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CAPITULO I

LA MEMBRANA MICROSOMAL NORMAL DE HIGADO DE COBAYOS

Aquí se reseñan algunas características de la membrana microsomal de 

hígado de cobayos, que fueron determinadas en el laboratorio, previo a los 

experimentos de modificación de estructura detallados posteriormente*  Esta 

caracterización parcial resultó imprescindible ya que no se contaba con 

experiencia respecto a dicho animal (pág. 80).

Se analizaron la composición de ácidos grasos de la membrana y sus 

características físicas por medio de la polarización de fluorescencia del 

DPH. Al mismo tiempo se estudiaron algunas propiedades cinéticas de la 

UDP glucuronil transferasa?en la membrana microsomal nativa, que han sido, 

y son aún, objeto de controversia.
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LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS»

El cobayo y la rata presentan diferentes composiciones de ácidos grasos.

Antes de comentar las características propias de la composición de 

ácidos grasos, explicaremos brevemente las nomenclaturas existentes para 

designar dichas ácidos grasos. Además de la denominación trivial, se em­

plean la nomenclatura abreviada y la sistemática. La primera indica el 

numero de átomos de carbono y el número de dobles ligaduras seguido del 

subíndice UJ , que denota el número de carbonos desde el último doble enlace 

hasta el metilo terminal inclusive. La nomenclatura sistemática también 

señala el número de átomos de carbono y el número de doble ligaduras, pero 

explicitando la posición de esas dobles ligaduras, numeradas a partir del 

grupo carboxilo.

En la Tabla I se comparan la composición de ácidos grasos de cobayos 

y ratas alimentados con dietas sintéticas de composición semejante. Se pue­

den apreciar diferencias marcadas en el contenido de ácido palmítico y, so­

bre todo, en los ácidos linoleico (18:2) y araquidónico (20:3w6).

Habíamos mencionado (pág. 69) que en el retículo endoplásmico se en­

cuentran las enzimas desaturantes y elongantes de ácidos grasos (51, 335) 

responsables de la síntesis de los ácidos grasos insaturados y polinosatu- 

rados. Los mecanismos de dicha biosíntesis, así como los factores que modu­

lan la actividad de las enzimas desaturantes han sido extensamente estudia­

das por diversos laboratorios en diferentes especies animales (336-338).

Las enzimas que forman los dobles enlaces entre los carbonos 6 y 7, 

5 y 6, y 4 y 5| y se denominan Δ6, Δ5 Δ4 desaturasas, respectivamente 

(339).
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TABLA I

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICROSDMAS DE HIGADO DE COBAYO Y RATA 

[porcentaje en peso).

Los resultados son la media de determinaciones en 4 animales 
procesados separadamente, con sus respectivas desviaciones 
estándar.

Los animales fueron alimentados durante 7 días con dietas 
sintéticas balanceadas.

Acido graso
Microsomas 
de cobayo

Mierosomas
de rata

14 : 0 0,8± 0,1 0,9 ±  0,1

16 : 0 13,9 ±  1,0 30,7 ± 1,2

16 : 1 1,2± 0,2 0,6 ± 0,1

18: 0 26,8 ± 1,2 25,8 ±  1,3

18 : 1 9,7± 0,4 6,1 ± 0,3

18 : 2 34,4 ± 1,1 11,3 ±  0,7

20 : 3w9 1,0±  0,1 0,2 ±  0,1

20 : 3w6 0,6±  0,1 0,4 ±  0,1

20 : 4w6 9,3 ±  0,4 20,8 ± 1,1

22 : 5w3 0,9 ± 0,1 0,4 ±  0,1

22 : 6w3 1,4 ±  0,2 2,8 ± 0,2

I D L 1,31 1,23
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La Δ6 desaturasa es la primera enzima de la secuencia de reacciones 

de la biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados, en los microsomes de 

células animales. Convierte los Δ9-enoil COA monoinsaturados, palmitoil 

y oleil-CoA, a los acil CoA Δ6, 9 15:2 y Δ6, 9 18:2, respectivamente. 

Además, convierte los tioésteres de los ácidos grasos esenciales linoleico 

y lino Iónico a ^-linolénico y 6, 9, 12, 15, 18:4, respectivamente. El 

orden de actividad es có-linolénico> 1inoleico oleico (340). La actividad 

de esta enzima cambia con la dieta (341) y la presencia de hormonas

(341, 342).

En la rata, el camino preferencial para la biosíntesis del ácido ara­

quidónico, comienza con la 6 desaturasa, continúa con una elongación a 

ácidos de 20 carbonos y luego una desaturación por efecto de una A 5 desa- 

turasa.

En cambio, poco se sabe de las rutas metabólicas de la biosíntesis de 

ácidos grasos polinosaturados en cobayos. En ensayos preliminares^se midie­

ron las actividades de las enzimas desaturantes en estos animales, encontrán­

dose valores muy bajos. Así, podría explicarse la diferencia en la composi­

ción de ácidos grasos entre ratas y cobayos. El mayor contenido de ácido 

18:2 del cobayo se debería a que este ácido graso no sería transformado en 

ácido araquidónico.

En la Tabla I también puede apreciarse el IDL-calculado como se indicó 

anteriormente (pág. 85). Este índice, evidencia un valor promedio, algo ma­

yor para los cobayos, tal vez debido al alto contenido de ácido palmítico 

de los microsomas de rata.

No obstante, la membrana microsomal de ambas especies se presenta rica 

en ácidos grasos polinosaturados, lo que facilita su interacción con las pro­
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teínas integrales creando un medio de fluidez adecuado para el mantenimien­

to de sus funciones biológicas.

LAS PROPIEDADES DINAMICAS

La selección de las condiciones experimentales permite disminuir los erro­

res del método.

Se estudiaron la estructura y la movilidad de esta membrana microso­

mal mediante la técnica de polarización de fluorescencia, empleando DPH 

como marcador. La Figura 1 muestra los espectros de excitación y fluores­

cencia del DPH en microsomas normales. Allí se evidencia una de sus carac­

terísticas espectrales más beneficiosas: la gran separación de las bandas 

de excitación y emisión (343). Se evita así la reabsorción de la luz emi­

tida y la transferencia de energía entre moléculas de marcador vecinas que 

originarían errores por defecto en las mediciones de polarización de fluo­

rescencia.

Debe prestarse especial atención a la selección de las condiciones 

experimentales. Ello implica no sólo el uso de condiciones ópticas adecua- 

dasjsino también, una apropiada concentración lipídica y relación lípido- 

marcador, que contribuyan a evitar los errores en las mediciones de polari­

zación de fluorescencia. Dijimos (pág. 91) que no basta descontar la con­

tribución de un blanco d. la señal de emisión registrada para evitar los 

errores por ’’light scattering”. En efecto, la Figura 2 presenta los resul­

tados de experimentos realizados en colaboración con el Dr. A.A.Paladini, 

donde se observa cómo varía r con la concentración de proteína, es decir, s
con la turbidez de la membrana microsomal. Los valores de las ordenadas
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300 400 500

λ(nm)

FIGURA 1 - Espectros de excitación y emisión del DPH en 

microsomas a 37°C. Para incorporar el DPH se 

siguió la técnica explicada en Procedimientos 

Experimentales (págs. 90 y 93) partiendo de una 

solución 1 mM del DPH en tetrahidrofurano.
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[prot.J μugr/ml

FIGURA 2 - Variación de la anisotropía de fluorescencia observada 

en función de la concentración de proteína microsomal 

a 37° C.

Los datos son la media de 6 determinaciones con sus 

respectivas desviaciones estándar.

Las condiciones experimentales son las mismas que en 

la Figura 1.
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corresponden a las anisotropías de fluorescencia, una vez descontados los 

blancos correspondientes. En abscisas se ha graficado la concentración de 

proteína, en lugar de las absorbencias (pág. 91), para facilitar la compa­

ración de los resultados. No obstante, ambas cantidades mantienen una re­

lación lineal en el rango estudiado. Una suspensión microsomal con 400 ^gr 

prot/ml presenta una D.O igual a 0,54 medida a 356 nm y 1 cm de camino óp­

tico. A medida que se diluye la muestra, la anisotropía aumenta siguiendo, 

inicialmente, la relación propuesta por Barenholz (329):

r*  = r - K D 0

lo que evidencia una d©polarización adicional no fundada en propiedades mo­

leculares del sistema sino en efectos de dispersión debidos a la turbidez 

de la muestra. La anisotropía no aumenta continuamente, como predice la 

ecuación anterior, sino que alcanza un valor máximo para disminuir luego 

abruptamente, como se observa en la Figura 2, para una relación marcador: 

lípido 1:200 (mol:mol). Coma la incorporación del DPH en membranas bioló­

gicas depende de la partición lípido-agua, al diluir apreciablemente la 

muestra podría favorecerse el pasaje del marcador desde la bipapa lipídica 

hacia su entorno acuoso. Esta salida provoca una gran caída en la aniso­

tropía medida, ya que el sistema ahora es anisotrópico y el rendimiento 

cuántico del DPH en el mismo es muy bajo.

Si la afinidad relativa del marcador por ambas fases fuera el único 

fenómeno determinante de los efectos descriptos, cabría esperar que un sis­

tema con una relación DPH:lípido 1:400 (molímol) exhibiera dicha quebradura, 

a concentraciones menores aún de proteína microsomal que la anterior. Sin 

embargo no sucede así, y más aún, una relación DPH;lípido-1:80 (mol:mol) 

no evidencia tal quebradura.
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Las curvas de la Figura 2 deben interpretarse sobre la base de dos 

efectos actuando simultáneamente: por un lado, Id- ya mencionad^, afinidad 

diferencial del marcador por las fases lipídica y acuosa y, por el otro, 

los diferentes rendimientos cuánticos del mismo en ambas fases. Entonces, 

para altas relaciones DPH:lípido como 1:80 (mol:mol), el rendimiento cuán­

tico de las moléculas que permanecen en la fase lipídica es tan alto que 

enmascara el efecto de aquéllas otras que pasan a la fase acuosa, no obser­

vándose ninguna quebradura en tales condiciones experimentales» Los mismos 

efectos pueden explicar la forma de la curva para una relación DPHzlípido 

1:400 (mol:mol).

La Figura 2 también da las condiciones para la mejor selección de la 

relación lípido:marcador. Evidentemente, la relación ideal sería aquélla 

que presente los valores más altos de anisotropía de fluorescencia. En ese 

sentido un cociente DPH:lípido 1:400 sería el indicado empleando una concen­

tración de proteína microsomal igual a 100 /^gr/ml» Con la relación DPH;lí- 

pido 1:200 (molimol), en cambio, es posible alcanzar concentraciones de 

ta 50 j^gr/ml. Se justifican así las condiciones experimentales elegidas 

para el DPH, que se mencionaron en la Parte II (pág. 93). El cociente DPH: 

lípido 1:80 (molzmol) exhibe fenómenos de transferencia de energía entre 

las moléculas del marcador, provocando una depolarización adicional de la 

fluorescencia medida, lo que hace desaconsejable su empleo.

La membrana microsomal de hígado de cobayos no presenta una TJ en el rango ---------------------------------------- ---------------------------------------------------------- t ----------------- - 
estudiado.

La Figura 3 muestra la dependencia del logaritmo de r en función de-S
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FIGURA 3 - Propiedades termotrópicas de la membrana microsomal 

normal, detectadas a través de la medición de la r Je| £)PH 
s

a distintas temperaturas.

Los resultados son la media de determinaciones en 4 

animales procesados separadamente, con sus despectivas 

desviaciones estándar. El ajuste se hizo por el método 

de cuadrados mínimos. Las condiciones experimentales 

son las mismas que en la Figura 1.
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1/T. Dicho gráfico sirve para detectar variaciones termotrópicas que apa­

recerían como discontinuidades en la pendiente, originadas en un cambio en 

la velocidad o en el rango de la rotación del fluoróforo. El gráfico de la 

Figura 3 no muestra ninguna transición de fase detectable,en el rango de 10 

a 40°C.

Las transiciones de fase gel-líquido cristalino de los lípidos se han 

encontrado en algunas membranas biológicas, tal como se indicó anterior­

mente (pág. 54). En el retículo endoplásmico de corteza adrenal se evidencia 

una transición de fase de este tipo mediante técnicas de polarización de 

fluorescencia (344). En membranas de retículo endoplásmico de tetrahymena 

piriform® se midieron alteraciones de la estructura y movilidad de la fase 

lipídica por técnicas de RPE, pera no apareció ninguna T, por encima de 0oC 
t

mediante técnicas de calorimetría diferencial (238). La membrana microsomal 

de hígado de rata no evidencia una transición de fase orden-desordBn entre 

0o y 50°C (280). En presencia de gliceral al 50% se observa una T, por de- t 
bajo de 0°C (281). Eletr y Zakim (289), en microsomas de hígado de cobayo 

detectaron alteraciones termotrópicas de los lípidos mediante RPE y marca­

dores fluorescentes, a temperaturas cercanas a los 20°C, que no se encuen­

tran por calorimetría diferencial de barrido (281). Esto indicaría que 

las alteraciones termotrópicas reportadas constituirían separaciones late­

rales de dominios sólidos en el estado líquido cristalino, más que verdade­

ras transiciones de fase del estado desordenado al ordenado (288).

