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CAPITULO I

LA MEMBRANA MICROSOMAL NORMAL DE HIGADO DE COBAYOS

Aqui se resefian algunas caracteristicas de la membrana microsomal de
higado de cobayos, que fueron determinadas en el laboratorio, previo a los
experimentos de modificacidn de estructura detallados posteriormente. Esta
caracterizacidn parcial resultd imprescindible ya gque no se contaba con
expariencia respecto a dicho animal (p&g. 80).

Se analizaron la composicidn de acidos grasos de la membrana y sus
caracteristicas fisicas por medioc de la polarizacidn de fluorescencia del
DPH. Al mismo tiempo se estudiaron algunas propiedades cinfticas de la
UDOP 'glucuronil transferasa en la membrana microsomal nativa, gque han sido,

)
y son ain, objeto de controversia,
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LLA COMPOSICION DE ACIDOS GRASQS,

El cobayo y la rata presentan diferentes composiciones de &cidos grasos.

Antes de comentar las caracteristicas propias de la composicidn de-
Acidos grasos, explicaremos brevemente las nomenclaturas existentes para
designar dichos Acidos grasos. Ademds de la denominacifn trivial, se em=-
plean la nomenclatura abreviada y la sistemética. La primera indica el
nimero de &tomos de carbono y el nimero de dobles ligaduras seguido del
subindice W , que denota el nimerp de carbonos desde el Gltimo dable enlace
hasta el metilo terminal inclusive. La nomenclatura sistemética también
sefiala el nimerg de &tomos de carbono y el nimero de doble ligaduras, pero
explicitando la posicidn de esas dobles ligaduras, numeradas a partir del
grupo carboxilo.

En la Tabla I ss comparan la composicifn de Acidos grasos de cobayos
y ratas alimentados con dietas sintéticas de composicisn semejante. Se pue-
den apreciar diferencias marcadas en el contenido de Acido palmitico y, so-
bre todo, en los &cidos linoleico (18:2) y araquiddnico (20:3W6).

Habiamos mencionado (plg. 69) que en el reticulo endoplésmico se &
cuentran las enzimas desaturantes y elongantes de &cidos grasos (51, 335)
responsables de la sintesis de los acidos grasos insaturados y polinosatu-
rados., Los mecanismos de dicha biosintesis, -3i como los factores que modu-
lan la actividad de las enzimas desaturantes han sido extensamente estudia-
das por diversos laboratorios esn diferentes especies animales (336—338].

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

Sy6; yay?5; y se denominan 4 6,45 yA4 desaturasas, respectivamente

(339).



COMPOSICION DE ACIDOS GRASDS DE MICROSDMAS DE HIGADO DE COBAYD Y RATA

TABLA

I

(porcentaje en peso).

Acido graso Microsomas Microsemas
de cobayo 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 £ 9,2 0,6 ¥ 0,1
18 : O 26,8 ¥ 1,2 25,8 £ 1,3
18 : 1 9,7 X 0,4 6,1%0,3
18 : 2 aa,a t 1,1 11,3 £ 0,7
20 : 3wS 1,0 ¥ 0,1 0,2 £ 0,1
20 : 3w6 0,6 £ 0,1 0,4 ¥ 0,1
20 : QW6 9,3%0,a 20,8 £ 1,1
22 : 5wW3 0,9 % 0,1 0,4 0,1
22 : 6W3 1,4 20,2 2,8 £g,2
IDL 1,31 1,23

los resultados son la media de determinaciones en 4 animales
con sus respectivas desviaciones

procesados separadamente,
esténdar,

Los animales fueron alimentados durante 7 dias con dietas

sintéticas balanceadas,
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La A 6 desaturasa es la primera enzima de la secuencia de reacciones
de la biosintesis de acidos grases poliinsaturados, en los microsomas de
células animales., Convierte los 4 9-enoil CaA monoinsaturados, palmitoil
y oleil-CoA, a los acil CoA 46, 9 16:2 y 06, 9 18:2, raspectivamente.
Ademéis, convierte los tioésteres de las &cidos grasos esenciales linoleico
y = 1inolénico a ¥-linolénico y 46, 9, 12, 15, 18:4, respectivements. E1
orden de actividad es o¢ linolénico > linoleico > 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 biosintesis del acido ara-
guidénico, comienza con la A6 desaturasa, continda con una elongacidn a
dcidos de 20 carbonos y luego una desaturacidn por efecto de una A 5 desa-
turasa.,

En cambio, poco se sabe de las rutas metabdlicas de la biosintesis de
Acidos grasos polinosaturados en cobayos. En ensayos preliminar'es) se midie-
ron las actividades de las enzimas desaturantes en estos animales, encontrén-
dose valores muy bajos. Asi, podria explicarse la diferencia en la composi-
cién de &cidos grasos entre ratas y cobayos. E1l mayor contenido de acido
18:2 del cobayo se deberia a que este Acido graso no seria transformado en
acido araquidénico.

En la Tabla I también puede apreciarse el IDL. caleulado como se indich
anteriormente (pég. 85). Este indice evidencia un valor promedio, algo ma-
yor para los cobayos, tal vez debido al alto contenido de &cido palmitico
de los microsomas de rata.

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

en &cidos grasos polinosaturados, lo que facilita su interaccién con las pro-
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teinas integrales creando un medio de fluidez adecuado para el mantenimien—

to de sus funciones bioldgicas.

LAS PROPIEDADES DINAMICAS

La seleccidn de las condiciones experimentales permite disminuir los erroc-

res del métodq.

Se estudlaron la estructura y la movilidad de esta membrana micruoso-
mal mediante la técnica de polarizacidn de fluorescencia, empleando DPH
como marcador. La Figura 1 muestra los espectros de excitacién y fluores-
cencia del DPH en microsomas normales. Alll se evidencia una de sus carac~
teristicas espectrales mids beneficiosas: la gran separacidén de las bandas
de excitacién y emisién (343). Se evita asi la reabsorcidn de la luz emi-
tida y la transferencia de energia entre moléculas de marcador vecinas gue
originarian errores por defecto en las mediciones de polarizacidn de fluo=-
rescencia.

Debe prestarse espescial atencidn a la seleccibn de las condiciones
experimentales. Ello implica no sdlo el uso de condiciones dpticas adecua~
das,sino también, una apropiada concentracifn lipidica y relacidn lipido-
marcador, que contribuyan a evitar los errores en las mediciones de polari-
zacidn de fluorescencia. Dijimos {pég. 91) que no basta descontar la con-
tribucidn de un blanco 4 la sefial de emisidn registrada para evitar los
errores por "light scattering”. En efecto, la Figura 2 presenta los resul~
tados de experimentos realizados en colaboracién con el Dr. A.A.Paladini,
donde sas observa como varia r_ con la concentracidén de proteina, es dscir,

con la turbidez de la membrana microsomal. Los valores de las ordenadas
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FIGURA 1 - Espectros de excitacidn y emisidn dsl DPH en

A (nm)

microsomas a 37°C. Para incorporar el DPH se
siguid la técnica explicada en Procedimientos
Experimentales (pdgs. 90 y 93) partiendo de una

solucidn 1 mM del DPH en tetrahidrofurano.
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FIGURA 2 - Variacifin de la anisotropia de fluorescencia observada
en funcidn de la concentracidn de proteina microsomal
a 37°C.
lLos datos son la media de 6 determinacionss con sus
respectivas desviaciones estandar.
lLas condiciones experimentales son las mismas que en

la Figura 1.
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corresponden a las anisotropias de fluorescencia, una vez descontados los
blancos correspondientes. En abscisas se ha graficado la concentracidn de
proteina, en lugar de las absorbancias {pég. 91), para facilitar la compa-—
racién de los resultados. No obstante, ambas cantidades mantienen una re-
lacién lineal en el rango estudiado. Una suspensidén microsomal con 400 Mar
prot/ml presenta una D.0 igual a 0,54 medida a 356 rm y 1 cm de caminc ép-
tico. A medida que se diluye la muestra, la anisotropia aumenta siguiendo,

inicialmente, la relacidn propuesta por Barenholz (329):
rt =r-KDQO

lo gue evidencia una depolarizacidn adicional no fundada en propiedades mo-
leculares del sistema sino en efectos de dispersifn desbidos a la turbidez
de la muestra. La anisotropia no aumenta continuamente, como predice la
ecuacidn anterior, sino gque alcanza un valor maximo para disminuir luego
abruptamente, como se observa en la Figura 2, para una relacidn marcador:
1ipido 1:200 (mol:mol). Como la incorporacién del DPH en membranas biolé-
gicas depende de la particidn lipido-agua, al diluir apreciablements la
muestra podria favorecerse el pasaje del marcador desde la bizapa lipidica
hacia su entorno acusso. Esta salida provoca una gran caida en la aniso-
tropia medida, ya que el sistema ahora es anisotrdpico y el rendimiento
cuéntico del DPH en el mismo es muy bajo.

