéticos de la UDP-glucuronil transferasa corresnondientes a los
diversos tipos de membranas. En todos los casos, la metodologia empleada se

describe detalladamente en la Parte II.



PARTE II

PROCEDIMIENTOS

EXPERIBMENTALES
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CAPITULO T

—t A e b

METODOLOGIA GENERAL

En este capitulo se describen la procedencia de los materiales emplea-
dos, asi como las técnicas generales, de aplicacidn en los diversos experi-
mentos realizados. Oichas técnicas incluyen, entre otras, el andlisis li-
pidico, esencial para conpcer la calidad y cantidad de los distintas lipidos
constituyentes que se presentan en un sistema tan heterogénes como las mem—
branas naturales. La dindmica molecular se evalud mediante técnicas de
fluorescencia y polarizacion de fluorescencia empleando como marcadores al
l,ﬁ—difenil-l,3,5;hexatrieno (OPH), los &cidos cis y trans parindrico, el
pireno y la meracianina 540. Asimisma, se detalla en este capitulo la me-
todologia conducente a la determinacidn de los pardmetros cinéticos de la
UDP-glucuronil transferasa: los correspondientes Km para cada uno de los

sustratos, la V - de la reaccidn y la cooperatividad aparente del acido
max

J0P-glucurdnico, entre otros.



LA PROCEDENCIA DEL MATERIAL UTILIZADO.

a)

Sustratos y activadaores empleados en las reacciones enzim&ticas:

A - UDPG  {Sigma Chemical Ca. )
UDP — NABA  (Sigma Chemical Co.)

M - 6 ~-P (5igma Chemical Co.)

Fluordforos marcadores:

1,6-difenil-1,3,5~hexatrieno {Aldrich Chemical Co. )
Pireno (Aldrich Chemical Co.)
Acidos cis y trans parindrico (P.L.Biochemicals Inc. )

Merocianina 540 (Fastman Kaodak ©o.)

Material para cromatografia:
Silicagel G (Merck G.A. Darmstadt)
Silicagel H (Merck G.A, Darmstadt)

5P - 2330, 10% sobre Chromosorb WAW 100/200 (Supelco Inc. )

Utros:
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Todos los soclventes utilizados en este trabajo fueron de grado analitico.

Las drogas empleadas para la preparacidn de las dietas fueron de calidad

purda.

El resto de las drogas utilizadas fueron de grads analitico.



ANIMALES Y DIETAS

En_todos los experimentos se emplearon cobayos.

En estos estudios se emplearon cobayos machos, pesando entre 100-200 g
provenientes del Centro Panamericano de Zoonosis. No pudimos emplear las
tradicionales ratas para experimentacidn, ya que este animal posee una ac-
tiva e inespecifica nucledtide pirofosfatesa gue hidroliza ei Acido UDP-
glucurénico (A UDPG) (314). Al medir en ensayos previos la actividad de

esta enzima en cobayos se encontrd gue la misma era despreciable.

Los animales fueron alimentados con una dista de composicidn rontrolada.

Aeid y Briggs (315), propusiercn una cdieta controlada gue se adecuaba
bien a las exigencias nutricionales de los cobayos. La misma contiene {por
ciento en peso): 20% de caseina, 20% de almiddn, 10% de sacarosa, §,4% de
glucosa, 15% de celulosa, 7% de aceite de maiz y diversas sales minerales y
vitaminas. Esta es la dieta control suministrada a los animales en todos
los experimentos. Para su preparacifin, se unen los componentes antes mencio-
nados con cantidades adecuadas de agua, hasta lograr una mezcla con una con-

sistencia tal gue permita su moldeado en trozos pequeios.

LA FRACCION MICROSOMAL

Los microsomas se obtuvieron por ultracentrifugacidn.

Los cobayos se mataron por decapitacidn y sus higados se extrajeron répi-

damente, Luego los higados fueron homogenizados en sacarosa 0,25 8 (1:3 p/v),
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con un homogenizador rotatorio con émbolo de tefldn. Este homogenato crudo
se centrifugd a 10.000 xg durante 10 minutos, en una centrifuga Sorvall, a
fin de separar nicleos y desechos celulares. £1 precipitada se descartd y
el sobrenadante se Tiltrd a través de gasas., FPosteriormente, este filtrado
fue centrifugade a 105.000 x g durante G0 minutos en una centrifuga Spinco
3 MSE. E1 "pellet" de microsomas se resuspendid en sacarosa 0,25 M y se
centrifugd nuevamente en las mismas condiciones. E1 "pellet" final se re-
suspendid en un voldmen de sacarosa 0,25 i gue permitiera alcanzar la con-
centracidn de proteina deseada, generalmente entre 25-35 mgr proteina/ml.
Todo el procedimiento se llevd a cabo a 4°C. Los microsomas sg conservaron
a ~70°C hasta el mamento ce su empleo. La concentracidn de proteina micro-

somal se determind por el método de Lowry y col. (318).