Nuestros resultados muestran que la membrana microsomal de hígado de 

cobayos se encuentra en el estado líquido cristalino por encima de los 10°C, 

lo cual concuerda con el alto contenido de ácidos grasos polinosaturados de 

estas membranas



121

LA UDP GLUCUñONIL TRANSFERASA

Los gráficos de Lineweaver Burk de la UDP alucuronil transferasa na son 

lineales en todo el rango de concentraciones»

Vessey y col. (30?) encontraron que las representaciones de 1/v en fun­

ción de 1/ AUDPG, para la UDP-g lucuronil transferasa, no dan lineas rectas 

en todo el rango de concentraciones, sino que evidencian una concavidad 

hacia abajo, como consecuencia de un fenómeno de cooperatividad homotrapica 

negativa de la enzima. Este fenómeno desaparece al tratar los microsomas 

fosfolipasa A_ □ detergentes (308).
2

La figura 4 es una representación de Lineweaver Burk, para concentra­

ciones de A UDPG desde 0,25 hasta 25 mM. Nuestros resultados de dicha fi­

gura coinciden con aquéllos de Vessey y col. (307) observándose a concentra­

ciones de A UDPG hasta 2,5 mM una concavidad hacia abajo, A altas concen­

traciones de dicho sustrato la representación es lineal.

Si bien el objetivo de este trabajo no es dilucidar los mecanismos en- 

zimáticos de la UDP glucuronil transferasa, sino profundizar el conocimiento 

de su regulación lipídica, discutiremos brevemente las distintas explicacio­

nes que pueden darse respecto de este fenómeno cinético.

Siempre que aparecen curvas de esta forma pueden intentarse por lo.me­

nos dos explicaciones: un efecto cooperativo homotrópico negativo (345,345) 

y la presencia de dos enzimas con Km y V diferentes, catalizando la misma s max 
reacción (347). La primera explicación, apoyada por Vessey y col, (307) im­

plica que la enzima cumple con la ecuación de Michaelis Menten por encima 

de una concentración de A UDPG igual a 2,5 mM, mientras que por debajo de la
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12 3 4

1/[a UDPg][hw] -1

FIGURA 4 - Gráfico de Lineweaver-Burk para la UDP-glucuronil 

transferasa. Las velocidades iniciales se determinaran 

como se detalla en Procedimientos experimentales (p.97). 

La mezcla de incubación contenía Tris-CIH 50 mM PH 7,4, 

MgCl^ 1,0 mM, p-NF 0,4 mM, 1 mgr de proteína microsomal 

y las concentraciones de A UDP G que se indican en la 

figura en un volumen final de 0,6 mi.

Los resultados son la media de determinaciones en 3 ani­

males procesados individualmente, con sus desviaciones 

estándar
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misma se ajusta al comportamiento predicho por la ecuación de Hill:

Vmax

v donde n =coeficiente.de Hill

adopta en este casa valores menores que 1, indicando que la unión 

de cada molécula de sustrato disminuye la afinidad intrínseca de los sitios 

vacantes.

Así, los gráficos de 1/v en función de 1/S serán rectas para concen­

traciones de A UDPG mayares que 2,5 mM y exhibirán concavidad hacia abajo 

para concentraciones inferiores a dicho valor, ya que tal es el comporta­

miento predicho por la ecuación de Hill en estas condiciones.

La otra explicación supone que en todo momento7la velocidad de la reac­

ción enzimatica es la suma de dos contribuciones:

La Figura 5 muestra los gráficos correspondientes a cinco combinacio­

nes de dos enzimas con Km que difieren en un factor de 10, evidenciándose- s
una continua curvatura hacia abaja.

Cummings y col<(296) sostienen, tal como se explicó anteriormente (pág. 

71), que la UDP glucuronil transferasa está localizada mayoritariamente en 

la cara interna de la membrana microsomal, siendo inaccesible a las proteo­

sas, mientras que una pequeña proporción de la enzima estaría en contacto 

con la cara externa. Así la existencia de dos formas, la ’’escondida** y la 

"expuesta” de la enzima con diferentes Km y V genera, de acuerdo a estos is max
autores, la forma de los gráficos de 1/v en función de 1/S.

Si se invierte la ecuación (2), se obtiene:

coeficiente.de
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4 6 8 10 12 14

1 / S

FIGURA 5 - Gráfico de Lineweaver-Burk para dos enzimas catalizando

la misma reacción: V + V = 3 y Km = 0,1 Km ,max 1 max 2 12
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1
v

(5)

donde predomina la forma de bajo Km de la enzima.

Así, la presencia de una zona lineal a altas concentraciones de sus­

trato, en un gráfico de 1/v en función de 1/S no excluye la presencia de 

dos enzimas con Km diferentes catalizando la misma reacción,s
Las características del gráfico 1/v en función de 1/S permiten obser­

var con mayor detalle la forma de las curvas a bajas concentraciones de sus­

trato (Figura 4). En la Figura 6 se amplía la escala de la Figura 4 para 

altas concentraciones de A UDPG. Para trazar la zona lineal de dicha curva, 

se calcularon los coeficientes de correlación para distintos conjuntos de 

datos, encontrándose el máximo coeficiente de correlación (R = 0,998) para 
0,04 < 1/ f A UDPG J (mWlF^ 0,4.

y a altas concentraciones de S esta relación se aproxima asintóticamente a 

una forma lineal.

Esta ecuación define la zona de la curva donde la forma de alto Km 

la enzima^ejerce su máxima contribución a la velocidad inicial, v.

A muy bajas concentraciones de sustrato, la ecuación (3) conduce a 

una segunda aproximación lineal:
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1/[A UDPG](mMj1

FIGURA 6 - Ampliación de la curva de la Figura 4 para altas concentracio­

nes de A UDP G.
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Estos resultados serían compatibles con un cambio de comportamiento 

de micheliano a cooperativo al bajar la concentración de sustrato por de­

bajo de 2,5 mM o con un neto predominio de la Forma de alto Km de la enzima 

a altas concentraciones de sustrato.
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CAPITULO II

LA CARENCIA DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES

Cuando se realizaron estos experimentos*existía  una tendencia genera­

lizada que consideraba a la fluidez de la membrana como la responsable de 

los más diversos fenómenos en los sistemas biológicos. Así, el transporte 

a través de membranas,las actividades enzimáticas, la división celular, al­

gunos efectos hormonales y el reconocimiento a nivel de receptores, pare­

cían depender del estado de fluidez global del sistema.

Estos hechos se sustentaban en los exitosos experimentos de Shinitzky 

(50) a nivel internacional y Farías (228) en nuestro país. Este último, en 

particular, detectó numerosas correlaciones entre los coeficientes de Hill 

de enzimas alostéricas y la fluidez, medida a través del índice de dobles 

ligaduras, para diversos sistemas estudiados. En ese contexto quisimos 

investigar la relación entre las propiedades alostéricas de la UDP glucuronil 

transferasa y la dinámica de la membrana microsomal
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Para etilo se alimentaron cobayos con dietas carentes de ácidos gra­

sos esenciales, tal como se indico anteriormente (página 105), esperando 

que la ausencia de los mismos provocara una disminución de su concentración 

en la membrana microsomal, capaz de alterar las propiedades Físicas de esta 

última y la cinética de la UDP-glucuronil transferasa.

La carencia de ácidos grasos esenciales en los mamíferos origina sín­

tomas típicos en la piel y mucosas, así como en diversos órganos, condu­

ciendo a la muerte del animal, si el tratamiento se extiende por períodos 

largos de tiempo. Por eso en nuestros experimentos se estudiaron los efec­

tos de la deficiencia de ácidos grasos a tiempos cortos, obteniéndose un 

patrón típico de deficiencia de ácidos grasos temprana sin síntomas de en­

fermedad en los animales,

LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS,

La carencia de ácidos grasos esenciales altera significativamente la compo­

sición de ácidos grasos de la membrana microsomal.

La alimentación de cobayos con dietas carentes de ácidos grasos esen­

ciales provocó cambios típicos en el patrón de ácidos grasos de la membrana 

microsomal. Los datos de la Tabla II evidencian una disminución gradual 

del contenido del ácido linoleico, acompañado de un aumento progresivo en 

la proporción de los ácidos palmitoleico y oleico, constituyendo todos es- 

tosjsíntomas inequívocos del desarrollo de una carencia de ácidos grasos 

temprana. Asimismo, se observa un incrmento en la proporción del ácido pal- 

mítico. En efecto, a los 14 días de tratamiento, ya se aprecian diferencias
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TABLA .II

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICROSOMAS DE COBAYOS ALIMENTADOS CON

DIETA NORMAL Y CARENTE DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES (Fbrcentaje en peso).

Tiempo de alimentación con dieta carente de
Acido graso ácidos grasos esenciales (en días)

0*  7 14 21

*) Corresponde a cobayos alimentados con dieta normal durante 7 días.

I D L

14 ♦ 0

16 •• 0

16 • 1

18 0

18 • 1

18 • 2

20 • 3tU9

20 • 3U/6

20 • 4u/6

22 • 5u/3

22 *• 6lu 3

1,31 1,22 1,12 1,02

0,8 - 0,1 0,9 - 0,1 1,0 + 0,1 1,3 í 0,1 O

13,9 t 0,6 15,4 í 0,5 16,8 + 0,6 O 18,5 í 0,5 O

1,2 - 0,1 1,5 - 0,1 2,0 + 0,1 9 2,4 - 0,2 .0

26,8 í 1,2 26,5 Í 1,1 26,4 4- 1,2 26,0 Í 1,1

9,7 i 0,4 12,9 í 0,4 9 17,5 0,7 O 21,6 - 0,9 O

34,4 í 1,1 30,1 í 0,8 9 24,3 + 0,9 O 19,0 - 0,6 o

1,0 i 0,1 1,0 i 0,1 1,1 + 0,1 1,1 i 0,1

0,6 - 0,1 0,7 t 0,1 0,5 + 0,1 0,5 í 0,1

9,3 t .0,4 9,0 í 0,3 8,8 + 0,2 8,3 - 0,3

0,9 ± □ ,1 0,8 t 0,1 0,7 + 0,1 0,6 i 0,1

1,4 ± 0,1 1,2 i 0,1 0,9 + 0,1 0,7 - 0,1

Los distintos símbolos indican los ácidos grasos de los microsoraas carentes 
que presentan diferencias significativas respecto de los microsomas norma­
les, con su correspondiente nivel de significación. Las comparaciones se 
hicieron mediante el test de Student, op <0,005 y <p< 0,001.

Los resultados son la media de determinaciones en 4 animales procesados 
separadamente,"con sus respectivas desviaciones estándar.
El IDL se calculó como se indicó en Procedimientos Experimentales (pág.85) 
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significativas en el contenido de este ácido graso. Sin duda, la conse­

cuencia más notoria es la ya mencionada disminución en el contenido de 

ácido linoleico. En efecto, los microsomas provenientes de animales ali­

mentados con la dieta carente de ácidos grasas esenciales, muestran dife­

rencias significativas en el contenido de ácido lineleico a partir del 

séptimo día de tratamiento. La disminución en los niveles de ácido ara­

quidónico, en cambia, es muy leve.

La rata presenta un patrón de deficiencia de ácidos grasos( semejante, 

aunque con una característica diferencial: la aparición del ácido eicosa- 

5,8,11-trienoico, el cual se encuentra en muy bajas concentraciones en la 

membrama microsomal normal. Es éste un efecto compensatorio muy difundido 

(335) en el que la disminución de un ácido graso polinosaturado esencial, 

b1 ácido araquidónico, origina el aumento de otro ácido polinosaturado de 

una familia no esencial: el ácido eicosa 5,8,11-trienoico antes mencionada.

Sin embargo, este mecanismo de compensación no se presenta en la mem­

brana microsomal de cobayos.

En el misma marco deben considerarse los aumentos de los ácidos palmi- 

toleico', y oleico. Así, la Tabla II presenta diferencias significativas 

en el contenido de ácido oleicoj a los 14 días de alimentación con la dieta 

deficiente en ácidos grasos esenciales, mientras que para el ácido palmi- 

toleico se observan diferencias significativas a partir del séptimo día de 

tratamiento.