Si la afinidad relativa dsl marcador por ambas fasss fuera sl tnico
fendmeno determinante de los efectos descriptos, cabria esperar gque un sis-
tema con una relacidén DPH:1lipido 1:400 (molimol) exhibiera dicha guebradura,
a concentraciones menores ain de proteina microsomal gue la anterior. Sin
embargo no sucede asi, y mis afin, una relacifn DPH:11ipido=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 simulténeamente: por un lado, 13 ya mencionadd, afinidad
diferencial del marcador por las fases lipidica y acuosa y, por sl otro,
los diferentes rendimientos cuéinticos del mismo en ambas fases, Entonces,
para altas relaciones DPH:1ipido como 1:80 (mol:mol), el rendimiento cuén-
tico de las moléculas que permanecen en la fase lipidica es tan alto que
enmascara el efecto de agquéllas otras gue pasan a la fase acuosa, no obser-
vndose ninguna quebradura en tales condicionss experimentales. Llos mismos
efactos puedsen explicar la forma de la curva para una relacién DPH;lipide
1:400 (mol:mol).

La Figura 2 también da las condiciones para la mejor seleccién de la
relacidn lipido:marcador. Evidentemente, la relacidn ideal seria aquélla
gue presentse los valores mds altos de anisotropia de fluorescencia. En ese
sentido un cociente DPH:14ipidoc 1:400 seria =21 indicado empleando una concen-
tracién de proteina microsomsl igual a 100 ygr/ml., Con la relacifn DPH:1i-
pido 1:200 (mol:mol), en cambio, es posible alcanzar concentraciones de hase
ta 50 pugr/ml. Se justifican asi las condiclones experimentales elegidas
para el DPH, gue se mencionaron en la Parte 11 (pég. 93). E1 cociente DPH:
1ipidoc 1:80 (mol:mol) exhibe fendmenos de transferencia de energia entre
las moléoulas del marcador, provocando una depolarizacién adicional de la

fluorescencia medida, lo que hace desaconsejable su empleo.

La membrana microsomal de higado de cobayos no presenta una Tt en el rango

astudiadq-

lLa Figura 3 muestra la dependencia del logaritmo de rs en funcibn de
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FIGURA 3 = Propiedades termotrdpicas de la membrana microsomal

normal, detectadas a través de la medicién de la r de| DPH
a distintas temperaturas.

los resultados son la media de determinaciones en 4
animales procesados separadamente, con sus respectivas
desviaciones estdndar. E1 ajuste se hizo par el método

de cuadrados minimos., Las condiciones experimentales

son las mismas que en la Figura 1.
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1/T. Dicho gréfice sirve para detsctar variaciones termotrépicas que apa-
recerian como discontinuidades en la pendiente, originadas en un cambio en
la velacidad o en el rango de la rotacidn del fluoréforo. E1 gr&fico de la
Figura 3 no muestra ninguna transicidn de fase detectable, en el rango de 10
a 40ecC,

Las transiciones de fase gel-lfiquido cristalino de los 1lipidos se han
encontrado en algunas membranas biolSgicas, tal como se indicd anterior—
mente (p&g. 54). En el reticulo endoplésmico de corteza adrenal se evidencia
una transicifn de fase de este tipo mediante técnicas de polarizacién de
fluorescencia (344). En membranas de reticulo endoplésmico de tetrahymsna
piriforme se midieron alteraciones de la estructura y movilidad de la fase

lipidica por técnicas de RPE, pero no aparecid ninguna T, por encima de 0°C

t
mediante técnlcas de calorimetria diferencial (238). La membrana microsomal
de higado de rata no evidencia una transicifén de fase orden-desorden entre
0° y 50°C {280). En presencia de glicercl al 50% se observa una T, por de-
bajo de 0°C (281)., Eletr y Zskim (289), en microsomas de higado de cobayo
detectaron alteraciones termotrdpicas de los lipidos mediante APE y marca-
dores flucrescentes, a temperaturas cercanas a los 20°C, gue no se encuen—
tran por calorimetria diferencial de barrido (281). Esto indicarfa que
las alteraciones termotrépicas reportadas constituirian separaciones late-
rales de dominios s6lidos en el estado liguido cristalino, mds gue verdade-
ras transiciones de fase del estado desordenads al ordenado (288).

Nuestros resultados muestran gue la membrana microsomal de higado de
cobayos se encuentra en el estado liquido cristalino por encima de los 10°C,

lo cual concuerda con el alto contenido de &cidos grasos polingsaturados de

estas membranas.
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LA UDP GLUCURONIL TRANSFERASA

lineales en todo =} rango de concentraciones.

Vessey y col. (307) encontraron que las representaciones de 1/v en fun—

cidén de 1/ AUDPG, para la UDP-glucuronil transferasa, no dan lineas rectas
en todo sl rango de concentraciones, sino gue evidencian una concavidad
hacia abajo, como consecuencia de un fendmeno de cooperatividad homotrdpica
negativa de la enzima. Este fendmeno desaparece al tratar los microsomas
fosfolipasa A, © detergentes (308).

La figura 4 es una representacidén de Lineweaver Burk, para concentra-
ciones de A UDFG desde 0,25 hasta 25 mM. Nuestros resultados de dicha fi-
gura coinciden con aguéllos de Vessey y col. (307) observéndose a concentra=-
ciones de A UDPG hasta 2,5 mM umna concavidad haclia abajo., A altas concen-
traciones de dicho sustrato la representacifn es lineal,

5i bien el objetivo de este trabajo no es dilucidar los mecanismos en-
zimdticos de la UDP glucuronil transferasa, sino profundizar el conocimiento
de su regulacidn lipidica, discutiremos brevemente las distintas expliecacio-
nes que pueden darse respecto de este fenfmeno cinético.

Siempre que aparecen curvas de esta forma pueden intentarse por lo me-
nos dos explicaciones: un efecto cooperativo homotrdpico negativo (345,346)
y la presencia de ﬁos enzimas con Kms y Vkax diferentes, catalizando la misma
reaccién (347)., La primera explicacién, apoyada por Vessey y col. (307) im-
plica que la enzima cumple con la ecuacidén de Michaelis Menten por encima

de una concentracidn de A UDPG igual a 2,5 mM, mientras gue por debajo de la
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1,24

> 0,8]
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0,4

1/[A uope ] [mm ] -1

FIGURA 4 - Grafico de Lineweaver-Burk para la UDP-glucuronil
transferasa. Las velocidades iniciales se determinaron
comc se detalla en Procedimientos experimentalss (p.97).
La mezcla de incubacidn contenia Tris-ClH 50 mM PH 7,4,
M9012 1,0 mM, p-NF 0,4 mM, 1 mgr de proteina microsomal
y las concentraciones de A UDP G que se indican en la
figura en un volimen final de 0,6 ml.
los resultados son la media de determinaciones en 3 ani-

males procesados individualmente, con sus desviaclones

esténdap
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misma se ajusta al comportamiento predicho por la ecuacidn de Hills

v Sn

Vv " K+ 8"
max

donde n = coeficiente.de Hill

adopta en este caso valores menores gque 1, indicandos gue la unidn
de cada molécula de sustrato disminuye la afinidad intrinseca de los sitios
vacantes,

Asi, los gré&ficos de 1/v en funcidn de 1/S serén rectas para concen-
traciones de A UDPG mayores que 2,5 mM y exhibirén concavidad hacia abajo
para concentraciones inferiores a dicho valor, ya gue tal es el comporta-
miento predicho por la ecuacidn de Hill en estas condiciones.

La otra explicacién supone que en todo momento, la velocidad de la reac—
cibn enzim@tica es la suma de dos contribuciones:

[8]Vy [s]v

Tk +[8] Tk, +[5]

(2)

La Figura 5 muestra los graficos correspondientes a cinco combinacio-
nes de dos enzimas con Kms gue difieren en un factor de 10, evidenciéndose
una continua curvatura hacia abajo.

Cummings y col.(296) sastienen, tal como se explicd anteriormente (pég.
71), que la UDP glucuronil transferasa estd localizada mayoritariamente en
la care interna_de_la membrana microsomal, siendo inaccesible & las protea-
sas, mientras que una pequefia proporcidn de la enzima estaria en contacto
con la cara externa. Asl la existencia de dos formas, la "escondida” y la
"expuesta" de la enzima con diferentes qu y Vﬁax genera, de acuerdo a estos
autores, la forma de los graficos de 1/v en funcién de 1/S,

Si se invierte la ecuacifn (2], se obtiene:


coeficiente.de
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1
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FIGURA 5 - Gréfico de Lineweaver-Burk para daos enzimas catalizando

la misma r idn: V . = .
a misma reaccidn ax 1t Vmax o 3y Kml 0,1 Km2
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1 1
1+(K1+K2)S+K K e
B

s

(vl+v2) + (le2 $ vle)

y a altas concentracionss de S esta relacidn se aproxima asintSticamente a

una forma linseal.