ANALISIS LIPIDICO

Los lipidos microsomales se extrajeron mediante la técnica de Folch y col.(317).

los lipidos de la fraccidn microsomal se extrajeron con DlSCH:CHSOH
(2:1 v/v) siguiendo el métodc de Folch y col. (317). A una parte de la
muestra se le agregaron 20 partes de la mezcla extractiva de solventes, E1
sistema se filtrd luego por papel de filtra, que fue lavado repetidas veces
con la misma mezcla extractiva. Al filtrado se le agregd la cuinta parte
de su volimen de agua destilada, se agitd y se dejd decantar en frio para
permitir la separacifn de dos fases. luego de desechar la fase superior, se
tomd una alicuota de la fase inferior y se svapord el ClaﬁH hasta pesada
constante, a fin de cuantificar los lipidos, E1 resto del extracto clorofdr-

mico se guardd a ~20°C en atmdsfera de N, para determinaciones posteriores.
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los lipidos polares se separaron por cromatografia en capa fina en silica-

gel H {318),

La composicidn en lipidos polares se determind por cromatografia en
capa fina mediante una t€cnica de doble desarrollo (318). Se emplearon
placas de vidrio de 20 x 20 cm y silicagel H como fase estacionaria. En la
primera corrida, la fase mdvil estaba constituida por cloroformo:metanol:
amoniaco:agua (70:25:3,5:1,5, v/v/v/v). La fase mdvil en la segunda corri-
da estaba formada por cloroformot¢metanol:&cido acético:agua (80:10:2:0,75,
v/v/v/v). Es importante destacar que ambas corricas se realizaron en el
mismo sentido. Las cubas de desarrollo gue contenian las mezclas de solven~
tes fueron saturadas previamente con los respectivas vapores. Una vez cue
la placa estuvoc seca, fue posible visualizar las manchas correspondientes a
los distintos fosfolipidos mediante su exposicidn a valores de 12.

La composicifn cuantitativa de los fosfolipidos se determind midiendo
el contenido de fdsforo en cada una de las fracciones separadas por cramato-
grafia en capa fina. FPara ello se siguid el método de Chen y col. (319),
que empleo &cido perclérico para mineralizar y un reactivo colorimétrico

formado por molibdato de amonic y acido ascdrbico en medio Acido.

Los lipidos neutros se separaron par cromatografia en capa fina en silicagel G,

La composicidn en linidos neutros se determind por cromatogratia en capa
fina empleando piacas de vidric de 20 x 20 cm y silicagel G como fase esta-
cionaria. La fase mdvil estaba constituida por éter de petrdiec:éter etilico:
Acido acético (80:20:1, v/v/v). Una vez desarrollada la cromatografia y eli-

minados los restos de solvente, fue posible cuantificar el contenido de los

diversos lipidos neutros por carbonizacidn de las respectivas manchas. Para
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ello se rociaron las placas con una solucidn saturada de Cr207K2 en SOaH2

al 70% (320) y se colocaron a 180°7 durante 30 minutos. Las manchas se
cuantificaron por densitometria en un fotodensitdmetro Zeiss a 540 pm, re-
gistrdndose los picos con un registrador Sargent Welch. E1 4rea de cada pi-
co fue proporcional a la cantidad de carbono en las manchas. Las dreas de
los picos se ohtuvieron paor triangulacidn y para transformar los porcentajes
en peso de carbono en los porcentajes en peso de los distintos lipidos, se
multiplicd por un factor de conversidn para cada una de las distintas espe-
cies de lipidos. Estos factores fueron: lisofosfatidos 1,64, Acidos grasos
libres 1,27, triglicéridos 1,30, colesternl 1,19, ésteres de colesterol 1,17
y diglicéridos 1,33. E1 colesterol también se determind por una técnica co-

lorimétrica descripta por Huang y col. {321).

La composicidn de &cidos grasos se determind por cromatografia gas-liguido.

La cromatografia gas-liguido presenta buenas separaciones para écidos
grasos libres si se trata de &cidos grasos de cadena corta. $Sin embargo,
los Acidos grasos de longitudes de cadena mayores y con distintos grados
de insaturacidn, son los gue se encuentran mds frecuentemente en los siste-
mas-bioldgicos. Ue alli surge la necesidad de obtener derivados mls volati-
les que los propios &cidaos grasos, tales como sus ésteres metilicos, para
que puedan ser analizados por cromatografia gas-ligquido (322).

La columna del cromatdgrafo contiene un material porosoc e inerte llamas-
do soporte, gue sostiene a la fase liguida estacionaria. E1 gas portador
constituye la fase mdvil, atravesando continuamente la columna, Los compo-
nentes de una mezcla, que presentan coeficientes de particidn distintas entre
la fase mdvil y la fase estacionaria, se mueven a velocidades diferentes a
través de la columna y a medida que salen de ella se miden sus concentracio-

nes por medio de sistemas de deteccidn apropiados.



En nuestro laboratorio se empled un aparato Hewlett Packard 5840 A,
provisto de un sistema de deteccidn por ionizacidn de llama y con un siste-
ma avtomdtico de integracidn de Areas y procesamiento de datos que indica
la composicidn de la muestra. Se utilizd para las columnas SP-2330, 10%
sobre Chromosorb VAY 100/200, y N, como gas portador. La temperatura de
la columna fue programada para ser manitenida a 140°0 durante el primer mi-
nuto y luego incrementada a una velocidad de 390 por minuto hasta los 2200°C,
Los picos se identificaron por medic de sus respectivos tiempos de retencidn
relativos.