En la Tabla II se toma como membrana normal a los microsomas prove­

nientes de cobayos alimentados durante 7 días con la dieta normal. Podría 

creerse que los cambios en la composición de ácidos grasos de dicha tabla 

se deben, en realidad, a variaciones dentro del lote control, dependientes 

del período de alimentación. La Tabla III desecha tal posibilidad, ya que
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TABLA III

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICROSOMAS DE COBAYOS ALIMENTADOS CON

DIETA NORMAL (porcentaje en peso)»

Los resultados son la media de determinaciones en 4 animales 
procesados separadamente, con sus respectivas desviaciones 
estándar.
El IDL se calculó como se indicó anteriormente (pág. 85). 

Acido graso
Tiempo de alimentación (en días)

7 14 21

14 : 0 0,8 í 0,1 0,8 - 0,1 0,7 í 0,1
/

16 : 0 13,9 - 0,6 13,4 í 0,7 13,8 - 0,5

16 : 1 1,2 - 0,1 0,9 í 0,1 0,9 - 0,1

18 ; 0 26,8 t 1,2 27,4 - 1,1 27,0 - 1,5

18 : 1 9,7 í 0,4 9,8 - 0,3 9,9 Í 0,4

18 : 2 34,4 - 1,1 34,8 t 1,2 34,5 í 1,3

20 : 3 a/9 1,0 - 0,1 0,9 Í 0,1 1,3 í 0,1

20 : 3u/6 0,6 - 0,1 0,4 í 0,1 0,5 Í 0,1

20 ? 4Lu6 9,3 - 0,4 9,5 - 0,5 9,5 - 0,4

22 : S o/ 3 0,9 - 0,1 0,7 Í 0,1 0,9 Í 0,1

22 : 6uJ3 1,4 t 0,1 1,4 í 0,1 i,s i 0,1

I 0 L 1,31 1,32 1,30
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no se observan diferencias en la composición de ácidos grasos de microso- 

mas en cobayos alimentados durante 7, 14 y 21 días, con la dieta normal de 

composición controlada,

.El.índice de dobles ligaduras decrece continuamente con el período de defi­

ciencia de ácidos crasos.

La Tabla II también exhibe las variaciones en el IDL como consecuen­

cia de la carencia de ácidos grasos esenciales. El cálculo de este paráme­

tro reviste especial importancia, ya que durante mucho tiempo fue considera­

do como uno de los factores determinantes de la fluidez de la bicapa lipídi­

ca y, más aún, como una estimación de dicha fluidez (229).

El IDL, que se relaciona con el número promedio de dobles enlaces por 

molécula, disminuye progresivamente al aumentar el período de deficiencia de 

ácidos grasos esenciales en los cobayas. Pero na ocurre lo misma en la rata. 

En efecto, a los cuatro días de tratamiento (335) se observa una caída del 

IDL, que se acentúa a los 11 días, cuando todavía el incremento en los ácidos 

monoinsaturados no fue capaz de compensar la pérdida de ácidos poliinsatura- 

dos de la familia linoleica. Este índice, sin embargo, se normaliza a los 

23 días de carencia, debido al aumento en la proporción de ácidos monoenoi- 

cos y a la síntesis e incorporación del ácido eicosa-5,8,ll-trienoico. En 

los cobayos, la caída continua del IDL se debe en gran medida a la falta de 

síntesis compensatoria de este último ácido graso.

La carencia de ácidos grasos no modifica la relación molar colesterolifosfo- 

lípido.

Para que el IDL pueda ser considerado como una medida de la fluidez 
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(229), otros parámetros tales como la relación FC:FE y el cociente coleste- 

rol : fosfolípido, deben permanecer constantes. El colesterol restringe la 

movilidad de las cadenas hidrocarbonadas por encima de la T (131) y elw
alto grado de empaquetamiento de la FE IQ, hace menos fluida que la FC (93), 

como se explicó anteriormente (pág. 33).

En la Tabla IV puede observarse que la carencia de ácidos grasos no 

altera la relación colesterol:fosfolípido a lo largo del período estudiado. 

La incubación de fibroblastos humanos con ácidos grasos polinosaturados (348) 

tampoco modificó la relación colesterol:fosfolípido. En algunas líneas ce­

lulares (349), se han detectado motantes en los que el aumento de ácidos 

grasos insaturados es acompañado por una disminución en dicha relación 

colesterol:fosfolípido (mol:mol). En otros sistemas (350) se han descripto 

aumentos de la relación FE:FC debido a incubaciones con ácidos grasos poli­

nosaturados.

LAS PROPIEDADES DINAMICAS

La carencia de ácidos grasos provoca aumentos en la r .---------------------- ----------- ------------------ ——-------------------------------s

La Figura 7 muestra cómo varía la r con la concentración de proteína s
microsomal para los microsomas con 21 días de carencia, comparativamente con 

los microsomas normales, discutido anteriormente, Puede apreciarse que las 

pendientes de ambas rectas no son iguales, lo que trae aparejado dos conse­

cuencias relacionadas entre sí. Por un lado, el error relativo que se come­

te al trabajar a altas concentraciones de pro teína, es mayor para los micro- 

somas normales respecto de los carentes. Por ejemplo, para los microsomas 

normales, el error relativo al comparar suspensiones de concentraciones igua-
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TABLA IV

RELACION COLESTEROL : FOSFOLIPIDO (mol:mol) EN MICROSOMAS

NORMALES Y DEFICIENTES EN ACIDOS GRASOS ESENCIALES»

Período de deficiencia (días)

O 7  14 21

Los resultados son la media de determinaciones en 3 animales 

procesados separadamente, con sus respectivas desviaciones 

estándar.



136

[prot.] ¿igr/ml

FIGURA 7 - Variación de la anisotropía de fluorescencia 

observada en función de la concentración de 

proteína microsomal a 37° C. Los datos son la 

media de 6 determinaciones con sus respectivas 

desviaciones estándar.

Las condiciones experimentales son las mismas que 

en la Figura 1.
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les a 50 yugr prot/ml y 400 pgr prot/ml es del 11%, mientras que para los 

microsomas carentes dicho error alcanza sólo un 4,3%. Por otro lado, si 

se comparan las anisotropías de fluorescencia de ambas membranas a una 

concentración igual a 400 ugr prot/ml se obtendrán diferencias mucho ma­

yores (19%) que las existentes a concentraciones de 50/jgr prot/ml (11,5%), 

conduciendo a conclusiones equivocadas respecto de las propiedades molecu­

lares del sistema.

Trabajando a esta última concentración de proteínas, se midió la r s 
a 37°C en las diversas preparaciones microsomales. La Tabla V indica un 

aumento progresivo de la r con el período de carencia que se hace signifi- s
cativo recién a los 21 días de tratamiento. Este resultado es de singular 

importancia, ya que demuestra que la carencia de ácidos grasos disminuye 

la fluidez de la membrana microsomal y que esta disminución, de acuerdo a 

los resultados disponibles, surgiría de la disminución en el IDL« Al res- \ 

pecto, la literatura es contradictoria. Algunos autores (351), no encon­

traron cambios en la movilidad detectados por RPE, al incorporar ácidos 

grasos con distinto grado de insaturación en la membrana plasmática de cé­

lulas en cultivo, mientras que otros (352), en condiciones similares pudie­

ron observar modificaciones de las propiedades dinámicas de dicha membrana 

plasmática.

La carencia de ácidos grasos no origina la aparición de una T, entre 10° y----------------------------------------------------------- £ ------------------
40° C.

Podría pensarse que la disminución de fluidez y del IDL de la membra­

na microsomal originaría un corrimiento de la T, hacia zonas de mayor tempe- t
ratura, posiblemente hasta su aparición en el rango entre 10° y 40°C. Para
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TABLA V

ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA ESTACIONARIA DEL DPH EN MICROSOMAS

NORMALES Y DEFICIENTES EN ACIDOS GRASOS ESENCIALES a 37° C.

Los resultadas son la media de determinaciones en 4 animales 

procesados separadamente, con sus respectivas desviaciones estándar. 

Se siguió la técnica indicada en la Parte II (pp. 90 y 93). (*) 

(*) Presenta diferencias significativas con los microsomas normales 

para p< 0,001.
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investigar tal posibilidad se midió las r^ en función de la temperatura, 

para membranas normales y membranas con 21 días de carencia de ácidos gra­

sos. Los resultados se muestran en la Figura 8, Los microsomas carentes,

al igual que los normales, no presentan ninguna discontinuidad ai la pen- 
3

diente al graficar log r x 10 en función a la inversa de la temperatura 
s

en °K, lo que descarta la posibilidad que se planteó al comienzo. La r^ de 

los microsomas carentes es siempre mayor que la correspondiente a los mi- 

crosomas normales, apreciándose las diferencias más marcadas a bajas tempe­

raturas. Posiblemente la magnitud del cambio de composición provocado por 

la carencia de ácidos grasos sea pequeña como para producir 

apreciable en la T - Otra explicación podría ser que la Tt t
a cambios en la composición de las cabezas polares, pero no

una variación

fuera sensible

modificacionesa

en la composición de los ácidos grasos (111) para la membrana microsomal.

LA UDR-GLUCURONIL TRANSFERASA

La coaperatividad aparente del A UDP G desaparece al aumentar el período de 

carencia de ácidos grasos.

En los experimentos que se detallan en este capítulo, se ha trabajado 

con una sola concentración de p-nitrofenol y concentraciones variables de 

A UDP G siguiendo la técnica descripta anteriormente (97). Se estudió 

cómo variaba la velocidad inicial con la concentración de A UDP G para los 

distintos tipos de microsomas, normales y carentes, mostrándose los resul­

tados en la Figura 9. Las membranas normales presentan una clara concavidad 

hacia abajo, en el gráfico de Lineweaver-Burk, para concentraciones de A UDP G 

<2,5 mM. A medida que aumenta el período de carencia, esa cooperatividad
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1/TK-1 103

FIGURA 8 - Propiedades termotrópicas de la membrana microsomal 

normal, detectada a través de la medición de la r 
s 

a distintas temperaturas. Las condiciones experi­

mentales son las mismas que en la Figura 3.

Los resultados son la media de determinaciones en

3 animales procesadas individualmente, con sus res­

pectivas desviaciones estándar.
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12 3 4

1 /[a UDPg] [idm] "1

FIGURA 9 - Gráfico de Lineweaver-Burk para, l’a UDA-glucu- 

ronil transferasa de microsomas normales y deficientes 

en ácidos grasos esenciales. Las condiciones experimen­

tales son las indicadas en la Figura 4.
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aparente desaparece hasta que, a los 21 dias de carencia, el gráfico corres­

ponde prácticamente a una enzima michaeliana. Los mismos resultados se 

pueden apreciar en una representación de Hill (Figura 10), donde se observa 

claramente que por encima de una concentración igual a 2,5 mM de A UDP G las 

pendientes para todos los tipos de microsomas son iguales a 1, mientras que, 

por debajo de esa concentración, se registra un aumento de la pendiente des- 

de 0,39 - 0,02 para microsomas normales, hasta 0,98 - 0,04 para microsomas 

con 21 dias de carencia de ácidos grasos esenciales.

La Tabla VI resume las propiedades cinéticas de la UDP glucuronil 

transferasa en los distintos tipos de preparaciones microsomales. Además 

de la variación en la cooperatividad aparente con el tiempo de carencia, se 

pueden observar las variaciones en la V aparente de la enzima. La deno- max
minamos V aparente porque fue medida para una concentración fija de max
p-nitrofenol» Dicha V disminuye progresivamente desde 8,5 - 0,3 n moles/ 

4"min mgr prot. para microsomas normales, hasta 5,5 - 0,2 n moles/min mgr prot. 

los microsomas correspondientes a 21 días de carencia de ácidos grasos esen­

ciales.

¿Pueden atribuirse los cambios en las propiedades cinéticas de la UDR-glucu- 

ronil transferasa a variaciones en la fluidez de la membrana?

Se conocen diversos mecanismos de modulación de la actividad enzima- 

tica (pág. 58) por acción de los lípidos. Podríamos dividirlos en dos gran­

des grupos? regulaciones globales, a través de cambios en el estado físico 

de los lípidos y regulaciones directas para aquellas enzimas que tienen un 

requerimiento específico por un tipo particular de lípido.

Kimelberg y Papahadj oupo los (56, 224) encontraron correlaciones entre
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FIGURA 10 - Gráfico de Hill correspondiente a los datos experimentales de 

la Figura 9. Las rectas fueron ajustadas por el método de cua­

drados mínimos. Las pendientes y sus respectivas desviaciones 

estándar se calcularon mediante el correspondiente análisis 

estadístico y constan en la Tabla VI. Las explicaciones de los 

símbolos corresponden a las dadas en la Figura 9.
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TABLA VI

PROPIEDADES CINETICAS DE LA UDP-GLUCURONIL TRANSFERASA EN MICROSOMAS

NORMALES Y DEFICIENTES EN ACIDOS GRASOS ESENCIALES.

n

Vmax ap.