4 VK, 4+ V_K
1 1 11 22 1
= . [ J— (a)

+
v (vl + v2) (vl + vz) S

Esta ecuacidn define la zona de la curva donde la forma de alto Km de
la enzima,ejerce su méxima contribucidn a la velocidad inicial, v.
A muy bajas concentraciones de sustrato, la ecuacidn (3) conduce a

una segunda aproximacién lineal:

1 1 272" 12 1 (5)

(\/1«2 + v2|<l) V.K., + VK s

v K2‘+V K2 [ K. K
12 21

daonde predomina la forma de bajo Km de la enzima.

Azi, la presencia de una zana lineal a altas concentraciones de sus-
trato, en un gré&fico de 1/v en funcidn de 1/5 no excluye la presencia de
dos enzimas con Km8 diferentes catalizando la misma reaccién.

Las caracteristicas del grafico 1/v en funcién de 1/S permiten obser-
var con mayor detalle la forma de las curvas a bajas concentraclones de sus—
trato (Figura 4). En la Figura 6 se amplia la escala de la Figura 4 para
altas concentraciones de A UDFG. Para trazar la zona lineal de dicha curva,
se calcularon los coeficientes de correlacidn para distintos conjuntos de

datos, encontréndose el maximo cosficiente de correlacidn (R = 0,998) para

0,06 < 1/ [ A uoPe ] (mw)" < 0,4.
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FIGURA 6 - Ampliacidn de la curva de la Figura 4 para altas concentracio-

nes de A UDP G.



Estos resultados serian compatibles con un cambio de comportamiento
de micheliano a cooperativo al bajar la concentracidn de sustrato por de-
bajo de 2,5 mM o0 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 estas experimantos)existia una tendencia genera-
lizada gue consideraba a la fluidez de la membrana como la responsable de
los més diversos fenfmenos en los sistemas biocldégicos. Asi, el transporte
a través de membranas,las actividades enzim@ticas, la divisidn celular, al-
gunos sfectos hormonales y el reconocimiento a nivel ds receptores, pare-
cian depender del estado de fluidez global del sistema.

Estos hechos se sustentaban en los exitosos experimentos de Shinitzky
(50) a nivel internacional y Farias {228) en nuestro pais. Este Gltimo, en
particular, detectd numerosas correlaciones entre los coeficientes de Hill

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

ligaduras, para diversos sistemas estudiados. En ese contexto quisimos

128

investigar la relacifin entre las propiedades alostéricas de la UDP glucuronil

transferasa y la dinfimica de la membrana microsomal.
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Para elloc se alimentaron cobayos con dietas carentes de &cidos gra-
sos esenciales, tal como se indicd anteriormente (pégina 105), esperando
gque la ausencia de los mismos provocara una disminucidn de su cancentracién
en la membrana microsomal, capaz de altsrar las propiedades fisicas de esta
Gltima y la cindtica de la UDRP-glucuronil transferasa,

La carencia de Acidos grasos esenciales en los mamiferos origina sine
tomas tipicos en la piel y mucosas, asi como en diversos 8rganos, condu-
ciendoc a la muerte del animal, si el tratamiento se extiende por periodos
largos de tiempo. Por eso en nuestros experimentos se estudiaron los efeco-
tos de la deficiencia de Acidos grasos a tiempos cortas, obteniéndose un
patrdn tipico de deficiencia de &cidos grasos temprana sin sintomas ds en-

fermedad en los animales,

LA COMPOSICION OE ACIDOS GRASOS,

la carencia de Acidos grasos esenciales altera significativamente la compo—

sicidn de Acidos grasos de la membrana microsomal.

La alimentacidn de cobayos con dietas carentes de &cidos grasos esen-
ciales provocd cambios tipicos en el patrén de &cidos grasos de la membrana
microsomal. Los datos de la Tabla II evidencian una disminucidn gradual
del contenido del Acido linoleico, acompafiado de un aumento progresivo en
la proporcidn de los &cidos palmitoleico y oleico, constituysndo todos es-
tas,sintomas ineguivocos del desarrollo de una carencia de &cidos grasos
temprana. Asimismo, se observa un incrmento en la proporcidn del dcido pal~-

mitico. En efecto, a los 14 dias de tratamiento, ya se aprecian diferencias



TABLA

11

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICROSOMAS DE COBAYOS ALIMENTADOS CON

DIETA NORMAL Y CARENTE DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES {Porcentaje en peso).

Acido graso

Tiempo de alimentacidén con dieta carente de
&cidos grasaos esenciales (en dias):
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g 7 14 21
14 : 0 o,8 ¥g,1 0,9 % 0,1 1,0 £ 0,1 1,3%0,1 0
: 0 13,9%0,6 15,40, 1587%0,6 18,5 X 0,5 o
1 1,2 ¥ 0,1 1,5 X 0,1 2,0 ¥ 0,1 2,4l0,2 o
18 : 0 26,8 % 1,2 255%1,1 25411,2 26,0 ¥ 1,1
18 : 1 9,7%0,4 12,9%0,80 17,5%0,70 21,6Z%0,9
18 : 2 ,6%1,1 a,1%fo,8e 24,320,950 19,0%0,6 o
20 : 3w9 1,0 0,1 1,0 ¥ 0,1 1,1 £ 0,1 1,1 0,2
20 : 3w6 0,6 £ 0,1 0,7 £ 0,1 0,5 £ 0,1 0,5 % 0,1
20 : 4wWB 9,3%0,a 9,0 £ 0,3 8,8 ¥ o,z 8,3 0,3
22 : 5w3 0,9 £ 0,1 g,8 ¥ 0,1 0,7 £ 0,1 0,6 ¥ 0,1
22 : 6w3 1,4 ¥ 0,1 1,2 ¥ 0,1 0,9 ¥o,1 g,7 ¥ 0,1
IDL 1,31 1,22 1,12 1,02

Los distintos simbolos indican lms &cidos grasos de los microsomas carentes
gue presentan diferencias significativas respecto de los microsomas norma-
les, con su correspondiente nivel de significacidn. Las comparaciones se

hicieron mediante el test de Student.

op<0,005 v ¢p< 0,001,

Los resultados son la media de determinaciones en 4 animales procesados

separadaments, “con sus respectivas desviaciones esténdar.

£1 IDL se ecalculd como se indicd en Procedimientos Experimentales (pag 8s5)

#) Corresponde a cobayos alimentados con dieta normal durante 7 dias.
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significativas en el contenido de este dcido graso. Sin duda, la conse-
cuencia més notoria es la ya mencionada disminucidn en el contenido de
dcido linoleico. En efecto, los microsomas provenientes de animales ali-
mentados con la dieta carente de écidos grasaos esenciales, muestran dife-
rencias significativas en el contenido de &cido lineleico a partir del
séptimo dia de tratamiento. Lla disminucifn en los niveles de &cido ara-
quiddénice, en cambilo, &3 muy leve,

La rata presenta un patrdn de deficiencia de Acidos grasos. semejante,
aungue con una caracteristica diferencial: la aparicidn del &cido eicosa-
5,8,1ll-trienoico, &l cual se encuentra en muy bajas concentraciones en la
membrama microsomal normal. Es éste un efecto compensatorio muy difundido
(338) en el que l1a disminucidn de un 4cido graso polinosaturads esencial,
el dcido araguiddnico, origina el aumento de otro Acido polinosaturado de
una familia no esencial: el Acido eicosa 5,8,1l-trienoico antes mencionado.

Sin embargo, este mecanismo de compensacifn no se presanta en la mem-
brana microsomal de cobayos.

En el mismo marco debesconsiderarse los aumentos de los &cildos palmi-
toleico:, y oleico. Asi, la Tabla II presenta diferencias significativas
en el contenido de &cido oleico;a los 14 dias de alimentaci6n con la dieta
deficiente en &cidos grasos esenciales, mientras que para el 4cido palmi-
toleico se observan diferencias significativas a partir del séptimo dia de
tratamiento,

En la Tabla II se toma como membrana normal a los microsomas prove-
nientes de cobayos alimentados durante 7 dias con la dieta normal. Podria
creerse que los cambios en la composicidn de dcidos grasos de dicha tabla
se deben, an realidad, a variacicnes dentro del lote control, dependientes

del perfodo de alimentacidén. La Tabla III desecha tal posibilidad, ya que
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TABLA 111

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICROSOMAS DE COBAYOS ALIMENTADOS CON

DIETA NORMAL (porcentaje en peso).