Para determinar la composicién de &cidos yrasos de microsomas, se sapo-
nifind el correspondisnte extracto lipidico, agreglndole una solucidn de HOK
al 10% en etanol, en una proporcidn de 7 ml por grama de 1ipido. E1 sistema
se llevs a BD°0 durante 45 minutos en atmdsfera de NQ' Una .vez fria la mez-
cla se agregd igual voldmen de agua destilada y se lavd con €ter de petrdleo
3 veces con 2 ml en cada vez, a fin de eliminar el insaponificable. Luego
se acidificd el medio con HT1 concentrado y se extrajeron los 4cidos grasos
con éter de petrdleo, 3 veces con 2 ml gor vez. El extracto se llevd a se-
co y se procedid con la esterificacidn, Para ello se agregaron 3 ml de me—
tangl-C1H 3N y se llevd el material, gasesado con N2, a 648 durante 45 minu-
tos. Lluego se le ediciond igual voldmen de agua destilada y 3 ml de cloro-
formo, se agitd vy se centrifugd, desechéndose la fase superior, E£1 extracto
clorofdrmico se lavd con agua destilada, sz llevd a sequedad y los ésteres
metilicos se disolvicron en éter de petrdleo.

Para determinar la camposicidn de Acidos grasos de los distintos fosfo-
lipidos, las fracciones identificadas por cromatografia en caepa fina, que
no fuercon expuestas & vapgres de IZ’ se eluyeron con CIJCH:&HSDH (2:1, v/v).
El extracto se evapord a seco para su posterior saponificacidn y esterifi-

cacion siguiendo la técnica descripta anteriormente,



865

£l indice de daobles ligaduras se ha emnleado como medida del grado de

insaturacidn,

Ce la composicidn de &cidas grasos obtenida como se indicd preceden~—

temente, se calculd el indice de dobles ligaduras mediante la siguiente

formulas
Nro.de moles de &cidos insaturados‘
. X Nro. de dobles ligaduras. /
Indice de dobles = e —
ligaduras (IDL) ZE(NFD. de moles de acidos Saturados)
- e insaturados.

LA EEPECTROSCOPIA OE FLUORESCENCIA

Porgué no fluorescen todas las sustancias,

los tres estados electrdnicos que jusgan un rol preponderante en los
procesos fotofisicos son: SO, estado singlete del nivel fundamental; Si'
estado singlete del primer nivel excitado y Tl estado triplete del primer
nivel excitado. A su vez, cada uro de estos niveles electrdnicos presenta
subniveles vibracionales, los procesos fotofisicos se definen como transi-
clones gue interconvierten estados excitados entre si o estados excitados
con el nivel fundamental. Estos orocesos pueden ser clasificados en radia-
tivos y no radiativos.

De acusrdo ai principio de Frands-Condon, la transicidn del estado fun-
damental al estado excitado es esencialments instantdnea, comparada con el
tiempo necesario para que cambien las coordenadas nucleares. Asl, el proceso

. s . . =15
de excitacidn es extremadamente rapida, ocurre aproximadamente en 10 seg.

(Como los diagramas de energia potencial para el estads excitado y para el


Nro.de

nivel fundamental no son simétricos, el procese de excitacidn no conduce
necesariamente al nivel vibracional mds bajo del primer estado excitado.

No obstante, las transiciones no radiativas desde cualguier nivel vi-
bracional de Sl hasta el nivel vibracional mis bajo de Sl son més répidas
gue cualguier proceso de emisidén gue pudiera ocurrir, Vale decir que inde-
pendientemente del nivel vibracional alcanzado durante la excitacidn, la
molécula decae rédpidamente al nivel mis bajo de energia de S,» fue represen-
ta un estads semiestable, comparadc con el estado de absorcidn inicial. Una
vez alcanzado dicho estado, existen varias posibilidades. La ensrgia puede
ser disipada por interconversiones internas a niveles vibracionales o rota-
clonales o por intercambic de calor con las moléoulas del solvente, sin gue
ocurra emisicn., También puede disiparse por cruzamientos intersistema con
el estado Tl y por colisidn con otras moléculas. Este dltimo proceso de
"extincidn” {"ouenching") tiene numerosas aplicaciones en sistemas bioldgi-
ros. Todos los procesos resenados constituyen transiciones no radiativas.
Se demomina fluorescencia a la transicidn radiativa desde el nivel mds bajo
de energila de 81 hasta el nivel fundamental So. _Fogfopgggfnqig es la transd-—
cidn radiativa desde T1 hasta el nivel fundasmental SO.

£1 rendimiento cudntico es una medida de la eficiencia del procesoc de
emisidn y se define como la fraccidn de los fotones absorbidos que es reemi~
tido como fluorescencia. lna exoresidn general para el rendimiento cuéntico
de fluorescencia es:

i Ke
¢e - Ke-+Zki (1)

donde Ke es la constante de velocidad radiativa y E:ki es la suma de todas
las constantes (unimoleculares o seudounimoleculares) gue desactivan al es~

|
tado emisor. 51 se observa o no fluorescencia depende del valar de @&, y se



puede ver gue &ste tiene una dependencia crucial respecto deZiki: si,ﬁfki
> Ke, no babré flugrescencia. A su ver los valores gque toma Zki depen—
derdn de la estructura guimica de la molécula, de los perfiles de energia
potencial,de las interacciones con el solvente y de la temperatura, entre

otros,

Las caracteristicas espectrales de las moléculas fluorescentes dependen del

<2

solvente y la temperatura

Se ha abservado gue al transferir un fluordforo a un solvente menos po-
lar, se produce un corrimiento en el espectro de emisidn hacia zonas de menor
longitud de ondé. En un entorno polar las moléculas del solvente se disponen
alredecor de SD. Al producirse la excitacién, el dinolo del fluordforo cam—
bia, y de acuerdos al principio deFranck-Condon para el estado excitado las
moléculas del solvente no estarian dispuestas en la configuracidn mis estable.
No obstante, al ocurrir la transicidn hasta el nivel més bajo de energia de
S., las moléculas del solvente se puecden reorientar alrededor del nuevo dipo-
lo del estado excitado, antes de la emisidn. Asi, dicho estado excitado se
estabiliza por interacciones con el sclvente.