□ Presentan diferencias estadísticas con los microsomas normales para p< 0,005.

Los valores de n se obtuvieron a partir de las pendientes de las rectas de

la Figura 10, determinadas por cuadrados mínimos.

Las desviaciones estándar fueron calculadas mediante el correspondiente 

análisis estadístico.

Los valores de V (n moles/min mgr prot) y sus desviaciones estándarmax ap•
se obtuvieron de la misma forma a partir de la Figura 9, efectuando el co­

rrespondiente análisis de regresión por cuadrados mínimos para altas concen­

traciones de sustrato.
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la fluidez de las cadenas de hidrocarbonados y la reactivación de la
■4*  (Na , K ) ATP asa purificada. En nuestro laboratorio, Garda y Brenner 

(226, 227) demostraron que el transporte de la glucosa 6 fosfato hasta el 

lumen de la membrana microsomal es afectado por la incorporación de alcoho­

les de bajo peso molecular y colesterol, que modifican la estructura y mo­

vilidad de la bicapa lipídica. Muy relacionados con nuestros experimentos 

se encuentran aquéllos de Farias y col. (229), quienes, como ya se mencionó 

han encontrado numerosas correlaciones entre la cinética de enzimas alosté- 

ricas y el grado de fluidez de las membranas donde ellas se encuentran.

El caso de la UDR-glucuronil transferasa, sin embargo, no aparece 

con tanta claridad todavía. En estos experimentos se detectan cambios en 

la fluidez, atribuibles a variaciones en el IDL, ya que la relación coles­

terol: fosfolípido se mantiene constante. A su vez, aparecen modificaciones 

graduales en la cooperatividad aparente de la UDP glucuronil transferasa. 

¿Es posible establecer una relación causa-efecto entre ambos resultados 

experimentales? La UDR-glucuronil transferasa es una enzima cuya actividad 

está restringida por los lípidos (301, 302) presentando diversas alteracio­

nes de acuerdo al mecanismo perturbador empleada. Más aún, la enzima puri­

ficada y delipidizada recupera su actividad por el agregado de fosfolípidos. 

Y es en este aspecto donde los dos grupos de investigadores > que han estu­

diado la enzima durante años coinciden ; el porcentaje de reactiva­

ción depende de la fluidez del lípido empleado. Erickson y col. (312) ob­

servaron que el grado de activación depende de la longitud y grado de insa­

turación de las cadenas de ácidos grasos de la lecitina utilizada. Por su 

parte Singh y col, (297) encontraron que la reactivación más eficiente se 

obtenía al emplear fosfatidilcolina de yema de huevo y fosfatidilcolina micro- 



somal en el estado fluido. A pesar de elloc creemos que nuestros resulta­

dos experimentales hasta aquí presentados, más los obtenidos por estos in­

vestigadores en el sistema purificado no son suficientes para concluir ine­

quívocamente que los cambios en la cinética de la UDP-glu curo nil transfer asa 

se sustenten en variaciones globales dinámicas de la membrana microsomal.
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CAPITULO III

LA INCORPORACION DE COLESTEROL "IN VIVO"

Can el objeto de dilucidar si las alteraciones en las propiedades 

cinéticas de la UDP-glucuronil transferasa se sustentaban en cambios de 

la fluidez de la membrana debido a la carencia de ácidos grasos, se en­

sayó otro método de modificación de la estructura: la incorporación de 

colesterol mediante dietas ricas en el mismo. Para ello se alimentaron 

cobayos con una dieta enriquecida en dicho esterol durante 25 días, tal 

como se indicó previamente (pág. 106), y se analizaron las propiedades 

dinámicas y estructurales de la membrana microsomal, así como las carac­

terísticas cinéticas de la UDP-glu curo nil transferasa.

ANALISIS LIPIDICO

La incorporación de colesterol no provocó cambios en la comfxasición..total

de ácidos grasos de la membrana microsoma 1.

Para evidenciar los cambios que pudiera promover la incorporación de 
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colesterol en la membrana microsomal, se analizó la composición de ácidos 

grasos. La Tabla VII no muestra diferencias significativas en el conte­

nido de ningún ácido graso, No obstante, se puede observar un leve aumen­

to en la proporción relativa de ácido linoleico y ácido araquidónico.

El IDL tampoco muestra diferencias apreciables entre los microsomas 

normales y los enriquecidos con colesterol. Estos resultados no concuer- 

dan con los obtenidos por otros autores (353), que describieron cambios 

en los niveles de ácidos grasos saturados y especialmente no saturados, 

al modificar el contenido de colesterol de células en cultivo.

Sería lógico esperar un aumento significativo del contenido de los 

ácidos polinosaturados como compensación del efecto rigidizante del este- 

rol. Sin embargo, como puede observarse, en el período estudiado no se 

evidenciaron tales efectos en nuestros experimentos.

La relación FG-FE disminuyó apreciablemente en los microsomas enriquecidos 

con colesterol.

El efecto del colesterol de la dieta sobre la composición lipídica 

de la membrana microsomal se puede observar en la Tabla VIII. Luego de 

25 días de alimentación con una dieta que contenía 3% de colesterol, los 

microsomas de hígados de cobayo evidenciaron prácticamente una duplica­

ción en el porcentaje del esterol. La incorporación de colesterol.en los 

microsomas hepáticos provocó un aumento de la relación colesterol-fosfolí- 

pido desde 0,31 hasta 0,45. Esta cifra se aproxima, pero no alcanza al 

máximo valor observada en membranas biológicas: una relación molar;coles­

terol: fosfolípido 1:1 medido por RMN y difracción de rayos X (4). Pero la 

administración de colesterol también provocó otros cambios, no esperados,
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TABLA VII

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICROSOMAS NORMALES Y ENRIQUECIDOS CON

COLESTEROL.

Símbolos: N = microsomas normales

Los resultados son la media de determinaciones en 3 animales 

procesados separadamente con sus respectivas desviaciones 

estándar.

N+C = microsomas enriquecidos can colesterol.
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TABLA VIII

COMPOSICION LIPIDICA DE MICROSOMAS NORMALES Y ENRIQUECIDOS CON COLESTEROL.

Lípidos N N + C

Colesterol 13,4 ±3,1 28,7 ± 2,3

Esteres de colesterol 1,9 - 0,1 3,1 - 0,2

Triglicéridos 1,2 * 0,2 1,8 - 0,1

Fosfatidilcolina 47,8 - 1,8 41,5 ± 1,9

Fosfatidiletañolamina 25,3 - 0,4 13,7 - 0,5

Fosfatidilinosito1 6,0 í 0,2 5,8 Í 0,2

Fosfatidilserine 2,1 - 0,2 3,2 t 0,1

Esfingomielina 2,3 t 0,4 2,2 í 0,2

Colesterol:fosfolípido (molímol) 0,31 + 0,10 0,4o - 0,08

Fosfatidilcolina:
fosfatidiletañolamina (p:p) 1,89 3,03

Símbolos: N = microsoma normal

Los resultados son la media de determinaciones en 3 animales procesados 

separadamente con sus respectivas desviaciones estándar

N+C - microsoma enriquecido en colesterol.
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en la composición lipídica de la membrana microsomal. En efecto, la Tabla 

VIII muestra un notable incremento de la relación FC-FE, provocada por el 

tratamiento. En lugar de un aumento compensatorio en el contenido de áci­

dos grasos polinosaturados, la membrana microsomal exhibe un incremento 

en la relación FO-FE originada principalmente en una brusca disminución 

del porcentaje relativo de la FE.

Es conocido que la temperatura de transición de las FE es entre 15° 

y 20°C superior a las correspondientes FC. Los grupos fosforiletaño lamina 

forman una red compacta, estabilizada por fuertes interacciones, electros­

táticas y puentes de hidrógeno entre el nitrógeno de grupo amonio y los 

oxígenos del fosfato. En cambio, la fosfatidilcolina presenta un empaque­

tamiento menos efectivo; en el que las moléculas de agua de hidratación 

forman puentes de hidrógeno con los oxígenos del enlace fosfato, disminu­

yendo las repulsiones entre grupos con la misma carga. Esto explicaría 

la mayor fluidez de la FC con respecto a la FE (93), y por lo tanto el 

efecto compensatorio con respecto a la incorporación de colesterol.

La FC y la FE tampoco presentan diferencias significativas en sus compo­

siciones de ácidos grasos.

La Tabla IX presenta las composiciones de ácidos grasos de la FC y 

la FE, los fosfolípidos mayoritarios de la membrana microsomal. Si bien 

no aparecieron diferencias en la composición de ácidos grasos como conse­

cuencia de la incorporación de colesterol, se observa, sin embargo, algu­

nas características interesantes. El índice de dobles ligaduras de la 

FC es sensiblemente menor que el correspondiente a la FE. Esta es una 

característica generalizada de la FE, descripta incluso en la membrana 

plasmática de células en cultivo (351),
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TABLA IX

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE FC y FE CE JICROSOMAS NORMALES Y ENRIQUE­

CIDAS CON COLESTEROL (Porcentaje en peso).

Símbolos: N = microsoma normal

+ C = microsoma enriquecido con colesterol

Los resultados son la media de determinaciones en 3 animales procesa­

dos separadamente con sus respectivas desviaciones estándar*
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La FC contiene un bajo porcentaje de ácido araquidónico, pero una gran 

proporción de ácido linoleico comparada con la FE»

LAS PROPIEDADES DINAMICAS.

El colesterol disminuye la movilidad translacional y rotacional en la 

membrana microsomal-

En estos experimentos se empleo el pireno como marcador fluorescente 

para investigar la movilidad translacional en la membrana microsomal, tal 

como se explicó anteriormente (oág. 96). La relación obtenido^ a

partir del correspondiente espectro de fluorescencia del pireno, es pro­

porcional a la movilidad translacional del marcador en una dada membrana. 

La Figura 11 muestra el efecto del colesterol sobre la eficiencia de la 

formación del excímero del pireno. Esta eficiencia aumenta linealmente 

con la concentración de pireno para ambas membranas, la normal y la enri­

quecida con colesterol. Pero los valores de son mayores en las mem-E M 
branas normales que en las enriquecidas con el es tero 1, para cualquier 

relación pireno:proteína. Así se pone de manifiesto el efecto condensan- 

te del colesterol que, sin embargo, ha sida negado por algunos autores 

(100, 135).

También estudiamos las propiedades termotrópicas de ambas membranas 

midiendo la r^ del DPH a distintas temperaturas. La Figura 12 indica que 

la r^ de las micro somas enriquecidos con colesterol es mayor que la co­

rrespondiente a microsomas normales en el rango de temperatura entre 10° 

y 4Q°C, aproximadamente. Asimismo, el gráfico no presenta discontinuida­

des en las pendientes, que pudieran indicar la aparición de una transición
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CONCENTRACION DE PIRENO (n moles/mgr prot.)

FIGURA 11 - Eficiencia de formación del excímero del pireno en micro- 
somas normales y enriquecidos con colesterol a 37°C.

Las muestras se prepararon como se indicó en Procedimientos 
Experimentales (pág. 96), a partir de una solución 5mM de 
pireno en acetona.
Se registró el espectro de fluorescencia excitando a 322 nm. 
Se obtuvieron así (470 nm) y Ipn (391 nm) cuyo cociente 
se gráfica en función de la concentración de pireno. Los 
resultados son la media de determinaciones en 3 animales 
procesados separadamente con sus respectivas desviaciones 
estándar.



FIGURA 12 - Propiedades termo trópicas de la membrana microsomal detecta­
das a través de la medición de la r del DPH a distintas 
temperaturas. Los resultados son la media de determinacio­
nes en 4 animales procesados separadamente, con sus respec­
tivas desviaciones estándar.
Las condiciones experimentales son las mismas que en la 
Figura 1.
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de fase en el seno de la membrana microsomal, lo que concuerda con el 

efecto estabilizante del esterol en bicapas lipídicas. La Tabla X resume 

los efectos del colesterol sobre las propiedades dinámicas de la membrana 

microsomal: la incorporación del 3% de colesterol en la dieta de cobayos 

durante 25 días, provocó un aumenta de la r del DPH desde 0,132 - 0,002 s
hasta 0,164 - 0,003, y una disminución de las pendientes I_/lt versusb M 
concentración de pireno, desde 0,023 a 0,017. Se pone de manifiesto así 

la disminución en la movilidad rotacional y translacional por acción del 

colesterol, ampliamente descriptas en vesículas artificiales (135).