Tiempo de alimentacidén (en dias)

Acido graso

7 14 21 )
14 : 0 o,eXo,1 o0,8%0,2 0,7 20,1
16 : 0 13,9%0,6 13,4107 138Z%0,5
16 : 1 1,2%0,1 0,9%0,1 0,9 £ 0,1
18 ;0 26,8 1,2 27,6%1,1 27,0% 1,5
18 51 s,7%o0,a 9,820,3 9,9 % 0,4
18: 2 sa,a 1,1 a8tz a5l
20 : 3w9 1,0X0,1 0,920,1 1,3%0,1
20 : 3w6 0,6 X0,1 0,4%0,1 0,5 % 0,1
20 : aw6 $,3%0,a 9,5%0,5 9,5 £ 0,8
22 : Sw3 0,9%0,1 0,7%0,1 0,9 %0,1
22 1 Bw3 1,6%0,1 1,4%0,1 1,8 £ 0,1
IDL 1,31 1,32 1,30

los resultados son la media de determinaciones en 4 animales
pracesados separadamente, con sus respactivas desviaciones
esténdar,

E1l IDL se calculd como se indicd anteriormente (pég. 85).
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no se observan diferencias en la composicidn de Acidos grascs de microsoe
mas en cobayos alimentados durante 7, 14 y 21 dias, con la diets normal de

compasicién cantrolada.

E1 indice de dobles ligaduras decrsce continuamente con el periodo de defi-

ciencia de 4cidos grasos.

La Tabla II también exhibe las variaciones en el IDL como consecuen—
cia de la carencia de &cidos grasos esenciales. E1l cdloulo de este paréme-
tro reviste especial importancia, ya que durante mucho tiempo fue considera-
do como uno de los factores determinantes de la fluidez de la bicapa lipidi-
ca y, més aln, como una estimacidn de dicha fluidez {229].

El IDL, gue se relaciona can sl nimero promedin de dobles enlaces por
molécula, disminuye progresivamente al aumentar el periode de deficiencia de
Acidas grasos esenciales en los cobayos. Pero no ccurre 1o mismo en la rata.
En efectn, a los cuatro dias de tratamiento (335) se observa una caida del
IDL, gue se acentta a los 11 dias, cuando todavia el incremento en los acidos
monoinsaturados no fue capaz de compensar la pérdida de &cidos poliinsatura-
dos de la familia linoleica. Este indice, sin embargo, se normaliza a los
23 dias de carencia, debido al aumento en la proporcién de &cidos monoenoci-
cos y a la sintesis e incorporacidn del Acido sicosa-5,8,l1l-trienoico. En
los cobayos, la caida continua del IOl se debe en gran medida a la falta de

sintesis compensatoria de este Gltimo Acido graso.

La carencia de &cidos grasos no modifica la relacidn molar colesterol:fosfo-

1ipido,

Para que el IDL pueda ser considerado como una medida de la fluidez
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(229), otras parémetros tales como la relacidn FC:FE y el cociente coleste-
rol:fosfolipido, deben permanecer constantes. E1 colesterol restringe la
movilidad de las cadenas hidrocarbonadas por encima de la T, (131} y e1
alto grado de empaquetamiento de la FE 1a hace menos flufda gque la FC (93),
como se explicd anteriormente (pdg. 33).

En la Tabla IV puede observarse que la carencia de &cidos grasos no
altera la relacidn colesterol:fosfolipids a lo largo del periods estudiada,
La incubacidn de fibroblastos humanos con Acidos grasos polingsaturados (348)
tampoco modificd la relacidn colestercl:fosfolipido. En algunas lineas ce-
lulares (349), se han detectado mutantes en los que el aumento de &cidos
grasos insaturados es acompefiado por una disminucidén sn dicha relacidn
colesterol: fosfolipido (mol:mol). En octros sistemas (350) se han descripto
aumentos de la relacidn FE:FC debido a incubaciones con &cidos grasos poli-

nosaturados,.

LAS PROPIEDADES DINAMICAS

La carencia de Acidos grasos provaca aumentos en la r .
S

Le Figura 7 muestra cdmo varia la r_ con la concentracidn de proteina
microsomal para los microsomas con 21 dias de carencia, comparativamente con
los microsomas normales, discutido anteriormente. Puede apreciarse gue las
pendientes de ambas rectas no son iguales, lo gue trae apargjado dos conse-
cuencias relacionadas entre si, Por un ladc, el error relativo que se come-
te al trabajar a altas concentraciones de proteina, es mayor para los micro-
somas normales respecto de los carentes. Por ejemplo, pare los microsomas

normales, el error relativo al comparar suspensiones de concentraciones igua-
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TABLA 1V

RELACION COLESTEROL : FOSFOLIPIDO (molimol) EN MICROSOMAS

NORMALES Y DEFICIENTES EN ACIDOS GRASOS ESENCIALES,

Pericdo de deficiencia (dias)

8 7 14 21

0,22 ¥ 0,04 0,33%0,01 o0,28%0,03 0,3 %o0,0

Las resultados son la media de determinaciones en 3 animales
procesados separadamente, con sus respectivas desviaciones

astandar.
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microsomas
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microsomas
normales
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FIGURA 7 - Variacidn de la anisotropia de flucrescencia

observada en funcidn de la concentracidn de
proteina microsomal a 37°C. Los datos san la
media de 6 determinaciaones con sus respectivas

desviaciones esté&ndar,

Las condiciones sxperimentales son las mismas que

en la Figura 1.

136
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les a 50 ugr prot/ml y 400 ugr prot/ml es del 11%, mientras gue para los
microsomas carentes dicho error alcanza sélo un 4,3%. Por otro lado, si
se comparan las anisctropias de fluorescencia de ambas membranas a una
concentracidn igual a 400 ugr prot/ml se obtendrén diferencias mucho ma-
yores (19%) gque las existentes a concentraciones de SO ugr prot/ml (11,5%),
conduciendo a conclusiones equivocadas respecto de las propiedades molecu-
lares del sistema,

Trabajando a esta (dltima concentracidn de proteinas, se midid la rs
a 37°9C en las diversas preparaciones microsomales. La Tabla V indica un
aumento progresivo de la rs con el pericdo de carencia que se hace signifi-
cativo recién a los 21 dias de tratamiento., Este resultado s8s de singular
importancia, ya gue demuestra que la carencia de Acidos grasos digminuye
la fluidez de la membrana microsomal y gue esta disminucidn, de acuerdo a
los resultados disponibles, surgiria de la disminucidn 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 acidos
grasos con distinto grado de insaturacidin en la membrana plasmitica de cé-
lulas en cultivo, mientras gue otros (352}, en condiciones simileres pudie-
ron observar modificaciones de las propiedades dindmicas de dicha membrana

plasmatica.

La carencia de dcidos grases no origina la aparicidn de una Tt entre 10° y

40°cC.

Podria pensarse que la disminucidn de fluidez y del IDL de la membra-

na microsomal originaria un corrimiento de la Tt hacia zonas de mayor tempe-

ratura, posiblemente hasta su aparicidn 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 & 37° C.

Periodo de deficiencia (dias)

0 7 ' 14 21

- (*)

0,128 £ 0,003 0,133 ¥ 0,005 0,240 X 0,004 0,145 £ 0,003 ©

los resultados son la media de determinaciones en 4 animales
procesados separadamente, con sus respectivas desviaciones estdndar,

Se siguif la técnica indicada en la Parte II1 (pp. 90 y 93).

{(*) Presenta diferencias significativas con los microscmas normeles

para p< 0,001,
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investigar tal posibilidad se midid las rs en funcidn de la temperatura,
para membranas normales y membranas con 21 dias de carencia de Acidos gra—
sos. Los resultados se muestran en la Figura 8. Los microsomas carentes,
al igual gque los normales, no presentan ninguna discontinuidad en la pen-
diente al graficar lag rs x 103 en funcifn a la inversa de la temperatura
en oK, lo gque descarta la posibilidad que se planted al comienzo. La rs de
los microsomas carentes es siempre mayor que la correspondiente a los mi-
crosomas normales, apreciindose las diferencias mas marcedas a bajas tempe~
raturas. Fosiblemente la magnitud del cambio de composicidn provocado por
la carencia de Acidns grasos sea pequefia como para producir una variacidn
apreciable en la Tt' Otra explicacidn podria ser que la Tt fuera sensible
a cambios en la composicidn de las cabezas polares, pero no & modificaciones

en la composicidn de los Acidos grasos {111} para la membrana microsomal.