En un solvente no polar, no pueden ocurrir las reorientaciones mencione-—
das anteriormente y se desestabiliza el estado Sl, explicéndose asi el corri-
miento del espectro hacla zonas de menor longitud de onda. La temperatura
también ejerce efectos sobre la emisidn de fluorescencia. Al disminuir la
temperatura, las constantes de velocidad de los procesos no radiativos dis-
minuyen mds gue la constante del proceso de emisidn de fluorescencia y de

acuerda a la ecuacidn (1) se produce un aumento de ¢E.
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Excepto para 1os atomos en la fase vapor, generalmente se observa gue
la emisidn de fluorescencia aparece en zonas de mayor longitud de onda que
la absorcidn. Este fendmeno fue observado en 1825 por Stokes (323). Una de
las causas posibles es el rdpido decaimiento al nivel vibracional més bajo de
Sl. Cuando las concentraciones de los gases'aon 1o suficientemente peguenas
como para evitar éolisiones, no se cbserva este corrimiento.

Otra caracteristica notable de la fluorescencia es gue gencralmente se
observa el mismo espectre de emisidn, independientemente de la longitud de
onda ae excitacidn. Esto se debe a cue al producirse la excitacidn a nive—
les superiores de snergia, el exceso de Gsta se disipa répidamente dejando
al fluordéforo en el nivel vibracisnal més bajo de Sl, tal como se seiald an-
teriarmente.

Por Gltimo, debes seflalarse cue los espectros de absorcidn y emisidn apa-
rocen como imdégeones especulares, especificaments para 13 absorcidn represen-
tada por SO—-S1. Este efecto de simetria de los espectros surge como conse-

cuencia de la similitud en gl espaciamiento de los niveles vibracionales en

s (32a),
5, v & (324)

LA POLARIZACION DE FLUDRESCENCIA.

o N : . - - . . - g RS 1
9i no se oueden realizar mediciones dindmicas de la anisoiropiz de { n—

cia, conviene exoresar los resultados comp P o_rg_simnlﬂmﬁnic;

i se excita con Juz polarizada una muestra fluorescente, su emisidn
también estard polarizada., Esta polarizacifn es el resultado de la fotose-
leccidn de las fluardforos de acuerdo a su arientacidn relativa con respecto

a la direccién de la luz de excitacidn. Lz emisidn puede depolarizarse por
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diversas causas, L& difusidn rotacional de los fluordforos es una causa co-
min de depolarizacidn. Las mediciones de la anisotropla de fluorescencia
(rs) revelan el desplazamiento angular promedio del fluordforo entre la ab-
sorcidén y la subsecuente emisidn de un fotdn. Este desplazamiento angular
depende de la velocidad y el rango de la rotacidn difusional durante el tiem-
po de vida del estads excitado. bEstos movimientos difusionales, a su vez,
dependen de la viscosidad del solvente y del tamano y forma de las especies

gue difunden.

Para medir la r , se excita 1a muestra con luz polarirzada verticalmente

5
y se detecta la emisidn, a 90° respecto de la excitacidn, a través de un se-
gundo polarizador (analizador), orientado paralelo (I ) o perpendicular (I})

9 la direccidn de polarizacidn de la luz excitadora. Asi es pasible definir

2 parémetros:

Iy -1y I/ I - 1
Pa — = -
Ly +I_L I“/J.L.;.l
oLy -4 Iy/ I -1 op
I = -~ - = - - beragr:
_L“ + 21 1”/ I +2 3-P

Ci la luz estd totalmente polarizada 11 =Cy P=r =1

La rs se usd durante alglin tiempo para calcular la microviscosidad de la
membrana (50), aplicando las expresiones de la hidrodindmica clisica. Se con-
sideraba gue el movimiento del OPH en la membrana era isotrdpice como en un
aceite. 5in embargo, estudios posteriores (104) demostraron que la anisotro-
pia de fluorescencia estacionaria contiene contribucicnes tanto de la veloci-
dad coma del rango del movimiento v que el movimientg del DPH en las membranas
es anisotripico.

Para poder discriminar el rango y la velocidad de los movimientos se deben
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realizer mediciones dindmicas, es decir, seguir el cambio de la anisotropia
de fluorescencia con el tiempo. En la actualidad se emplean técnicas como
fluorometria de fase diferencial (325) o conteo de fotones (326) para tales
fines.

Como los estudios dindmicos son técnicamente més dificiles de llevar
a cabo, algunos autores (327, 328) han discutido la posibilidad de extraer
las contribuciones de la velocidad y el rango de los movimientos, a partir
de mediciones de ahisotrOpia de fluorescencia estacionaria, rs. No obstante,
los cllculos propuestos se pueden llevar a cabo en circunstancias muy res—

tringidas, por ejemplo, en sistemas lipidicos saturados, o cuando 0,13<rs<0.28.

fa técnica experimental empleada intentd disminuir los errcores en las medicio-

nes de anisotropia de fluorescencia.