El aumento de la relación FG-FE atenúa el efecto rigidizante del colesterol 

en la membrana microsomal.

Dado que la incorporación de colesterol modificó la relación FC-FE, 

quisimos investigar la contribución individual de cada uno de estos fos- 

folípidos a la r observada. Por esta razón se separaron la FC y la FE s 
por cromatografía en capa fina (pág. 52), para luego mezclarlas, mante­

niendo las mismas proporciones en que se encontraban en la membrana normal 

y en la enriquecida con colesterol.

Para investigar el efecto del colesterol, se prepararon vesículas 

con los tres componentes: FC, FE y colesterol, manteniendo también las pro­

porciones originales de la membrana objeto del análisis. En resumen, se 

“reconstituyó" la membrana microsomal con mezclas binarias de FC y FE o 

mezclas terciarias de FC, FE y colesterol. Las vesículas así preparadas 

se marcaron con DPH, tal como se indicó previamente (pág. 93), y se midió 

su r . Los resultados de estos experimentos se muestran en la Tabla XI.s
Las vesículas constituidas por FC y FE, manteniendo la proporción de las
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TABLA X

RESUMEN DE PROPIEDADES DINAMICAS DE MICROSOMAS NORMALES Y

ENRIQUECIDOS CON COLESTEROL A 37° C»

Símbolos: M = microsomas normales

M+C = microsomas enriquecidos con colesterol,

(*) Hay diferencias significativas para p <0,005.



isa

TABLA XI

PREPARACION DE LIPOSOMAS DE MICROSOMAS NORMALES Y ENRIQUECIDOS CON

COLESTEROL»

Símbolos: Co1(n) = contenido de colesterol en microsomas normales 
Col(+C)= contenido de colesterol en microsomas enriquecidos con 

colesterol.
+ C = microsomas enriquecidas con colesterol

N = microsomas normales

Las vesículas A y B se prepararon con las proporciones de FC y FE que 
aparecen en la Tabla VII4 excluyendo el resto de los fosfolípidos.

Las vesículas C y D se prepararon con las cantidades de FC,.'FE y colesterol 
que se muestran en la Tabla VII^ excluyendo los otros fosfolípidos.
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membranas normales (a), presentan una r mayor que las vesículas formadas s
por FC y FE, mezcladas en la proporción de las membranas enriquecidas con 

colesterol (8). Esto se debe a que estas últimas (B) presentan un aumento 

de la relación FC-FE, que las hace más fluidas. Si observamos el comporta­

miento de las mezclas ternarias, las vesículas (’C), "semejantes" a la mem­

brana microsomal normal, exhiben en cambio una r menor a las vesículass 
ternarias (□) reconstituidas en la proporción correspondiente a la membra­

na enriquecida con colesterol.

Estos experimentos muestran que, si bien la FC fluidifica la bicapa 

lipídica, dicho efecto no alcanza a compensar totalmente la acción global 

rigidizante del colesterol sobre la estructura de la membrana.

El aumento de la proporción FC-FE en este experimento, se debe, según 

Lim. y col. (356), a un aumento de la síntesis de FC inducido por el coles­

terol. Este aumento se correlaciona bien con un aumento en la actividad 

de la CTP fosfocolina citidil transferasa y su traslocación hacia los mi­

crosomas. Se considera que esta traslocación regula la actividad de la 

enzima (357) y determina la velocidad de biosíntesis de la FC, Sin embar­

go, no se conoce aún, exactamente, el rol que juega el colesterol modifi­

cando la afinidad de la enzima por la membrana.

EL COLESTEROL Y LA UDR-GLUCURONIL TRANSFERASA

La incorporación de colesterol modifica la cinética de la UDP-glucuranil 

transferasa.

Para estudiar el efecto del colesterol sobre las propiedades de 

la UDR-glucuronil transferasa, se determinaron las constantes cinéticas 

para la enzima, en microsomas normales y enriquecidos con colesterol. Se 
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midieron las velocidades iniciales de reacción, en función de concentra­

ciones variables de A UDP 0 a algunas concentraciones fijas de p-NF, y 

en función de cantidades variables de p-NF, para varias concentraciones 

fijas de A UDP G, tal como se explicó anteriormente (pág. 99). Si los 

datos se grafican en forma de doble recíproca, es posible obtener las 

constantes correspondientes a los complejos binarios. Al graficar luego 

las intersecciones sobre el eje 1/v en función de las concentraciones fi­

las de sustrato, se obtiene la V de la reacción y las constantes corres— 

pondientes a los complejos ternarios (pág. 99).

Este análisis cinético se efectuó en las microsomas normales y en 

los enriquecidos con colesterol. Las Figuras 13, 14 y 15 muestran los 

resultados correspondientes a los microsomas enriquecidas con colesterol, 

y la Tabla XII resume los datos cinéticos para ambos tipos de membranas.

Se puede observar que la incorporación de colesterol provoca incre­

mentos en la V y una disminución en todas las constantes, lo cue pone max
de manifiesto un aumento en la afinidad de la enzima por el sustrato, ya 

sea cuando éste se une en primer lugar □ cuando lo hace en segundo término.

La Tabla XII también muestra una variación en la cooperatividad apa­

rente del ácido UDR-glucurónico, provocado por la incorporación de coles­

terol. En efecto, dicho parámetro calculado a partir de la ecuación de 

Hill, pasa de 0,40 — 0,02 en los microsomas normales, a 0,65 - 0,03 en 

los microsomas enriquecidos con colesterol, indicando asi una tendencia de 

la enzima a pasar de una cinética no michaeliana a otra michaeliana.

¿Cuál es el mecanismo de acción del colesterol-sobre la UDR-glucuronil 

transferasa?

Hasta el momento no podemos atribuir los cambios en las propiedades
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[a UDPg] _1 [miM] _1

FIGURA 13 - Gráfico de Lineweaver-Burk para la UDR-glueuronil transfe­
rasa a 37° C, en microsomas enriquecidos con colesterol.

('□) 0,04 mM; ( 6 ) 0,06 mM; ( ® ) 0,1 mM; (O ) 0,2 mM

Los resultados son la media de determinaciones en 3 anima­
les procesadas individualmente eon sus respectivas desvia­
ciones estándar.
La v se expresa como n moles de p-nitrofenol conjugados 
por min por mgr de proteína microsomal.

Todas las rectas fueron ajustadas por él método de cuadrados 
mínimos.
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FIGURA 14 - Gráfica de Lineweaver Burk para la UDR-glucuronil transfe­
rasa a 37° C, ídem 13.
Las velocidades iniciales se grafican en función de canti­
dades variables de p-NF para cantidades fijas de A UDP G: 
2,5 mM (0), 3,5 mM (X); 5,0 mM (/i) y 8,0 mM (o).

Las velocidades se expresan como en la Figura 13.

Los resultados son la media de determinaciones en 3 anima­
les procesados individualmente, con sus respectivas des­
viaciones estándar.

Todas las rectas fueron ajustadas mediante el método de 
cuadrados mínimos.
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FIGUHA 15 - Las intersecciones sobre el eje 1/v de las figuras
13 y 14 se grafican en función de las concentraciones 
fijas de ambos sustratos para obtener V , K*

, i- n- UDP Gcual se explica en Procedimientos

Las rectas fueron ajustadas por el método de cuadrados 
mínimos.
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cinéticas de la UDP-glucuronil transferasa, exclusivamente a un efecto 

de la molécula de colesterol. En efecto, en estos experimentos dichas 

variaciones pueden deberse a una acción directa del colesterol, a una mo­

dificación de la relación FC-FE o a un efecto combinado de ambos. No obs­

tante, estos resultados señalan una coincidencia con nuestros experimentos 

anteriores: el aumento en el empaquetamiento de la membrana, originado 

por la incorporación de colesterol, o por la deficiencia de ácidos grasos 

esenciales, provocan cambios en la cinética de la enzima no michaeliana 

a michaeliana,

Hochman y col. (299) encontraron que la UDP-glucuronil transferasa 

delipidizada de hígado de cerdo, presentaba una cinética no michaeliana 

al ser reconstituido con vesículas unilamelares de FC en el estado gel. En 

tales condiciones, los gráficos de LineweaverSurk mostraban una concavidad 

hacia abajo. La base para este comportamiento cinético reside en la pre­

sencia de un sitio con alta afinidad y otro con baja afinidad para la unión 

del A UDP G. Estos dos sitios de unión se generan por la presencia de dos 

subunidades para la unión con el A UDP S ifl la misma molécula.

Cuando se reconstituye la enzima con fosfolípidos en el estado líquido 

cristalino, se produce un cambio en la cinética de la enzima, de no michae— 

liantt a michaelianp, mientras que uno de los sitios de unión para el A UDPG 

pierde su funcionalidad.

Sin embargo, se sabe que a temperaturas fisiológicas, los lípidos de 

la membrana microsomal se encuentran en el estado líquido cristalino (280), 

mientras que la UDP-glucuronil transferasa de la membrana nativa presenta 

una cinética no michaeliana (307). Para compatibilizer sus resultados, 

Hochman y col. (299) sugirieron que el entorno de la UDP glucuronil trans­

ferasa en la membrana nativa, se encontraría en el estado gel, es decir, 
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en un estado de empaquetamiento diferente con respecta al resto de los 

lípidos.

Nuestros resultados actuales, así como los obtenidos anteriormente 

con la carencia de ácidos grasos esenciales, muestran que la cinética no 

michaeliana de la enzima desaparece al disminuir la fluidez de los lípidos 

globales. Si analizamos estos experimentos a la luz de las ideas de Hoch­

man y col. (299), deberíamos admitir que los lípidos del entorno de la 

enzima se encuentran en la fase gel, mientras que los lípidos globales 

están en un estado líquido cristalino. Así, la carencia de ácidos grasos 

o la incorporación de colesterol rigidizarían los lípidos globales, produ­

ciendo un efecto fluidificante opuesto en el entorno de la enzima, que 

cambiaría su cinética no michaeliana por otra michaeliana.

La existencia de entornos enzimáticos, en un estado físico uistinto 

al de los lípidos globales, ha sido suficientemente demostrada a la luz 

de los conocimientos actuales sobre la interacción lípidos-proteína (358, 

359). También se conoce que las proteínas tienen marcada preferencia por 

la fase líquido cristalina (130) y que el colesterol genera separaciones 

laterales de fase al interaccionar preferentemente con determinadas espe­

cies lipídicas (24, 52). Si a estos hechos le sumamos el requerimiento 

específico de la UDR-glucuronil transferasa por la FC (300), estaríamos 

en condiciones de enunciar un modelo que explicara la interacción de la 

UDP-glucuronil transferasa con el entorno lipídica. Se sabe que el coles­

terol interacciona preferentemente con lasfosfatidilcolinassaturadas (149), 

excluyendo a las moléculas insaturadas. Gruyer y Bloch (149) demostraron 

que el colesterol rigidiza vesículas con diferentes composiciones de ácidos 

grasos en el siguiente orden:

FC disaturadasfosfatidilcolinas monoinsaturadas>fosfatidilcolinas di-

insaturadas.
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La menor interacción del colesterol con las especies insaturadas da 

asidero a nuestra hipótesis, sugiriendo una posible segregación de las 

moléculas de fosfatidilcolina insaturadas respecto de los dominios coles­

terol- fosfatidilcolina saturada, Estas FC excluidas fluidificarían los 

lípidos del énulus de la UOP glucuronil transferasa provocando así el 

pasaje de una cinética no michaeliana a michaeliana.

En resumen, proponemos que los cambios en la cinética de la UOR-glu- 

curonil transferasa, debido a la incorporación de colesterol, serían la 

consecuencia de alteraciones en el empaquetamiento de los lípidos en 

contacto con la enzima (360).
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CAPITULO IV

LA INCORPORACION DE COLESTEROL "IN VITRO"

Dijimos en el capítulo anterior que los experimentos realizados no 

permitían atribuir los cambiOsS en las propiedades cinéticas de la UDR- 

glucuronil transferasa directamente a la molécula de colesterol. En efec­

to, la incorporación de colesterol “in vivo" fue acompañada de un incre­

mento no esperado en la relación FC-FE. Por eso resultó imprescindible 

desarrollar un método para modificar exclusivamente el contenido de coles­

terol de la membrana sin que se alterara el resto de los componentes lipi­

díeos.

Existen diversas técnicas para transferir colesterol entre membranas 

(36.1, 362), pera adolecen de dos grandes defectos. Algunas no son selec­

tivas y ademas del colesterol transfieren fosfolípidos, por ejemplo. 