LA UDR-GLUCURONIL TRANSFERASA

La cooperatividad aparente del A UDP G desaparece al aumentar el perjodo de

carencia de &cidos grasos.,

En los experimentss gue se detallan en este capitulc, se ha trabajado
con una sola concentracidn de p-nitrofensl y concentracionss variables de
A UDP G siguiendo la téecnica descripta anteriormente (97)., Se estudi$
como variaba la velocidad iniclal con la concentracidn de A UDP G para los
distintos tipos de microsomas, normales y carentes, mostréndose los resul-
tados en la Figura S. Las membranas normales presentan una clara concavidad
hacia abajo, en el gré&fico de Lineweaver-Burk, para concentraciones de A UDP G

< 2,5 mM., A medida gue aumenta el periods de carencia, esa cooperatividad
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2,37
microsomas
carentes
2,27
microsomas
‘normales
25717
40 30 20 10 okl &
3,2 3,3 3,4 3,5
17571 103

FIGURA 8 ~ Propiedades termotrdpicas de la membrana micrasomal

normal, detectada a través de la medicidn de la r
a distintas temperaturas. Las condiciones experi-

mentales son las mismas que en la Figura 3.

los resultadaos son la media de determinaciones en
3 animales procesados indlvidualmente, con sus res—

pectivas desviaciones estindar,
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microsomas normales

microsomas deficientes en
dcidos grasos esenciales

7 dias de carencila

A 14 dias de carencia
® 21 dias de carencia
o
1 2 3 4

1/{a uopG ] [my] ™

FIGURA 9 —~ Grafico de Lineweaver-Burk para.la UDF-glucu-
ronil transferasa de micrgsomas normales y deficientes
en 4cidos grasos esenciales, Las condicionss experimen-—

tales son las indicadas en la Figura 4,
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aparente desaparece hasta que, & los 21 dias de carencia, el gréfico corres—
pande practicaments a una enzima michaeliana. los mismos resultados se
pueden apreciar en una representacién de Hill (Figura 10), donde se observa
claraments que por encima de una concentracidn igual a 2,5 mM ds A UDP G las
pendientes para todos los tipos de microsomas son iguales a 1, mientras cue,
por debajo de esa concentracidn, se registra un aumentn de la pendiente des~
de 0,39 R 0,02 para microsomas normales, hasta 0,38 z 0,04 para microsomas
con 21 dias de carencia da dcidos grasos esenciales. |

La Tabla VI resume las propiedades cinéticas de la UDP glucuronil
transferasa en los distintos tipos de preparaciones microsomales. Ademés
de la variacidn en la cooperatividad aparente con el tiempo de carencia, se
pueden observar las variacionss en la vmax aparente de la enzima, La deno-
minamas V@ax aparente porque fue medida para una concentracidn fijes de
penitrofenol. Dicha Vmax disminuye progresivamente desde 8,5 2 0,3 n moles/
min mgr prot. para microsomas normales, hasta §,5 bt 0,2 n moles/min mgr prot.
los microsomas corresp@ndientes a 21 dias de carencia de 4cidos grasos esen—

ciales.

;Pueden atribuirse los cambios en las propiedades cinéticas de la UDP-glucu—

ronil transferasa a variaciones en la fluidez de la membrana?

Se conocen diversos mecanismos de modulacidn de la actividad enzimée-
tica (pAg. S8) por accidn de los 1lipidos. Podriamos dividirlos en dos gran-
des grupos: regulaciones globales, a través de cambios en sl estado fisico
de los lipidos y regulaciones dirsctas para aquellas enzimas que tienen un
requerimiento especifico por un tipo particular de 1lipido,

Kimelberg y Papahadjoupalos (S6, 224} encontraron correlaciones entre
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FIGURA 10 - Gréfico de Hill correspondiente a los datos experimentales de
la Figura 9. Las rectas fueran ajustadas por el método de cua—
drados minimos. Las pendientes y sus respectivas desviaciones
esténdar se calcularon mediante el correspondiente andlisis
estadistico y constan en la Tabla VI. Las explicaciones de las

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

PROPIEDADES CINETICAS DE LA UDP-GLUCURONIL TRANSFERASA EN MICHOSOMAS

NORMALES Y DEFICIENTES EN ACIDOS BRASOS ESENCIALES.

Periodo de deficiencia
0 ? 14 21

0,030 0,98 X 0,04n

i+

h 0,39 ¥ 0,02 0,54 ¥ 0,038 0,70

+

: z 0,20 55 fo,2o

8,5 -~ 0,3 7,3 =0,3 6,5

I+

v
max ap.

0 Presentan diferencias estadisticas con los microsomas normales para p < 0,00S.

los valores de n se obtuvieron a partir de las pendientes de las rectas de
la Figura 10, determinadas por cuadrados minimos.
Las desviacionas esténdar fueron calculadas mediante el correspondiente

andlisis estadistico.

los valores de Vmax an (n moles/min mgr prot) y sus desviaciones estandar
se obtuvieron de la misma forma a partir de la Figura 9, efectuandc el co-
rrespondiente anflisis de regresidn por cuadrados minimos para altas concen-

traciones de sustrato.
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la fluidez de las cadenas de hidrocarbonados y la reactivacidn de la

(Na+, K+) ATP asa purificada. En nuestro laboratorio, Garda y Brenner
(226, 227) demostraron que el transporte de la glucosa 6 fasfato hasta el
limen de la membrana microsomal es afectads par la incorporaciin de alesho-
les de bajo pesg molecular y colestergl, que modifican la estructura y mo-
vilidad de la bicapa lipidica. Muy relacionados con nusstros experimentos
se encuentran aguéllos de Farias y col. (229), quienes, como ya se menciond
han encontrado numerosas correlacionss 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 todavia. En estos experimentos se detectan cambios en
la fluidez, atribuibles a variaciones en el IDL, ya gue la relacién coles-
terol:fosfolipido se mantiene constante. A su vez, aparecen modificaciones
graduales en la cooperatividad aparente de la UDP glucuronil transferasa.
.Es posible establecer una relacidn causa—-efecto entre ambos resultados
experimentales? lLa UDR-glucuronil transferasa es una enzima cuya actividad
estd restringida por los lipidos {301, 302) presentando diversas alteracio-
nes des acuerdo al mecanismo perturbador empleado. M&s aln, la enzima puri-
ficada y delipidizada recupera su actividad por el agregado de fosfolipidos.
Y es en este aspecto donde los dos grupos de investigadores . gue han estu~
diado la enzima durante afios coinciden : el porcentaje de reactiva-
cidén depende de la fluidez del 1ipido empleado. Ericksan y.col. (312) ob~
servaron que el grado de activacidn depende de la longitud y grads de insa—
turacidn de las cadenas de &cidos grasos de la lecitina utilizada. Por su
parte Singh y col. (297) encontraron que la reactivacidn més eficiente se

obtenia al emplear fosfatidilcolina de yema de huevo y fosfatidilcolina micro-
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somal en el estado fluido. A pesar de ello, creemos gue nuestros resulta-
dos experimentales hasta aqui presentados, mids los obtenidos por estos in-
vestigadores en el sistema purificade no son suficientes para concluir ine-
guivocamente que los cambios en la cinética de la UBR-glucuronil transferasa

se sustenten en variaciones globales dindmicasde la membrana microsomal.



CAPITULO I11

LA INCORPORACION DE COLESTEROL "IN VIVO"

Can el objetn de dilucidar si las alteraciones en las propiedades
cinéticas de la UDR-glucuronil transferasa se sustentaban en cambics de
la fluidez de la membrana debido a la carencia de &cidos grasos, se en—
sayd otro método de modificacidn de la estructura: la incorporacidn de
colesterol mediante dietas ricas en el mismo. Para ello se alimentaron
cobayos con una dieta enriguecida en dicho esterol durante 25 dias, tal
come se indicd previamente (pdg. 106), vy se analizaron las propiedades
dinfmicas y sstructurales de la membrana microsomal, asi como las carace

teristicas cinéticas de la UDP-glucuronil transferasa.

ANALISIS LIPIDICO

La incorporacidn de colesterol no provocd cambios en la compasicidn tatal

de &cidos grasgs de la membrana microsomal.

Para evidenciar los cambios gue pudiera promover la incorporacidn de

147.
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colesterol en la membrana microsomal, se analizd la composicidn de acidos
grasos. La Tabla VII noc muestra diferencias significativas en el conte-
nido de ningln Acido grasc. No obstante, se puede observar un levs aumen-
to en la proporcidn rslativa de &cido linoleico y @cido araguiddénica.

El IDL tampoco muestra diferencias aprsciables entre los microsomas
normales y los enriguecidos con colestercl., E&stos rssultados no concuer-
dan con los obtenidos por otros autores {353), gue describiercn cambios
en los niveles de Acidos grasos saturados y especialmente npo saturados,
al modificar el contenido de colesterol de células en cultivo.