Discutiremos aqui las condiciones experimentales generales en las medi-
ciones de anisotropia de fluorescencia. Las concentraciones y la forma de
incorporacidn de cada marcador se tratan al resefiar las propiedades particu-—
lares del fluoréforo en cuestidn. Las mediciones de fluorescencia y polari-
zacidn de fluorescencia se realizaron en un espectroflucrdmetroc Aminco-Bowman
equipado con dos prismas de Nicol desmontables que se ubicaron a la salida
del monocromador de excitacidn y a la entrada del monocromador de emisidn
(prisma analizador). Los espectros se registraron en un registrador X-Y
Hewlett-Packard. -La temperatura se reguld con un termostatizador Lauda y se
midid con un termémetro digital cuyo sensor se ubicd por encima del paso de
la luz. Cuando se estudiaron las variaciones de la anisotropia de flucrescen—
cia con la temperatura, esta Gltima disminuyd en forma continua a una veloci~-

dad de 20°C/hora. Esta velocidad permitid gque se estableciera adecuadaments
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el equilibrio térmico en la cubeta. No hubo diferencia en los resultados
cuando Bl sistema se termostatizd durante 15 minutos a cada temperatura
antes de efectuar las medidas.

Existen causas de depolarizacidén gue no proveen informacidn acerca de
las propiedades dinfmicas del sistema y que surgen de un mal disefio dptico
del experimento. Dentro de esas causas de depolarizacidn debemos mencionar
la dispersidn de la luz ("light scatlering”) la reabsorcién de la fluores~
cencia y la mala alineacidn de los polarizadores.

Los sistemas biolégicos son generalmente turbios y esta turbidez origina
dispersién de la luz. Si la luz dispersada llega al detector, originard erro- '
res en exceso, ya que estd totalmente polarizada. Esto se pueds corregir,
tal cual se hizo en este trabajo, con un blanco preparado en las mismas con-
diciones de la muestra problema, pero sin marcador. Las lecturas de I) e
I} de este blanco se restaron de los correspondientes valores de la muestra
en estudioc. Pero, si los fotones emitidos son dispersados antes de alcanzar
el detector, se registrard una depolarizacidn adicional no corregible median—
te un blanco. La anisotropia de fluorescencia decrece linealmente con la

densidad éptica de la muestra segln la siguiente relacién (329):

r* = r-k©0D0
donde r es la anisotropia de fluorescencia a dilucidn infinita, es decir,
independiente de la dispersién de la luz. Por lo tanto, trabajando en siste-
mas diluidos es posible disminuir el error por dispersién de la luz. La di-
lucién depende del tipo de muestra y del marcador empleado.
También fue necesario aplicar una correccidn dsbido a factores instrumen-

tales:lal factor G. Se obtiene excitando con luz polarizada horizontalments

y midiendo la fluorescencia con el analizador en posicidn horizontal (Ihh) y

vertical (Ihv). La relacidn Ihh/Ihv es el factor de correccidn G. En con~



diciones ideales G = 1, en nuestros experimentos 6 alcanz$ valores de 0,89,

Para las mediciones de anisotropia de fluorescencia se colocd una solu=-
cidn de NOzNa 2M entre el monocromador de emisidn y el fotomultiplicador a
fin de gvitar el pasaje de radiaciones por debajo de 390 nm.

Con el fin de incorporar los distintos marcadores fluorescentes en las
membranas, se prepararon suspensiones de microsomas de concentracién conoci-
da y se agregh el marcador mientras se agitaba vigorosamente. En el caso
de los 1fpidos, se partid de la solucidn cloroférmica, se llevaron a seco con
N2 y se dispersaron en sacarosa 0,25 M pH 70 por sonicacifn. Las dispersio-
nes fueron posteriormente centrifugadas a 10.000 x g y el socbrenadante uti-
lizado para las mediclones de fluorescencia.

La polarizacidn y la anisotropfa se calcularon mediante las siguientes

ecuaciones:

T .
IJ_G -

P =
Iy
1.6 +1
i
I16 4

I =

Il
Ii_G + 2

{Qué condiciones deben reunir los marcadores fluorescentes?

Durante afios los marcadores fluorescentas han contribuide al conocimiento

de la estructura y dindmica de las biomembranas. E1 marcador ideal (330):
a) es sensible a los movimientas de las moléculas individuales en la escala

de tiempo {nanosegundos) de las mediciones de fluorescenciaj
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b) tiene alto coeficiente de extincidn y rendimiento cuéntico;

c) no interfiere con el empaguetamiento natural de la bicapa;

d) tiene una orientacidn fija en la membrana.

Estas caracteristicas permiten:

#* (Obtener intensidades de fluorsescencia altas con pequefias cantldadses de
marcador;

% Evitar las mediciones de artefactos en la bicapa, debido a marcadores de
gran tamano;

#* Definir el entorno que rodea al marcador,

gel que en la liguido cristaling.

E1l DPH ha sido usado extensamente porque re(ine muchas de las condiciones
enumeradas anteriormente. Es uno de los marcadores mds eficientes para la
regidén hidrocarbonada de las bicapas lipidicas, por su alto rendimiento cuén-
tico y su estructura todo trans que se adapta bien al interior hidrofdbico
de las cadenas hidrocarbonadas. &e sostuvo, ademds, gue se particionaba
igualmente blen en la fase gel y en la 1fguido cristalino (50). Sin embargo,
experimentos miy recientes (331), por transferencia de energia, demuestran
que el DPH se particiona preferentemente en las regiones desordenadas de la
bicapa.

En nuestros experimentos la relacidén DPH:1ipido (mol/mol) fue 1:200,
la concentracidn de microsomas fue SO ng/ml y la concentracidn de 1lipidos
0,1 m M. Previo al agregado del marcador las suspensiones se burbujearon con
N,. Las longitudes de onda de excitacifn y emisidn fueron 356 y 420 nm, ress

2
pectivamente,
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El &cido trans parindrico prefiere la fase gel.