Otras emplean tratamientos drásticos tales como altas temperaturas, lo que 

hace desaconsejable su uso en la membrana microsomal, ya queasi se destrui­

rían sus propiedades de barrera. El método ideado por el Dr. Garda en 
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nuestro laboratorio consiste en la fabricación de liposomas enriquecidos con 

colesterol, a partir de los mismos lípidos de la man brama microsomal, emple­

ando para la transferencia bajas temperaturas que no perturben la integri­

dad de dicha membrana. Además, la técnica evita la tediosa purificación 

de las proteínas transportadoras (363 ) mediante el uso del sobrenadante de 

12.000 g que contiene las membranas microsomales y el citosol. La técnica 

detallada para extraer e incorporar colesterol "in vitro" fue descripta en 

Procedimientos Experimentales (pág. 106).

ANALISIS LIPIDICO

La técnica empleada permite la extracción e incorporación específica de 

colesterol.

En la Tabla XIII se puede apreciar la necesidad de la presencia de 

las proteínas transportadoras para una transferencia eficaz del colesterol, 

En la primera línea se observan el contenido de colesterol y fosfolípidos 

del microsoma normal. En la segunda línea aparecen los resultados obteni­

dos al incubar dichos microsomas con liposamas enriquecidos con colesterol 

(LFC) durante 2 horas a 5° - 7° C. Como puede apreciarse, sólo se logra 

un leve aumento de la relación colesterol/fosfolípido, ya que en dicho sis­

tema no se encuentran presentes las proteínas transportadoras. Por el con­

trario, cuando se agrega citosol (N+C), mediante el usa del sobrenadante 

de 12.000 g (pág. 106), la relación colesterol:fosfolípido aumenta desde 

0,368 en los microsomas controles hasta 0,513 en los microsomas enriqueci­

dos con colesterol
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CONTENIDO DE COLESTEROL Y FOSFOLIPIDOS DE LOS MICROSOMAS MODIFICADOS.

TABLA XIII

Símbolos: Corresponden a las empleados en Procedimientos Experimen­

tales (pág. 106).

MN = microsomas normales

MN+LFC => microsomas normales incubados con liposomas enri- 
queridos en colesterol LFC.

N => microsomal control (so breña dan te de 12.000 g incubado
can liposoms LE)

N—C = microsomas-colssterol (microsomas con el contenido
de colesterol disminuido).

N+C = microsomas + colesterol (microsomas enriquecidos 
con colesterol)



Para extraer colesterol de la membrana microsomal se incubaron dichos 

microsomas con liposomas fabricados a partir de sus propios lípidos y can­

tidades variables de citosol fresco (pág. 106), obteniéndose así los mi- 

crosomas N-C que aparecen en la Tabla XIII*  En esta tabla también se apre­

cia un aumento en la relación fosfolípido:proteína, pars todos los tipas 

de microsomas, que tal vez sea debido a una pérdida de pro teína durante 

la incubación.

Los liposomas y los microsomas preparados como se indico en Procedi­

mientos Experimentales (pág. 106), difieren sólo en el contenido de coles­

terol, por lo que no se esperan cambios en ningún otro componente durante 

la incubación. Para corroborar esta hipótesis se analizaron la composición 

de ácidos grasos totales (Tabla XIV), y la composición de ácidos grasos de 

FC y FE (Tabla XV y XVl), no encontrándose diferencias entre los distintos 

tipos de microsomas. Tampoco aparecieron modificaciones en la distribución 

de los diversos fosfolípidos.

LAS PROPIEDADES DINAMICAS

La difusión lateral guarda una relación inversa con el contenido de coles­

terol.

Se evaluó la difusión lateral en los distintos tipos de microsomas, mi­

diendo la eficiencia en la formación del excímero del pireno. En la Figura 

16 se aprecia el efecto de la incorporación y extracción de colesterol so­

bre la movilidad lateral. La eficiencia en la formación del excímero del 

pireno aumenta linealmente con la cantidad de marcador , mientras que un 

aumento o disminución de la relación I /i corresponde a cambios opuestos
E M

en el contenido de colesterol de los microsomas modificados.
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TABLA XIV

-COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICROSOMAS CON CANTIDADES VARIABLES DE

COLESTEROL (percentaje en peso).

Símbolos: N = microsomas control
N+C » microsomas enriquecidos con colesterol
N-C = microsomas con menor contenido de colesterol.

Los resultadas son la media de determinaciones en 4 animales pro­
cesados por separado con sus respectivas desviaciones estándar.
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Símbolos: N = FC de microsomas control
+C = FC de microsomas enriquecidos con colesterol
-C = FC de microsomas con menor contenido de colesterol.

Los resultados son la media de determinaciones en 3 animales pro­
cesados separadamente con sus respectivas desviaciones estándar.

TABLA XV

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE FC DE MICROSOMAS CON DISTINTO CONTENIDO

DE COLESTEROL (Porcentaje en peso).



174

TABLA XVI

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE FE DE MICROSOMAS CON CANTIDADES VARIABLES

DE COLESTEROL (Porcentaje en peso).

Símbolos: N - FE de microsomas control
+C = FE de microsomas enriquecidos con colesterol.
-C = FE de microsomas con menor contenido de colesterol.

Los resultados son la media de las determinaciones en 3 animales 
procesados separadamente, con sus respectivas desviaciones estándar.
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CONCENTRACION DE PIRENO (n moles/mgr prot.)

FIGURA 16 - Eficiencia de formación del excímero del pireno 
en microsomas con distinto contenido de colesterol.

Las condiciones experimentales son las mismas que 
en la Figura 11.

Los resultados son la media de determinaciones en
3 animales procesadas separadamente con sus res­
pectivas desviaciones estándar.
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La r guarda una relación directa con el contenido de colesterol. 
----- s--------------------------------------------------------------------------------- ------------~

La Figura 17 muestra las anisotropías de fluorescencia del DFH medidas 

en función de la temperatura, para los distintos tipos de microsomas, los 

lípidos totales y los fosfolípidos extraídos de ellos.

A todas las temperaturas el orden relativo de las anisotropías ds fluo­

rescencia entre los distintos micrasomas es:

Para los lípidos totales la secuencia es: 

mientras que las anisotropías de los fosfolípidos extraídos de los tres 

tipos de microscmas coinciden. Por otra parte, al comparar las diversas 

fracciones extraídas de una misma membrana el ordenamiento es:

La primera desigualdad se explica a través del efecto rigidizante de 

las proteínas (84). La segunda desigualdad, sin embargo, podría no tener 

ese signa. En efecto, al pesar de los lípidos totales a los fosfolípidos 

se pierden el colesterol y los triglicéridos que ejercen, por cierto, efec­

tos antagónicos. Así, dependiendo de las cantidades relativas de coleste­

rol y triglicéridos podría invertirse el sentido de la desigualdad.

En todos los casos representados en la Figura 17, se obtuvieron líneas 

rectas que excluyen la posibilidad de una transición de fases en el rango 

estudiado.
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microsomas controlo-O-o
microsomas -colesterol2,4-

microsomas + colesterol

Fosfo lip idos 
extraídos de los 3 
tipos de microsomas 
totales:

♦. i. ©. j o

& ,,.A .>&

O,.0ff0
Lípidos

micro somas+colestero 1 
microsomas control 
microsomas -colesterol

FIGURA 17 - Propiedades termotrópicas de la membrana microsomal 
y diversas fracciones lipídicas, Los resultados san 
la media de determinaciones en 3 animales procesados 
separadamente, con sus respectivas desviaciones es­
tándar. Las condiciones experimentales son las mismas 
que en la Figura 1.
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El ácido trans parinárico detecta una separación de fases en los fosfo­

lípidos.

La Figura 16 muestra los espectros de excitación y fluorescencia del 

ácido trans parinárico. Así como el DPH, este marcador fluorescente pre­

senta una buena separación entre ambas bandas. Tal como se explicó ante­

riormente, el ácido trans parinárico prefiere la fase sólida y el cociente 

de polarización se mantiene constante con la temperatura para un dado por­

centaje de lípido en la fase sólida y aumenta abruptamente cuando se ini­

cia alguna solidificación de especies lipídicas. No sólo se midió el co­

ciente de polarización de las membranas microsomales sino, también, de los 

lípidos totales y fosfolípidos extraídos de ellas, con el objeto de deteo- 

tar nuevas alteraciones en las propiedades físicas del sistema al reducir 

la complejidad del mismo. Y este enfoque ha dado resultados en este caso 

particular. Así, las curvas correspondientes a la membrana microsomal con­

trol y a las que poseen menor contenido de colesterol no presentan ningún 

cambio abrupto que pueda indicar la aparición de fase sólida. En cambio, 

las curvas correspondientes a los lípidos totales presentan una suave cur­

vatura que evidenciarla la aparición de fase sólida aproximadamente a los 

20°C. En los,fosfolípidos se advierte un cambio abrupto a los 2D°C que 

indica inequívocamente la aparición de fase sólida a partir de dicha tem­

peratura. Por lo tanto, el resto de los componentes de la membrana, y en 

especial la proteína, actuaría enmascarando este efecto que se evidencia 

claramente en la fracción fosfolipídica. (Figura 19).

Una situación distinta se presenta en las membranas enriquecidas con 

colesterol. Para los microsomas y los lípidos totales se observa una 

línea recta, indicando que el aumento en el contenido de colesterol des­

truye cualquier indicio de separación de fases (135).

Por último, los fosfolípidos extraídos de los 3 tipos de microsomas 

presentan curves coincidentes con una abrupta transición a los 20°C,
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1,8

1,6

1,4

1,2-

10 20 30 40

t°C

• ------• microsomas + colesterol
o----- o microsomas control
a------- a microsomas - colesterol
• ----- • lípidos totales de microsomas + colesterol
o* *—o lípidos totales de microsomas control
a------- a lípidos totales de microsomas - colesterol
......... fosfolípidos extraídos de los 3 tipos de 

microsomas

FIGURA 19 - Variación del cociente de polarización P del ácido 
(i parinárico en función de la temperatura (°C).

Los resultados son la media de determinaciones en
3 animales procesados separadamente. Se siguió la 
técnica detallada en Procedimientos Experimentales 
(págs. 90 y 94).
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FIGURA 18 - Espectros de excitación / de emisión del ácido/3 parinárico 

en microsomas a 37° C. Se siguió la técnica que se indica 

en Procedimientos Experimentales (págs. 90 y 94), empleando 

una solución de ácido parinárico 1 mM en etanol.
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ya que la única diferencia entre los tres tipos de membranas es el conte­

nido de colesterol.

Integridad de la membrana microsomal.

A pesar de los suaves tratamientos empleados, ya sea para incorporar o 

extraer colesterol fue necesario verificar si la manipulación de las mem­

branas no altero significativamente la integridad microsomal y las propie­

dades enzimáticas. Así, la integridad microsomal se ensayó midiendo la 

latencia de la mañoso 6-fosfatasa. Los valores obtenidos fueran: 85, 81 y 

78% para las microsomas control, enriquecidos con colesterol y con el con­

tenido de colesterol disminuido.

LA UDP GLUCURONIL TRANSFERASA

El colesterol es el responsable de los cambios en la cinética de la UDP 

glucuronil transferasa.

Siguiendo la técnica habitual, se determinaron las constantes cinéticas 

de la UDP glucuronil transferasa para los tres tipos de microsomas. En la 

Tabla XVII se resumen las diversas constantes halladas. Los resultados obte­

nidos al incorporar colesterol ”in vitro” son análogos a los que obtuvimos 

mediante la dieta rica en colesterol. La V aumenta y los distintos Km max s
disminuyen, y se aprecia una tendencia de la enzima para pasar de una ciné­

tica no michaeliana a otra michaeliana, ya que el coeficiente de Hill se 

aproxima a 1. Por el contrario, la extracción de colesterol, evidenciado 

por la disminución de la relación colesterol:fosfolípido modificó muy poco 

el valor del coeficiente de Hill
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Estos nuevos experimentos donde se modifica exclusivamente el contenido 

de colesterol sin cambios en la distribución del resto de los componentes 

demuestra, sin dudas, que la concentración de colesterol a la bicapa es 

claramente responsable de los cambios dinámicos, estructurales y cinéti­

cos que se produjeron en los dos tipos de ensayos.

Las variaciones en el porcentaje de activación por la UDP-NAGA confirman 

el modelo propuesto.

La incorporación y extracción de colesterol de la membrana microsomal 

también modificó la activación por UDA-NAGA. En la membrana microsomal(Fig,20) 

intacta la UDP glucuronil transferasa es estimulada por la UDP-NAGA (307), 

pero este efecto se pierde en la enzima delipidizada (299). Solo la fos- 

fatidilcolina en la fase gel puede reactivar dicha forma de la enzima. En 

nuestros experimentos la extracción de colesterol de la membrana microso­

mal aumenta el porcentaje de activación de la UDP-glucuronil transferasa, 

indicando que la enzima se encuentra en un medio más empaquetado, opo­

niéndose al estado fluido de los lípidos como consecuencia de la salida 

de colesterol» Por el contrario, la incorporación de colesterol rigidi— 

zaí. los lípidos globales, fluidificando los lípidos del ánulus y disminu­

yendo la activación por la UDP-NAGA.