Seria 16gico esperar un aumento significativo del contenido de los
Acidos polinosaturados como compensacidn del efecto rigidizante del este-
rol. Sin embargo, como puede observarse, en el periodo estudiado no se

evidenciaron tales efectos en nuestros experimentos.

La relacidn FC=FE disminuyd apreciablemente en los microsomas enriguecidos
con colesterol.

El efecto del colesternl de la dieta sobre la composicidn lipidica
de la membrana microsomal se puede observar en la Tabla VIII. [uego de
25 dias de alimentacidn con una dieta gue contenia 3% de colesteral, los
microsomas de higados de cobaye evidenciaron prédcticamente una duplica=-
cidn en el porcentaje del esterol. La incorporacidn de colestercl en los
microsomas hepltioms provocd un aumento de la relacidn colestersl-fosfoli-
pido desde Q0,31 hasta 0,45. Esta cifra se aproxima, pero no alcanza al
méximo valor observads en membranas biolégicas: una relacidn molar;coles—
terol:fosfolipido 1:1 medido por AMN y difraccidn de rayos X (4). Pero la

administracién de colestercl también provocd otros cambios, no esperados,
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TABLA VIT

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICROSOMAS NORMALES Y ENRIQUECIDOS CON

COLESTEROL.
Acido graso 1o23 d8 muoresmas
N N + C
14 : 0 0,7 % 0,1 0,5 % 0,1
16 : 0 15,0 % 0,4 14,1 % 0,3
16 ;1 1,2 % 0,1 1,0 2 0,a
18 : 0 26,8% 0,1 25,7 ¥ 0,5
18 : 1 9,2 X a,6 8,4%0,a
18 : 2 2,7%0,8 33,5 L0,8
20 : 3w9 1,1%0,1 0,9 £ 0,2
20 : 3wW6 0,7 £ 0,1 0,5 £ 0,1
20 : 4w6 10,2 L g,2 11,9 £ 0,3
22 : 5w3 1,3% 0,1 1,2 £ 0,3
22 : 6w3 1,6 £ g,1 1,3 < g,2
IDL 1,29 1,32
Simbolos: N = microsomas normales

N+C = microsomas enrigquecidos con colesterol.

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

esténdar.



TABLA VIITL

COMPOSICION LIPIDICA DE MICROSCMAS NORMALES Y ENRIGQUECIDOS CON COLESTERGL.

Lipidos N N +C
Colesternl 13,8 ¥ 3, 28,7 X 2,3
Esterss de colesteral 1,9 X 0,1 3,120,2

Triglicéridas 1,2 25,2 1,8 = 0,1
Fosfatidileoline 47,8 £ 1,8 a1,5 % 1,9
Fosfatidiletanolamina 25,3 £ 0,4 13,7 = 0,5
Fosfatidilinasitol 6,0 ¥ g,2 5,8 10,2
Fosfatidilserina 2,12 0,2 3,2 £ 0,1
Esfingomielina 2,30, 2,2t g,2
Colesterol:fosfolipido (mol:mol) g,31 ¥ g,10 0,45 = 0,08
Fosfatidilcolina:

fosfatidiletanolamina (p:p) 1,89 3,03

Simbolos: N = microsoma normal

N+C = microsoma enriguecido en colesterol.

Los resultados son la media de determinaciones en 3 animales procssados

separadamente con sus respectivas desviaciones esténdar.

1lsg
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en la composicidn lipidica de la membrana microsomal. En efecto, la Tabla
VIII muestra un notable incrementa de la relacion FC-FE, provacadapor el
tratamiento. En lugar de un aumento compensatorio en el contenido de &ci-
dos grasos polinosaturados, la membrana microsomal exhibe un incremento
en la relacién FC-FE originada principalmente en una brusca disminucidn
del porcentaje relativo de la FE,

Es conocido que la temperatura de transicidn de las FE es entre 15°
y 209C superior a las correspondientes FC. los grupos fosforiletanolamina
forman una red compacta, estabilizada por fuertes interacciones. electros—
tAticas y puentes de hidrdégeno entre el nitrdgeno de grupo amonio y los
oxigenos del fosfato. En cambio, la fosfatidileolina presenta un empague-
tamiento menos efectivo; en el que las moléculas de agua de hidratacidn
forman puentes de hidrégenc con los oxigenos del enlace fosfato, disminu-
yendo las repulsiones entre grupos con la misma carga. Esto explicaria
la mayor fluidez de la FC con respecto a la FE (93), y por lo tanto el

efecto compensatorio con respects a la incorporacidn de colesterol,

La FC v la FE tampoco presentan diferencias significativas en sus compo-

siciones de Acidos grasos.

La Tabla IX presenta las composiciones de dcidos grasos de la FC y
la FE, los fosfolipidos mayoritarios de la membrana microsomal. Si bien
no aparecieron diferencias en la composicidn de Acidos grasos como conse-
cuencia de la incorporacitén de colesterol, se observa, sin embargo, algue
nas caracteristicas interesantes. £l indice de dobles ligaduras de la
FC es sensiblemente menor gue el correspondiente a la FE, Esta es una
caracteristica generalizada de la FE, descripta incluso en la membrana

plasmatica de células en cultive (351).



TABLA IX

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE FC y FE DE MICROSOMAS NORMALES Y ENRIQUE-

CIDAS CON COLESTEROL {Porcentaje en peso).

Acido graso AL =

. N + C N + L
14 : 0 0,3%¥0,1 0,3%0,1 0,5%0,1 0,8Z%0,2
1B :0 13,8 0,5 13,0%0,s 9,s%*0,3 9,2%0,a
16 ;1 0,320,171 0,8%0,1 1, %0,1 1,3%0,1
18 : O m9¥in 27,0% 1,1 28,8 £ 1,4 25,0% 1,7
18 : 1 5,00, 8,72%0,1 8,3%0,3 8,80,
18 : 2 43,1 % 1,6 4s,0%2,7 32,2%1,5 as,2%1,8
20 : 3w9 0,3%0,1 0,2%0,1 0,6 ~0,1 0,52%0,1
20 : 3W6 g,5%0,1 o0,2%0,1 0,9%0,1 0,801
20 : 4ws 3,9%0,2 s5,1%0,8 13,30, 14,8%0,6
22 : 5wW3 0,3%0,1 0,8%p,1 1,720,2 1,6%0,1
22 : Bw3 0,6 +0,1 o0,5%0,1 e, 80,1 28%p,2
I0L 1,13 1,16 1,50 1,53

Simbolos: N microsoma normal

!

+ C

microsoma enriquecido con colesterol

ios resultados son la media de determinaciones en 3 animales procesa-

dos separadamente con sus respectivas desviaciones esténdar.
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La FC contiene un bajo porcentaje de &cido araquiddnico, pero una gran

propercidn de Acido linoleico comparada con la FE,

LAS PROPIEDADES DINAMICAS.

E1l colesterol disminuye la movilidad translacionely rotacional en la

membrana microsomal,

En estns experimentos se empled el pireno como marcador fluorescente
para investigar la movilidad translacional en la membrana microsomal, tal
como se explicd antericrmente (pdg., $6). La relacidn IE/IM chtenido a
partir del correspondiente espectro de fluorescencia del pireno, es pro-
porcional a la movilidad translacional del marcador en una dada membrana,
ta Figura 11 muestra el efecio del colesterol sobre la eficiencia de la
formacidn del excimero del pireno. Esta eficiencia aumenta linealmente
con la concentracidn de pirenc para ambas membranas, la normal y la enri~
guecida con colesterol. Pero los valores de IE/IM son mayores en las mem-—
branas normales gue en las enriguecidas con el estsrol, para cualguier
relacifin pireno:proteina. Asi se pone de manifiesto el efecto condensan-
te del colesterol gue, sin embargs, ha sido negado por algunos autores
(100, 135).

También estudiamos las propiedades termotrdpicas de ambas membranas
midiendo la rs del DPH a distintas temperaturas. La Figura 12 indica que
la r‘s de los microsomas enriquecidos con colestersl es mayor que la co-
rrespondiente a microsomas normales en el rango de temperatura entre 10°
y 40°C, aproximadamente. Asimismo, el grdfico no presenta discontinuida-

des en las pendientes, que pudieran indicar la aparicidn de una transicidn
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FIGURA 11 - Eficiencia de formacidn del excimerc del pireno en micro-
somas normales y enriguecidos con colesterol a 379C,

Las musstras se prepararon como se indicd en Procedimientos
Experimentales {pag. 96), a partir de una solucidn SmM de
pireno en acetona.