Los écidos‘cis parinérices (9, 11, 13, 15, c,t,t,c) octadecatetraennico
y trans parinérico (9, 11, 13, 15, t,t,t,t) han sido muy empleados como mar-
cadores de membrana. La Figura 5 muestra las ubicaciones relativas del Acido
transparinarico y el DPH en una membrana. Se puede observar que el-COOH del
écido trans parindrico se ubica cerca de la interfase polar, a diferencia
del DPH que se ubica enteramente en la regidn hidrofébica. Sklar y col.(332)
midiendo la constante de particidén sdlido/liquido (Kp s/1) para ambos Acidos
entre fases mixtas lipidicas, encontraron que si bien el &cido cis parindrico
se particiona igualmente bien en ambas fases, el Acido trans parinérico pre-
fiere la fase sdlida. Estas diferencias se deberian a las distintas geome-
trias moleculares de ambos compuestas. La preferencia del &cido trans pari-
narico por la fase s6lida y su alto rendimiento cudntico en dicha fase per-
miten usarlo para detectar pequefias cantidades del componente s6lido (5%).
El endlisis se realizd midiendo la denominada relacidn de polarizacidn de

fluorescencia:
Y

= e
en funcibén de la temperatura.

En los experimentos que aqui se presentan la relacidn molar marcador:
lipido fue 1:150; la concentracidn de microsomas 100 ng/ml, la concentra-
cidn de lipidos 0,1 mM; la longitud de onda de excitacidn fue 325 nm para
gl cis parinérico-y 320 nm para el trans parinirico. ta longitud de onda
de emisidén fue 410 nm para ambos. Las suspensiones correspondientes se

burbujeraron con N2 sn forma exhaustiva antes del agregado del marcador

correspondisnte.



FIGURA 5.

A2

@ | ®

Representacién esquemdtica de la ubicacidn del Acido trans-
parinérico (a), y del DPH (b) en una membrana lipidica.
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La formacidén ds sxcimeros del pireno es una prueba dptica para investigar

la movilidad traslacional de membranas.

El pirenc se ubica en la regién hidrofdbica de la membrana. Las reac—
ciones bdsicas que sufre el pireno se pueden resumir en las siguientes:

una molécula de pireno P en el estado fundamental es excitada por un cuanto de

3

luz para dar P :
H
P+hv —P

3¢

P puede volver a su estado primitivo emitiendo fluaorescencia; puede des-—
activarse por un proceso no radiativo o puede reaccionar con otra molécula P
para dar un excimerC)PP%. Este dltimo proceso se cree gue esti controlado
difusionalmente (333). A partir del espectro de fluorescencia es posible
obtener la intensidad del excimero (470 nm) y la del mondmero (391 nm). E1
cociente I E/IM es una medida de la probabilidad de difusidn lateral en una
dada membrana y varla linealmente con la concentracidn de pireno. Asf, la
pendiente de las rectas IE/IM en funcidén de pireno/1ipido {mol/mol) es una
caracteristica de cada membrana y puede emplearse para comparar la movilidad
lateral de diferentes organizacicnes lipfdicas (226).

En los experimentos que se detallan iuego, la concentracidn de pireno
varid entre 2 y SJHM para una concentracién de proteina microsomal igual a
0,4 mgr/ml. Lla longitud de onda de excitacifn fue 322 nm. Las muestras
fueron burbujsadas durante una hora con N2 para asegurar la eliminacifn

completa del 02.



La merocianina 540 es un marcador fluorescente sensible al empaguetamiento

de la membrana.

El uso de este marcador fluorescente ha comenzado hace poco tiempo.
Ademas, se le ha prestado mis atencifn a las propiedades de su espectro de
absorcién que a la emisidén de fluorescencia. Asi, se sabe gue la posicidn
del méximo de la absorcifdn varia con la polaridad del solvente. Se cree que
la merocianina se ubica en las membranas algo por encima de la cadena del
glicerocl. La meracianina en solucidn acuosa tiene una baja eficiencia de
Flunrescencia,en solventes orgénicos se produce un gran aumento del rendi-
miento cudntico y un carrimiento del pico de emisidn desde 570 a 590 nm.

En membranas lipidicas, la altura del pico a 590 depende inversamente del
grado de empaquetamiento del sistema (51).

La relacifin molar marcador/lipido, en nuestros experimentos fue 1:150,

la concentracidn de microsomas 100 yg prot/ml  y la concentracidn de lipidos

0,2 mM.

MEDICIONES ENZIMATICAS

La velocidad inicial se determind extrayends alicuotas de la mezcla de incu-—

bacién a distintos tiempos.

En todos los'ensayos se empled p-nitrafenol como aglicdn. La velocidad
inicial de la reaccidn enzimitica (v) se determind de acuerdo a la técnica
de Zakim y Vessey, midiendo la desaparicién de p-NF (295). La mezcla de
incubaci6n contenia Tris-ClH 50 mM PH=7,4; Mg 012 1,0mM, cantidades varia-
bles de A UDPG (0,1 a 5 mM); cantidades variables de p~-NF (G,1 a 0,5 mM) y

0,8 a 1,5 mgr de proteina microsomal en un volumen final de 0,6 ml,
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Los tubos se precalentaron a la temperatura deseada y la reaccidn se
inicid por el agregado de la enzima. Luego de una répida agitacién se sacd
una alicuota que sirvid como blanca. Posteriormente se sacaron otras ali-
cuotas a distintos tiempos (entre 6 y 9 extracciones por tubo) y se agrega—
ron sobre TCA 0,1 M. Los tiempos de las extracciones se regularon de acuer-
do a la actividad de la preparacidn microsomal, a la temperatura y a la can-
tidad de enzima agregada. Las muestras con TCA se centrifugaron brevemente,
los sobrenadantes se decantaron en tubos conteniendo KOH 10N para elevar el
PH a valores mayores de 10, y se leyeron las absorbancias a 400 nm,

El coeficiente de extincidn del p-nitrofenol en esas condiciones es
1,81 x 107 on?/mol.