LA UDP-glucuronil transferasa presenta una quebradura en la curva de 

Arrhenius.

Los gráficos de la Figura 21 muestran que la curva de Arrhenius de 

la UDP-glucuronil transferasa presenta una quebradura y que la temperatura 

de esa quebradura es distinta en los microsomas normales y los microsomas 

enriquecidos con colesterol
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SIN CON
Microsomas % de

ActivaciónUDP-NAGAUDP-NAGA

Control 0,98 1,87 91

+ colesterol 1,12 1,59 41

- colesterol 0,92 2,10 128

FIGURA 20 - Gráfico de Lineweaver Burk de la UDP-glucuronil transferasa a
37° C, en función de 1/ (a UDP g)[mwj con (O) o sin (*)  el 

agregado de UDP-NAGA.

A: microsomas control; B: microsomas-colestero1; C: microsomas 

+ colesterol. Las concentraciones de p-NF y UDP-NAGA cuando se 

agrego, fueron 0,2 y 2,0 mM, respectivamente. El inserto muestra 

las velocidades iniciales (n moles/min mgr prot) y el porcentaje 

de activación de la UDP- N-acetilglucosamina para una concentra­

ción fija de A UDP G (1 mM).
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40 30 20 10 t°C
.----------------------------------------------------- I------------------------------------------------------------------|--------------------------------------------=• I | '

0 --------- ■ ■ I ....................   1--------------------- T--------------------- 1---------------------
3,2 3,3 3,4 3,5 l/TK'^O3

FIGURA 21 - Gráfico de Arrhenius para la UDP-glucuronil transferasa,
v se expresa coma en la Figura 20.
Los datos experimentales se ajustaron en una sola recta o en 
dos rectas que se cortan a una temperatura, la cual se varió 
en el rango medido. Los coeficientes de correlación de las 
rectas que se presentan son mayores que el coeficiente de 
correlación para una sola recta.

Las concentraciones de los sustratos fueron:
fA UDP Gj = 25 mM paralmgr, prot.en 0,6 mi volumen final 
£p-NFj= 0,4 mM.
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Al .analizar las causas de las quebraduras en las curvas de Arrhenius 

vimos que los orígenes podían ser muy diversos. Aún tratándose de una 

consecuencia de la interacción lípido proteína, todavía las causas pueden 

no ser inequívocas. Una quebradura en la curva de Arrhenius puede respon­

der a la T de los lípidos globales, a una separación de fases ¡>a la tempe­

ratura de transición de las lípidos del anulas. Una característica distin­

tiva es que la UDP-glucuronil transferasa presenta una Ea por encima de la

T. mayor que la encontrada por debajo de dicha temperatura. Algunos auto- t
res (289) consideraron que la quebradura a 2Q°C respondía a la T de la

w
membrana microsomal, pero se vió que la T de la misma estaba por debajo 

de 0°C (181). Los resultados de los que disponemos hasta ahora no nos per­

miten dar una explicación definitiva de este fenómeno.
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CAPITULO V.

NUEVAMENTE LA CARENCIA DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES.

El modelo que propusimos para la UDP-glucuronil transferasa se funda­

menta por un lado en las propiedades conocidas del colesterol, que a tra­

vés de interacciones preferenciales con algunos fosfolípidos puede crear 

zonas o dominios especializados y, por el otro, en el conocimiento acabado 

de la naturaleza de las proteínas que prefieren siempre la fase líquido 

cristalino. Se nutre, además, nuestra hipótesis, de los experimentos rea- 

lizados por el grupo de Zakim, que postula un "ánulus” en un estado físico 

distinto rodeando a la UDP-glucuronil transferasa.

Nuestra intención, al volver a tratar tenas relacionados con la caren­

cia de ácidos grasos, no es ofrecer más información al respecto, sino hacer 

hincapié en aquellos resultados nuevas que puedan aportar pruebas indirec­

tas al modelo propuesto.
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ANALISIS LIPIDICO

La carencia da ácidos grasos provoca cambios no sólo en la composición 

de ácidos grasos totales*  sino también en la composición de ácidos grasos 

da los fosfolípidos,

La Tabla XVIII muestra la composición de ácidos grasos de los microso­

mas normales y carente comparada con la composición de los microsomas ca­

rentes del primer experimento. Rjede observarse que el patrón de carencia 

es el mismo en ambos experimentos. La Tabla XIX analiza la composición 

lipídica de los microsomas normales y carentes. El tratamiento no provoca 

cambios en la distribución de los fosfolípidos ni en la relación FC:FE, 

así como tampoco en la relación colesterol:fosfolípido. Este resultado 

complementa nuestro experimento anterior, en el que no se midió la rela­

ción FC:FE, En este momento podríamos afirmar con más fundamento que las 

modificaciones de la fluidez de la membranajpue aparecencomo consecuencia 

de la carencia de ácidos grasos, se basan en la disminución del IDL. En 

efecto, los demás parámetros capaces de afectar la estructura dinámica no 

mostraron variaciones significativas durante los períodos investigados. 

Es más, nuestros experimentos parecen indicar, en contra de otras eviden­

cias (103) que el grado de insaturación y la fluidez de la bicapa lipídica 

estarían relacionados en una forma más o menos sencilla.

La Tabla XX presenta la composición de ácidos grasos de la FC y la FE 

normales y carentes. Se observa la misma tendencia que notamos al estudiar 

la composición de fosfolípidos de los microsomas normales y enriquecidos 

con colesterol: la fosfatidilcolina tiene un índice de dobles ligaduras 

menor que la fosfatidiletañolamina, Además la FC tiene un contenido de 

ácido araquidónico muy bajo, comparado con la FE. Estas diferencias entre



189

TABLA XVIII

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICROSOMAS NORMALES Y DEFICIENTES EN

ACIDOS GRASOS ESENCIALES (Pbrcentaje en peso).

Acida graso _____________ N____________ C _______________ C-

Símbolos: N » microsomas normales
C » microsomas carentes

C*  = datos extraídos de la tabla II

Los resultados son la media de determinaciones en 4 animales anali­
zados separadamente, con sus respectivas desviaciones estándar. 
Para el cálculo del IDL ver página 85.
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TABLA X|X

COMPOSICION LIPIDICA DE MICROSOMAS NORMALES Y DEFICIENTES EN ACIDOS GRASOS

ESENCIALES»

Símbolos: N = microsoma normal
C = microsoma' carente'

Los resultados son la media de determinaciones en 3 animales 
procesados separadamente con sus respectivas desviaciones 
estándar.

Lipidos

Colesterol

Esteres de colesterol

Triglicéridos

Fosfatidilcolina

Fosfatidiletañolamina

Fosfatidilinositol

Fosfatidilserina

Esfingomielina

Co les tero 1: fo sfo lípido 
(mol/mol)

Fosfatidilcolina:
Fosfatidiletañolamina (P:P)
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la composición de ácidos grasos de ambos fosfolípidos podrían considerar­

se como un mecanismo de compensación: la fosfatidiletañolamina (93), 

cuya cabeza polar es capaz de presentar una red compacta estabilizada por 

puentes de hidrógeno e interacciones electrostáticas, es la que contiene 

los ácidos grasos más fluidos. La composición de ácidos grasos de los 

fosfolípidos sigue el patrón característico de la carencia de ácidos gra­

sos temprana: se produce una disminución del ácido linoleico y un aumento 

del oleico en la fosfatidilcolina. En la FE aumenta el ácido oleico y el 

palmitoleico y disminuye el linoleico significativamente. El FI se carac­

teriza por su alto contenido de ácido araquidónico, superior al de cual­

quier otro fosfolípido. En la fosfatidilserina se observa una disminución 

significativa del ácido linoleico y del ácido araquidónico. (Tabla XXl).

La esfingomielina, en cambio, presenta características diferenciales. 

Es el fosfolípido con mayor proporción de ácidos grasos saturados. No obs­

tante, por efecto de la carencia disminuye aún más el IDL pasando de 0,57 

en cobayos normales a 0,51 en cobayos con 21 días de carencia de ácidos 

grasos. (Tabla XXII).

LAS PROPIEDADES DINAMICAS.

La carencia de ácidos grasos disminuye la movilidad rotacional y transla­

cional.

> 3La Figura 22 muestra el gráfico de log r x 10 en función de la inver- s
sa de la temperatura en °K. Tanto para los microsomas como para los lí­

pidos totales y fosfolípidos, las representaciones dan líneas rectas que 

indican la ausencia de transiciones de fase en el seno de la membrana.
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TABLA XX

COMPOSICION DE ACIDOS GRASDSDE FC y FE DE MICROSOMAS DE COBAYO NORMALES

Y CARENTES DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES (Porcentaje en peso)

Acido graso

14 : O

16 : O

16 : 1

18 : □

18 : 1

18 : 2

20 : 3n>9

20 : 3cu6

20 : W6

22 : 5oU3

22 : QUJ3

IDL

____ E_X  .......................... ELE______  
N______________ C_N C

Los resultados son la media de determinaciones en 3 animales procesados 

individualmente con sus respectivas desviaciones estándar.

O ® existen diferencias significativas para p<n0,005

□ = H II » p^0,001
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TABLA XXI

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE FI y FS DE MICROSOMAS DE COBAYO NORMALES

Y CARENTES DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES (Percentaje en peso).

Acido graso
F I

k........ ............ c.
F S

N, C

IDL

14 :: 0

16 :: 0

16 !: 1

18 :: 0

18 :: 1

18 :: 2

20 ;: 3(J9

20 :: 3U6

20 :: 4^6

22 :: 5U3

22 ;: 6UJ3

0,8 - 0,1

6,7 í 0,3

1,3 Í 0,1

39,6 Í 1,7

10.3 Í 0,5

19.4 Í 0,8

2,0 í 0,1

2,9 í 0,2

16,2 i 0,7

0,5 í 0,1

0,3 í 0,1

1,3 Í 0,1

7,5 t 0,3

2,2 ± 0,1 O

43,3 - 1,9

13,6 í 0,8

10,9 Í 0,5 o

3,7 í 0,2

3,0 t 0,1

14,0 í 0,6

0,3 Í 0,1

0,2 Í 0,1

1,5 í 0,1

7.2 t 0,3

1.3 í 0,1

37,8 Í 1,8

9.2 Í 0,6

27,7 í 1,3

1,1 - 0,1

1,5 - 0,2

10,2 - 0,6

1.3 Í 0,1

1,2 - 0,1

2,1 - 0,1

8,3 í 0,4

1.6 í 0,1

43.2 Í 2,1

13,0 Í 0,7

19.3 í 0,9 o

1,5 í 0,1

2,1 - 0,2

6.7 Í 0,3 o

1,2 í 0,1

1,0 í 0,1

1,30 1,08 1,22 1,00

Los resultados son la media de determinaciones en 3 animales proce­

sados individualmente con sus respectivas desviaciones estándar.

O= existen diferencias significativas para p<0,005
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TABLA XXII

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE EM DE MICROSOMAS DE COBAYO NORMALES Y

DEFICIENTES DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES (Porcentaje en peso).

Acido graso N C

C = EM de r-icrosomas deficientes en ácidos grasos 
esenciales.

14 0

16 0

16 1

18 0

18 1

18 2

20 0

20 1

20 2

22 o

22 2

24 0

24 1

I D L

Símbolos: N = EM de microsomas normales

Lgs resultados son la media de las determinaciones en 3 animales procesados 
separadamente, con sus respectivas desviaciones estándar. El IDL se calculó 
como se indica en Procedimientos Experimentales (pág. 85).

o Existen diferencias significativas para p < 0,005
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g.

FIGURA 22 - Propiedades termotrópicas de la membrana microsomal 
y diversas Fracciones lipídicas. Las resultados son 
la media de determinaciones en 3 animales procesados 
separadamente, con sus respectivas desviaciones es­
tándar. Las condiciones experimentales son las mis­
mas que en la Figura 1,
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Las diferencias de r son mucho mayores entre los fosfolípidos comparados s
con los lípidos totales, y en éstos al compararlos can las membranas mi-

crosomales. Además, el orden de empaquetamiento que puede desprenderse

de esta figura es el siguiente:

s membrana s lípidos totalesJ> s fosfolípidos

lo que indica el efecto rigidizante de las proteínas y del colesterol,tal 

cual se explicó en el capítulo anterior.