Se registrd el espectro de fluorescencia excitandsc a 322 nm,
Se obtuvieron asi Iy (470 nm) y Ip (391 nm) cuyc cociente
se grafica en funcidén de la concentracidn de pirenc. los
resultados son la media de detsrminaciones en 3 animalss

procesados separadamente con sus respectivas desviaciones
esténdar,
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FIGURA 12 -

Propiedades termotrdpicas de la membrana microsomal detecta-
das a través de la medicidn de la r del DPH a distintas
temperaturas. Los resultados son 18 medis de determinacio-
nes en 4 animales procesados separadamente, con sus respec-—
tivas desviaciones esténdar,

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 gue concuerda con el
efecto estabilizante del esterol en bicapas lipidicas. La Tabla X resume
los efectos del colesterol sobre las propiedades dinémicas de la membrana
microsomal: la incorporacidn del 3% de colesterol en la dieta de cobayos
durante 25 dias, provoct un aumento de la r del DPH desds 0,132 2 a,002
hasta 0,154 & 0,003, y una disminucidn de las pendientes IE/IM versus
concentracidn de pireno, desde 0,023 a 0,017. Se pone de manifiesto asi
la disminucidn en la movilidad rotacional y translacional por accidn del

colesterol, ampliamente descriptas en vesiculas artificiales (135).

aume de e idn FC=~F 4 diz

en_la membrana microsomal.

Dado gque la incorporacidn de colestercol meodificd la relacidn FC-FE,
quisimos investigar la contribucidn individual de cada unoc de estos fos~
folipidos a la rs observada, Por esta razfn se separarcn la FC y la FE
por cromatografia en capa fina (pig. 82), para luego mezclarlas, mante-
niendo las mismas proporciones en gue se encontraban en la membrana normal
y en la enriguecida con colestersl.

Para investigar el efecto del colesterol, se prepararon vesiculas
can laos tres componentes: FC, FE y colesterol, manteniendo también las pro-
parciones originales ds la membrana objeto del andlisis. En resﬁmen, se
“reconstituyd" la membrana microscmal con mezclas binarias de FC y FE o
mezclas terclarias de FC, FE y colesterol. Las vesiculas asi preparadas
se marcaron con DPH, tal como se indicd previamente (pég. 93), y se midid
su rs. los resultados de estos experimentos se muestran en la Tabla XI.

Las vesiculas constituidas por FC y FE, manteniendo la proporcidn de las



TABLA X

RESUMEN DE PROPIEDADES DINAMICAS DE MICROSOMAS NOBMALES Y

ENRIGUECIDOS CON COLESTEROL A 37° C.

Pendiente

men ~ r DPH

Ig/Im vs[F"j s
Mo 0,023 0,132 ¥ 0,002
M+C 0,017 0,164 £ 0,003 *

Simbolos: M microsomas normales

I

WC = microsomas enriquecidos con ocolesterol.

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

PAEPARACION OE LIPOSOMAS DE MICROSOMAS NORMALES Y ENRIGQUECIDOS CON

COLESTEROL.
Vesicula Camposicion -
(% en peso) s
A F C N: 65,4 +
0,112 - 0G5
F E N: 34,5 Janm
FC+C: 75,2 + -
0,100 - 0,00
. FE +C: 24,8 ’ e
F C N: 53,5 .
c F E N: 28,3 0,120 ¥ 0,003
Col (N): 18,2
FC+C: 45,9 .
D FE+ C: 15,5 0,150 ¥ 0,005
Col(+C): 37,6
Simbolos: Col(N) = contenido de colesterol en microsomas normales
Col{+CJ)= contenido de colesterol en microscmas enriguecidos con
colestercl.
+ C = microsomas enriguecidos con colesterol

microsomas normales

Las vesiculas A y B se prepararon con las proporciones de FC y FE gue
aparecen en la Tabla VIIL excluyendo el resta de los fosfolipidos,.

Las vesiculas C y D se prepararon con las cantidades de FCy FE y colesterol
gue se muestran en la Tabla VII} excluyendo los otros fosfolipidas.
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membranas normales {A), presentan upa r_ mayor que las vesiculas formadas
por FC y FE, mezcladas en la proporcidn de las membranas enriguecidas con
colesterol (B). Esto se debe a gue estas (ltimas (B) presentan un aumento
de la relacidn FO=FE, gue las hace mas fluidas., Si observamos el comporta=
miento de las mezclas ternarias, las vesiculas fC),"semejantes" a la mem=
brana microsomal normal, exhiben en cambic una rs menor a las vesiculas
ternarias (D) reconstituidas en la proporcidn correspondiente a la menbra-
na enriguecida con colesterol.

Estos experimentos muestran gue, si bien la FC fluidifica la bicapa
lipidica, dicho efecto no alcanza a compensar totalmente la accidn global
rigidizante del colestercl sobre la estructura de la membrana,

El aumento de la proporcidn FC-FE en este experimento, se debe, segiin
Lim v col. (355), a un aumento de la sintesis de FC inducids por el coles—
terol. Este aumento se correlaciona bien con un aumento en la actividad
de la CTP fosfocolina citidil tramsferasa y su traslocacidn hacia los mi-
crosamas. 38 considera gue esta traslocacidn regula la actividad de la
enzima (357) y determina la velocidad de bicsintesis de la FC., Sin embar-
go, no se conoce ain, exactamente, el rol gque jusga el colestercl modifi-

cando la afinidad de la enzima por la membrana.

EL COLESTEROL Y LA UDR-GLUCURONIL TRANSFERASGA

La incorporacidn de colesterol modifica la_cinética de la UDP-glucuranil

transferasa.

Para sstudiar el efecto del colestersl sobre las propiedadss de
la UDR-glucuronil transferasa, se deterpinaron las constantes cinfticas

para la enzima, en microsamas normales y enriguecides con colesterol. Se
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midieron las velocidades iniciales de reaccidn, en funcidn de concentra-
ciones variables de A UDP G a algunas concentraciones fijas de p-NF, y
en funcidn de cantidades variables de p-NF, para varias concentraciones
fijas de A UDP G, tal como se explicd anteriormente (pég. 99). Si los
datos se grafican en forma de doble reciproca, ss posible obtener las
constantes correspondientes a los complejos binariss. Al graficar luego
las interseccicnes sobre el eje 1/v en funcidn de las concentraciocnes fi-
Jas de sustrato, se obtiene la Vmax de la reaccidn y las constantes corres-—
pondientes a los complejos ternarios (pég. 99).
Este andlisis cinético se efectud en las microsomas normales y en
los enriguecidos con colesterol, Llas Figuras 13, 14 y 15 muestran los
resultados correspondientes a los microsomas enriguecidas con colesterol,
y la Tabla XII resume los datos cinéticos para ambos tipos de membranas.
Se puede observar gue la incorporacién de colesternl provoca incre-
mentos en la Vmax y una disminucidn en todas las constantes, lo gue pone
de manifiesto un aumentoc en la afinidad de la enzima por el sustrats, ya
sea cuando éste se une en primer lugar o cuando lo hace en segunde término.
La Tabla XII también muestra una variacidn en la cogperatividad apa-
rente del Acido UDP-glucurdnico, prowocado par la incorporacifn de coles~
terol. En efects, dicho parfmetro calculado a partir de la ecuacién de
Hill, pasa de (3,40 b 0,02 en los microscmas normales, a 0,68 s 0,03 en
los microsomas enriguecidos con oolsstercl, indicando asi una tendencia de

la enzima a pasar de una cindtica no michaeliana a otra michasliana,

;Cudl es el mecanismo de accidn del colesterol sobre la UDR-glucuranil

transferasa?

Hasta el momsnto no podemos atribuir los cambios en las propiedades
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1/v

[p-nF]
creciente

T T ¥

1 0,2 0,3 0,4

o 0

~1/K A UDPG
Tauee] 1 [mm]

FIGURA 13 - Gré&fico de Lineweaver-8urk para la UDReglucuronil transfe—
rasa a 37° C, en microscmas enriguecidss con colssterol.

(Q) 0,06 m; (A)OC,06mM; (®)0,1mM (O) 0,2 mM

Los resultados son la media de determinaciones sn 3 anima-
les procesados individualmente eon sus respectivas desvia-—
ciones esténdar.

La v se expresa como n moles de p-nitrofenol conjugadas
por min por mgr de proteina microsomal.

Todas las rectas fueron ajustadas por el método de cuadrados
minimos,
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0,8}

1/v

[A uppG]
creciente

T T T T =

/K p-NE 5 10 15 20 25

[p - Nitrofenol} = (mM>-1

FIGURA 14 - Gréfico de Lineweaver Burk para la UDR-glucuronil transfe-
rasa a 37° C, idem 13.
Las velocidades iniciales se grafican en funcidn de canti-
dades variables de p~NF para cantidades fijas de A UDP G:
2,5mm (@), 3,5 mM (X); 5,0 mM (&) y 8,0 mM {0).