Los datos asl obtenidos se ajustan a una curva de la forma:
3 2
y = ax + bx + cx + d

donde: y representa la absorbancia y x los tiempos. La derivada de la funcidn

para x = 0

r a hY
L-_Z-J = 0 donde ¢ es la velocidad inicial,
2 x "x=0 =

Todas las mediciones se efectuaron por triplicado y el correspondiente
ajuste se realizd mediante un programa a tal fin en una calculadora programa-
ble Hewlett-Packard HP~41 CV.

La misma técnica se sigue en presencia de UDP-NAGA, adecuando los tiem-
pos y la cantidad de proteina. En tales casos la concentracidn de UDP~-NAGA
se indica en la correspondiente figura.

Para los diferentes tipos de microsomas ensayados, las velocidades ini-

ciales asi calculadas fueron proporcionales a las cantidades de proteinas en

un amplio rango,



los Kmy la V se determinaron midiendo v a varias concentraciones de
max

p-NF v A UDPG.

Vessey y Zakim (306) demostraron que los datos cinéticos para la UDP-
glucuronil transferasa eran compatibles con un mecanismo de equilibrioc ré-

pido secuencial al azar, tal como se muestra en la figura 6. Explicaremos
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a continuacidn la forma en gue se determinaron las constantes cinéticas para

tal sistema, Supongamos gl siguiente eguilibrio:

K
E + B ~—B— EB

+ +
A A
/| Al
K L
A 7 Ka ‘”KA
EA + B <= 8—= EAB—3E + P

Es un mecanismo secuencial al azar. E1 término secuencial indica que
todos los sustratos se deben unir a la enzima antes de que se libere cual-
guier producto. Y es al azar porgue no hay un orden preferencial para la
entrada de los sustratos. KA y KB son las constantes correspondientes a
los complejos binarios, es decir, cuando A y B se unen en primer lugar; y
K'A yy K'B son las constantes correspondientes a los complejos ternarios,
es decir, cuando A y B se unen en segundo término.

La figura 7 muestra una familia de gr&ficos daoble reciprocos que se

obtiene al representar 1/v en funcidén de 1/[B} variable, para varias con-

centraciones fijas de A, Si [A] = o0 toda la enzima disponible para combi-

narse con B estd como EA y el gréfico da —l/K'B. la inversa con signo nega-

tiva de la constante correspondiente a la reaccién EA + B=2EAB, &i [A] =0

la reaccidn predominante en la enzima es E + B = EB y asi el grifico nos

da -1/K _,
a-1/ :
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E-p-NF

KD-% NAUDPG
¥
E

E-p-NF:AUDPG — E-p-NFG-UDP —> E + p-NFG + UDP

KAUD:iQEii§§§ //////:ip-NF

E-AUDPG

FIGURA 6. Mecanismo de reacecidn postulado para la UDR-glucuronil
transferasa.
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FIGURA 7. Gréafico de 1/v versus 1/[B] para diferentes concentracicnes de

\\—1/KB

A fijas en un equilibrio ré&pidoc al azar.

1/[8]
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Llegariamos a conclusiones similares si se variara [A] dejando [ B] cons~
tante. Cabe sefalar que las velocidades que se obtienen en la interseccidn

con el eje y son las velocidades mlximas aparentes,

En la figura B se grafican esas intersecciones en funcidn de la [A] fija

que lasorigind, encontréndose una recta cuya ordenada al origen es la Vmax
de la reacci6n. De su interseccidn con el eje X se obtiene -1/K'A, es decir,

la constante correspondiente al complejo ternario cuando A se une en segundo

lugar,

Mediante el gré&fico de Hill se determind la cooperatividad aparente.

Con las velocidadss iniciales medidas se calculd el coeficiente de Hill

por medio de la siguiente ecuacifing

log Y =n log S - log Km

max -Y
ap.

Las concentraciones de p-NF y A UDPG se indican en las respectivas

figuras.

Midiendo las actividades enzimfticas a varias temperaturas se construyeron

las curvas de Arrhenius,

Para medir la temperatura con exactitud, se empled un termdmetro digital,

con una sxactitud de il 0,20 C.

Las concentraciones de p-NF y A UDPG se indican en las respectivas figuras.
E1l PH del buffer varid en 0,3 unidades entre la temperatura méxima y la

minima.
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1/V max. ap.

1/V max.
1/K'A <1/

1/ A]

FIGURA 8. Gré&fico de las vmax aparentes de la figura P en funcidn de las

correspondientes [Al fijas,
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E@ra detectar el grado de integridad de 1la membrana microsomal, se midid

la latencia de la manosa-6-fosfatasa.

las preparaciones microsomales no tratadas contienen dos tipos de es-
tructuras: a) vesficulas intactas y b) estructuras rotas que carecen de una
barrera de permeabilidad (334). La actividad de bajo Km de la M-6-P fosfo-
hidrolasa, Unicamente se expresa en los microsomas rotos, ya que los micro-
somas intactos son completamente impermeables a la M-5~-P a esta concentra-
cién (BSQ). Asi, la proporcién de los dos tipos de estructuras puede ser
fdcilmente determinado midiendo la actividad M-6-P asa antes y después del
tratamiento de los microsomas con detergentes. La actividad se determind
siguiendo la técnica de Arion y col. (334).