En la Figura 23 se aprecia que la movilidad translacional está dismi­

nuída en los microsomes

cualquier concentración

los microsomas normales

carentes respecto de los normales, ya que para 

de pireno los valores de I /I son superiores en
C. fin

respecto de los carentes.

Resumiendo, la carencia de ácidos grasos origina profundos cambios en 

la organización dinámica de la membrana microsomal,que se manifiestan en 

una disminución tanto de la movilidad rotacional, como de la movilidad 

translacional de los marcadores fluorescentes empleados.

Los fosfolípidos presentan una separación lateral de fases.

En la Figura 24 se puede apreciar el comportamiento de los ácidos^ y

parinárico en estudios termotrópicos. Los microsomas tanto normales co­

ma carentes manifiestan suaves ondulaciones en las representaciones de P 

versus la tsnperatura, lo que favorecería la idea de una transición enmas­

carada por ciertos componentes de la membrana, en especial la proteína*  

En efecto, si analizamos los lípidos vemos que la curvatuira es algo mayor 

y finalmente al estudiar el termotropismo de los fosfolípidos se aprecia 

un cambio abrupto en la curva, típico de una separación de fases en un 

sistema heterogéneo. Es interesante destacar que el cociente de polari-
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CONCENTRACION DE PIRENO (n moles/mgr prot.)

FIGURA 23 - Eficiencia en la formación del excímero del pireno.

Los resultados son la media de determinaciones de

3 animales procesados separadamente con sus respec­

tivas desviaciones estándar. Se siguió la metodología 

reseñada en la Figura 11.
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------------------------ ]-------------------------------------------------------J----------------------------------------------------- J

20 30 40

Acido 6 parinárico t°C

• ------ • microsomas carentes
o------ o microsomas normales
• ------ • lípidos totales de microsomas carentes
o------o lípidos totales de microsomas normales
• .......• fosfolípidos de microsomas carentes
O* *—o fosfolípidos de microsomas normales

Acido a parinárico
•£■—fosfolípidos de microsomas carentesFIGURA 24 - Variación del cociente de polarización de los ácidos 

y fe parinárico en función de la temperatura (°C).

Los resultados son la media de determinaciones en

3 animales procesados individualmente. Se siguió la 

técnica detallada en Procedimientos Experimentales 

(pegs. 90 y 94).
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zación se mantiene prácticamente constante, por debajo de 20° C. Esto se 

explica suponiendo que al concluir la separación lateral de fases no se 

forma más fase sólida y el cociente de polarización, que depende de la 

cantidad de lípidos en fase gel, permanece constante (332). En la misma 

figura se puede observar que el ácido ^parinárico es incapaz de detectar 

la separación de fases.

Debe destacarse que la variación en la composición de ácidos grasos, 

motivado por la dieta, no introduce cambios en la temperatura de la sepa­

ración de fases^que osciló alrededor de los 20°C.

La merocianina 540 también detecta separaciones de fase.

La Figura 25 muestra el espectro de fluorescencia de la merocianina 

540, en solución acuosa y en la membrana microsomal. Puede verse el gran 

incremento cuántico y el corrimiento del máximo de fluorescencia cuando 

se emplean entornos menos polares que el agua (51).

La Figura 26 muestra como puede emplearse la fluorescencia de la mero­

cianina para evidenciar separaciones de fase. Los microsomas presentan 

una suave curvatura, mientras que los fosfolípidos normales o carentes 

presentan un cambio abrupto en las pendientes.

Hacemos especial hincapié en este necho^ porque la literatura múestra 

el uso muy extendido de la espectroscopia de absorción de la merocianina 

54Q (51), como método sensible capaz de evidenciar las transiciones y se­

paraciones de fase en sistemas biológicas. Sin embargo, na se han hecho 

prácticamente estudios empleando la espectroscopia de fluorescencia de 

este marcador
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FIGURA 25 - Espectros de fluorescencia de la merocianina

540. La longitud de onda de excitación fue 540.

Para incorporar la merocianina 540 se siguió la 

técnica detallada en Procedimientos Experimenta­

les (pág. 97).
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FIGURA 26 - Variación de la intensidad de fluorescencia relativa 
de la merocianina en función de la temperatura (°C).

Los resultadas son la media de determinaciones en 3 
animales con sus respectivas desviaciones estándar.

Se siguió la técnica detallada en Procedimientos 
Experimentales (pág. 97).



Las curvas de Arrhenius de la UDP-glucuronil transferasa de microsomas

normales y carentes muestran discontinuidades a distintas temperaturas^x..... ----------- r. ' ■ ■- - ........ .. - ' -------------- ------—---------- -------- -- ------------" ' .......................................................... ..  '

La temperatura de discontinuidad en la curva de Arrhenius-de microsomas

carentes se presenta a temperaturas inferiores respecto de la correspon­

diente a los microsomas normales (Figura 27]. Este efecto coincide con 

el observado en el caso de los microsomas enriquecidos con colesterol.

Podría pensarse que ambas discontinuidades están relacionadas con la T
t

0 con la temperatura de separación de fases de la membrana total. Sin embargo,

esta hipótesis no podría dar cuenta de la distinta temperatura de discon­

tinuidad, presente en las membranas normales. Una explicación posible

sugiere que, tanto la carencia de ácidos grasos, como la incorporación de

colesterol, provocan reordenaraientos en los lípidos que orientan a los 

compuestos más insaturados?con menores temperaturas de transición hacia el 

entorno enzimático. Una prueba indirecta de ello se obtiene midiendo las 

propiedades termotrópicas de FC normales y carentes, es decir, más y menos 

fluidas.

La Figura 28 muestra tales estudios con el ácido ft parinárico y la me­

rocianina 540. Se puede apreciar que arabas fosfatidilcolinas , presentan 

cambios termotrópicos, cuya naturaleza no puede evidenciarse en estos ex­

perimentos. Sí pueden calcularse las temperaturas que caracterizan dichas 

transiciones.

En la Figura 29 se gráfica la velocidad de cambio de la intensidad

con la temperatura en función de la temperatura para la merocianina 540. 

Se aprecia claramente que las FC normales presentan una discontinuidad a 

temperaturas menores (a 18°C] que la FC carentes (a 27°C], lo que serviría 

insistimos, como evidencia indirecta para nuestras hipótesis previas.

Por último, la Tabla XXIII resume las propiedades cinéticas de la UDP-
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FIGURA 27 - Gráfico de Arrhenius para la UDP-glucuronil transferasa. 
Se emplea el método descripto en la Figura 21.
Las concentraciones de los sustratos fueron:

[ A UDP G.] = 25 mM 
[p-NF ] = 0,4 mM para 1 mgr prot.en 0,6 ml vol.final
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FIGURA 23 - Propiedades termotrópicas de la FC de animales 

normales y deficientes de ácidos grasos, medidas 

con merocianica 540 y ácido ft parinárico.
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d IFIGURA 29 - Gráfico de (—) en función de la temperatura para dt
la merocianina 540.en vesículas de FC de microsomas

normales y deficientes de ácicfos grasos esenciales»
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glucuronil transferasa en estos experimentos.

Puede observarse que, si bien la cooperatividad aparente se modifica 

en el mismo sentido que al incorcorar colesterol "in vitro", las otras 

constantes cinéticas muestran una variación inversa: la carencia de ácidos 

grasos provoca una disminución de la V y un aumento de los Km para todas max
las etapas estudiadas.
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CAPITULO VI.

EPILOGO

En este capítulo resumiremos las conclusiones 

particulares que fuimos explicando en cada 

experimento, para luego enfocar el modelo de 

regulación lipídica propuesto y sus evidencias

experimentales
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CONCLUSIONES

1} La membrana microsomal nativa de hígado de cobayos no presenta 

temperatura de transición en el rango entre 10° y 40° C, y por lo 

tanto se encuentra en un estado líquido cristalino de alta movilidad.

2) La carencia de ácidos grasos provoca cambios en la composición de 

ácidos grasos y en el índice de dobles ligaduras sin que se modifique 

la distribución de fosfolípidos ni la relación colesterol:fosfolípido. '

3) La carencia de ácidos grasos disminuye la movilidad rotacional y 

translacional de los marcadores fluorescentes.

4) La carencia de ácidos grasos modifica la cooperatividad aparente de

la UDP-glucuronil transferasa desde una cinética no michaeliana a otra 

michaeliana en forma progresiva con el tiempo de carencia.

5) La incorporación de colesterol ”in vivo" va acompañada de un aumento 

compensatorio de la relación FC: FE en la membrana microsomal.

6) La incorporación de colesterol "in vivo” no modifica la composición 

de ácidos grasos totales ni la de los fosfolípidos.

7) La UDP glucuronil transferasa pierde su cooperatividad aparente en 

rpicrosomas enriquecí dos con colesterol,

8) La incorporación de colesterol origina un aumento de la V . y unamax 
disminución de los Km de la UDP-glucuronil transferasa.s

9) Debido al aumento compensatorio de la relación FC:FE no es posible 

atribuir los cambios en las distintas propiedades de la membrana 

exclusivamente a la molécula de colesterol.
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10) El ácido/3 parinárico detecta separaciones de fases en membranas 

biológicas.

11) La extracción e incorporación de colesterol "in vitro" en la membrana 

microsomal permite la modificación selectiva en el contenido del esterol 

sin que se produzcan alteraciones en otros componentes de la membrana.

12) Los cambios en las propiedades cinéticas de la UDR-glucuronil trans­

ferasa son similares cuando se incorpora colesterol "in vivo" y 

cuando se incorpora colesterol "in vitro".

13) La emisión de fluorescencia de la merocianina 540 también sirve para 

detectar las separaciones de fase; «

14) Las FC normales y carentes presentan cambios termotrópicos a dis­

tintas temperaturas.

15) Las curvas de Arrhenius de la UDR-glucuronil transferasa presentan 

quebraduras que dependerían del "ánulus" lipídico.

CONSIDERACIONES FINALES

El modelo de Singery Nicolson nos transmitió una imagen fluida, pero 

homogénea de las membranas biológicas, que expresamente ignoró las conoci­

das propiedades químicas de sus constituyentes. Dijimos antes que durante 

algún tiempo nuestros pensamientos estuvieron gobernados en cierta forma 

por las ideas de Singer, pero en mayor medida por las de Shinitzky. Es así 

que comenzamos nuestra trabajo tratando de ver coma respondía la enzima a
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los cambios de fluidez originadas por la carencia de ácidos grasas. En un 

segundo experimenta todavía quedaba algo de esa propuesta inicial, Pero 

la profundización del conocimiento de las propiedades del colesterol nos 

mostró un sistema altamente específico, diferenciado y con interacciones 

capaces de provocar verdaderas separaciones de fase. Nuestra visión del 

problema fue cambiando hasta llegar a plantear un modelo regulatorio ba- 

sado en evidencias experimentales acerca del comportamiento de lípidos y 

enzimas y sustentado también en los experimentos de Zakim. Si bien pre­

tendimos que ese modelo fuera general, se saba principalmente en

interacciones en las que participaba el colesterol. Suponíamos que el 

colesterol interaccionando con las FC saturadas ’’enviaba**  las FC insatura­

das al ’’ánulus” de la enzima. Recientemente, experimentos con la carencia 

de ácidos grasos esenciales, contribuyeron a generalizar el fenómeno descrip- 

to.

Como los microsomas carentes y los enriquecidos en colesterol presenta­

ban corrimientos similares en sus temperaturas de discontinuidad, respecto 

de los normales, supusimos que la composición del ’’ánulus" sería el factor 

común que regiría tales efectos. Y como los corrimientos antes mencionados, 

implicaban una disminución de la temperatura 7 atribuible a las FE más 

insaturadas, estudiamos los comportamientos de fase de dos fosfatidilco- 

linas con distinto grado de fluidez que teníamos muy cerca nuestro: la
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FC normal y la proveniente de animales carentes, No queremos con esto 

significar que esas FC estén en contacto con la enzima en el ”ánulusM o 

que las transiciones de los lípidos del entorno sean iguales a las transi­

ciones de los lípidos generales. Simplemente es otra evidencia indirecta 

que sustenta el modelo propuesto con anterioridad. Por otra parte cree­

mos que toda la evidencia que se puede alcanzar en un sistema nativo es 

de tipo indirecta.

Seguramente, el mejor conocimiento de estas estructuras biológicas 

se alcance mediante una amplia confrontación de estudios en membranas 

nativas y en membranas reconstituidas.

De todas formas, no debe creerse que todos los fenómenos enzimáticos 

pueden ser explicados mediante el concepto de "ánulus". Las variaciones 

de los Km y la V de la UDP-glucuronil transferasa no parecen deberse max 

a los lípidos del entorno
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