E1l porcentaje de latencia es la proporcidn de actividad que as expresa-
da (nicamente después de romper la barrera de permeabilidad de las vesiculas

microsomales y corresponde a la proporcidn de enzima que se encuentra en ve-

sioulas intactas.

% de latencia =

actividad de microsomas - actividad de @icrosomas
tratados (5 atar 100
x

actividad de microsomas tratados



CAPITULO II

METODOLOGIA ESPECIFICA

En este breve capitulo se describen ciertos procedimientos especificos

aplicados a algln experimento en particular,

LA CARENCIA DE ACIDOS GRASDS ESENCIALES.

los animales se dividieron en dos grupos. A un grupo se le suministrd
la dieta controlada ya descripta, y al otro una dieta semejante en la que
el acelte de maiz’era sustituido por glucosa,

Se les suministrd agua y comida ad-libitum. Se ensayd el efecto de la
alimentacidn apareada, no encontréndose diferencias significativas en cuanto
a las variables que se tienen en cuenta en este trabajo.

De ambas lotes se sacrifican animales a los 7, 14 y 21 dias de iniciado

el tratamiento,

105
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LA INCORPDRACION DE COLESTEROL "IN VIVO",

Los animales se dividieron en dos grupos. Al grupo control se lo ali-~
mentd con la dista controlada, anteriormente descripta, y al otro grupo con

la misma dieta m&s un 3% de colesterol.

Los animales se sacrificaron a los 25 dias de iniciado el tratamiento.

LA EXTRACCION E INCORPORACION DE COLESTEROL "IN VITRO".

£l aobjetivo de este experimento fue extraer e incorporar colesterol

selectivamente, sin aue se produjeran alteraciones en ningln otro componente.

Los 1lipidos polares y neutros se separarcn con écido silicico.

E1 extracto lipidico total (0,6 mgr 1ipido/ml de cloroformo) se mezcld
vigorosamente con &cido silicice (20:1 p/p), se filtrd y se lav dos veces
con cloroformo para eliminar 1ipidos neutros. Los fosfalipidos se eluyeron
con metanol, agregado en pequefias alicuotas y se concentraron en un evapora-
dor rotatorio bajo vacio. La relacién molar colesterol/fosfolipido bajd

desde 0,32 en los lipidos totales hasta 0,0008 en el extracto fosfolipidico.

Se prepararon liposomas pequenios por sonicacidn.

Se prepararon dos tipos de liposomas. Uno de ellos formado sdlo por los
fosfolipidos extraidos (LF) y el otro formado por los mismos fosfolipidos en-
rigquecidos con colssterol (LFC). los LF se prepararon en sacarosa 0,25 M
PH = 7. ©8e evaporaron cantidades apropiadas del extracto lipidico microso-
mal y se agregd la sacarvsa 0,25 M hasta alcanzar una concentracién 6mM en

fosfolipida, Luego se agitaron en un Vortex durante una hora a temperatura
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ambiente, bajo N2 para permitir que se eguilibren las dos fases. Para pre-
parar los LFC se agregd una cantidad apropiada de colesterol hasta alcanzar
una relacidn molar colesterol:fosfolipido 1:1. Los liposomas se centrifu-—
garon a 140.000 g durante 2 h para descartar vesiculas multilamelares y se

los conservd en atmbsfera de N2 & 4°C por no més de 24 hs,

@Cémo se modificd el contenido de colesterol de los microsomas?

Para transferir colesterol desde liposomas enriguecidos en colssterol
a membranas microsomales, se hubieran necesitado las proteinas transportadoras.

En estos experimentos se evita la purificacidén de esas proteinas trans-
portadoras empleando directamente el sobrenadante de 12,000 g, separadso por
ultracentrifugacién de los homogenatos de higado de cobayo durante 20 minu—
tos., Estos sobrenadantes contienen tanto los microsomas camo las praoteinas
transportadoras citosflicas., E1 procedimiento seguido fue el siguiente: se
sacrificaron los animales y se hizo un homogenato de higado. Este homogenato
se centrifugd a 12.000 x g durante 20 minutos y se separd el sobrenadante,
Para incorporar colesterol se incub$ un volumen de este sobrenadante con 9
volimenes de LFC durante 2 horas a 5-7° C y bosteriormente se centrifugd
durante 1 hora a 100.000 g. E1 "pellet” formado por microsomas enriquecidos
con colesterol se resuspendid en sacarosa 0,25 M y se recentrifugd en las
mismas condiciones.,

Para extraer el colestercl de los microsomas el sobrenadante de 12.C00 g
se centrifugd a 100.000 g durante 1 hora y el "pellet" se resuspendid en la
misma solucifn. Este "pellet" se incubl durante 2 hs a 5-7°C con LF (9 wld-
menes de liposomas por un volimen de sobrenadante de 12.000 g) y citosol

fresco (3 y 6 volUmenes de citosol fresco por 1 volumen de sobrenadante de
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12,000 g}. La mezcla se centrifugd a 100.000 g durante 1 hora y se lavd
una vez. Llos diferentes tipos de microsomas se mantuvieron a -B80°C hasta

el momento de su uso.