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 esténdar.

Todas las rectas fueron ajustadas mediante el método de
cuadrados minimos.
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1/Vapp :

0,1 7

-1/K'A UDPG X
S~ 4 [ Vinax

O [A UDP—Glucurénico] (mM)_1 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
° [p—Nitrofenol](nM )—1 5 10 15 20 75

FIGURA 15 - Las intersecciones sobre el eje 1/v de las figuras

13 y 14 se grafican en funcidn de las concentraciones
fijas de ambos sustratos p?ra obtener Vmﬂx' K'A UDP G
y K? y tal cual se explica en Procedimientos
Expegzggntales.

Las rectas fueron ajustadas por el métado de cuadrados
minimos.
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cindticas de la UDP~glucuronil transferasa, exclusivamente a un efecto

de la molécula de colestervl. En efecta, en estns experimentos dichas
variaciones puedsn dzberse a una accidn directa del colesterol, a una mo-
dificacidn de la relacidén FC-FE o a un efecto combinado de ambos, No abs-—
tante, estos resultados sefialan una coincidencia con nuesiros experimentos
anteriores: el aumento en el empaguetamiento de la membrana, originado
por la incorporacidn de colesterol, o por la deficiencia de &cidos grasos
esenciales, provocan cambios en la cinética de la enzima no michaeliana

a michaeliana.

Hochman y col. {299) encontraron que la UDR-glucuronil transferasa
delipidizada de higado de cerdo, presentaba una cinética no michasliana
al ser reconstituido con vesiculas unilamelares de FC en el estado gel. En
tales condiciones, los graficos de LinewsavelBurk mostraban una concavidad
hacia abajo. La base para este comportamients cinético reside en la pre-
sencia de un sitic con alta afinidad y otro con baja afinidad para la unidn
del A UDP G, Estos dos sitios de unidn se generan por la presencia de dos
subunidades para la unidn con el A UDP G 21 la misma molécula.

Cuanda se reconstituye la enzima con fosfolipidos en el estado liguide
cristalino, se produce un cambio en la cinética de la enzima, de no michae-
liand a michaeliang, mientras gue uno de los sitios de unidn para el A UOPG
pierde su funcisnalidad.

Sin embargo, se sabe gque a temperaturas fisiolSgicas, los lipidos de
la membrana microsomal se encuentran en el estado liguido cristalino (280),
mientras que 1la UDP-glucuronil transferasa de la membrana nativa presenta
una cinética no michasliana (307). Para compatibilizar sus resultados,
Hochman y col. (299) sugirieron gue el entorno de la UDP glucuronil trans-

ferasa en la membrana nativa, se encontraria en el estaco gel, es decir,

185
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en un estado de empaquetemiento diferente con respecto al restoc de los
1ipidos.

Nuestros resultados actuales, asi como los obtenidos antericrmente
con la carencia de &cidos grasos esenciales, muestran gue la cinética no
michaeliana de la enzima desaparece al disminuir la fluidez de los lipidos
globales. Si analizamos estos experimentos a la luz de las ideas de Hoch-
man y col. (299), deberiamos admitir gque los lipidaos del entorno de 1la
enzima se encuentran en la fase gel, mientras gue los lipidos glabales
estén en un estado 1liguido cristalino. Asi, la carencia de Acidos grasos
o la incorporacidn de colesterol rigidizarian los lipides globales, produ-
ciendo un efecto fluidificante opuesto en el entorno de la enzima, gue
cambisria su cinética no michaeliana por otra michaeliana.

La existencia de entornos enzimdticos, en yn estado fisico cistinto
al de los lipidos globales, ha sido suficientemente demostrada a la luz
de los conocimientos actuales sobre la interaccidn 1lipidos-proteina (358,
359). También se conoce que las proteinas tienen marcada preferencia por
la fase 1iguido cristalina {130} y que el colestersl genera separaciones
laterales de fase al interaccionar preferentemente con determinadas espe-
cies lipidicas (24, 52). Gi a estos hechos le sumamos el reguerimiento
especifico de la UDR-glucuronil transferasa por la FC (300), estariamos
en condiciones de enunciar un modelo gue explicara la interaccidén de la
UCP-glucuronil transferasa con el entorno lipidico. Se sabe que el coles-
terol interacciona preferentemente con lasfosfatidilcolinassaturadas (149),
excluyendo a las moléculas insaturadas. Gruyer y Bloch (14S%) demostraron
gue el colesterol rigidiza vesiculas con diferentes composicicnes de Acidos

grasos en el siguiente arden:

FC disaturadas > fosfatidilcolimas monoinsaturadas ) fosfatidileolinas di-

insaturadas.
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La menor interaccidn del colesterol con las especies insaturadas da
asidero a nuestra hipdtesis, sugiriendo una posible segregacidn de las
moléculas de fosfatidilcolina insaturadas respectc de los dominios coles-
terol-fosfatidilcolina saturada. Estas FC excluidas fluidificarian los
lipidos del &nulus de la UDP glucuronil transferasa provocando asi el
pasaje de una cinética no michaeliana a michaeliana,

En res&men, proponemcs gue los Cambios en la cinética de la UDR-glu-
curonil transferasa, debido a la incorporacidn de colestercl, seriainla
consecuencia de alteraciones en el empaguetamients de los 1lipidos en

contacto con la enzima (360).



CAPITULD 1V

LA INCORPORACION DE COLESTEROL "IN VITRQ"

Dijimos en el capitulo anterior gue los experimentos realizados no
permitian atribuir los cambios en las propiedades cinéticas de la UDR-
glucuronil transferasa directamente a la molécula de colesterol. En efec—
to, la incorporacidn de colesterol "in vive" fue acompafiada de un incre-
menta no esperado sn la relacidn FO=FE. Por eso resultd imprescindible
desarrollar un método para modificar exclusivamente el contenids de coles-
terol de la membrana sin que se alterara el resto de los cemponentes lipi—
dicos,

Existen diversas técnicas para transferir colesterol entre membranas
(36.1, 362), pero adolecen de dos grandes defectos. Alguras no san selec-
tivas y ademds del colesterol transfieren fosfolipidos, por ejemplo.

Otras emplean tratamientos drésticos tales como altas temperaturas, lo gue
hace desaconsejable su uso en la membrana microsomal, ya queasi se destrui-

rian sus propiedades de barrera. El métado ideadn por el DOr. Barda en

168
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nuestro laboratorio consiste en la fabricacidén de liposomas enriguecidos con
colesterol, a partir de los mismos lipidos de la membrama microsomal, emple-
ando para la transferencia bajas temperaturas gque no perturben la integri-
dad de dicha membrana. Ademds, la técnica evita la tediosa purificacidn

de las proteinas transportadoras {383 ) mediante el uso del sobrenadante de
12.000 g gue contiene las membranas microsomales y el citosol., La técnica
detallada para extraer e incorporar colestercl "in vitro! fue descripta en

Procedimientos Experimentales (péag. 106).

ANALISIS LIPIDICO

La técnica empleada permite la extraccifn e incorporacidn especifica de

calestercl,

En la Tabla XII1I se puede apreciar la necesidad de la presencia de

las proteinas transportadoras para una transferencia eficaz del colesterol,
En la primera linea se observan el contenido de colesteral y fosfolipidos
del microsoma normal. En la segunda linea aparecen los resultados obteni-
dos al incubar dichos microsomas con liposaomas enriguecidos con colesterol
(LFC) durante 2 horas a 5° - 7° C. Como pueds apreciarse, s8lo se logra
un leve aumento de la relacidn colesteral/fasfolipido, ya que en dicha sis~
tema na se encuentran presentes las proteinas transportadoras. Por el con-
trario, cuando se agrega citosol (N+C), mediante el uso del sobrenadante
de 12.000 g (pig. 105), la relacidn colesterol:fosfolipido aumenta desde
0,368 en los microsomes controlses hasta 0,513 en los microsomas enrigueci-

dos con colesterol.



TABLA X

i11

CONTENIDO DE COLESTERCL Y FOSFOLIPIDOS DE t0S MICROSOMAS MODIFICADQOS.

Fosfolipido:
prateina

Colesteronl: Colesterol :

proteina

fosfolipido

(4 mol/mgr prat. (j mol/mgr prot) (mo1/mol)

M N 0,33 ¥ 0,01 0,12 =
MN+LFC 0,37 * 0,02 0,15 =
N 0,38 I 0,02 0,14 X
N+ C 0,39 £ 0,01 0,20 £
N =& 0,37 £ 0,01 0,10 £
Simbalos: Corresponden a 168 empleados en

tales (pég. 106).

MN = microsemas naormales

MN+LFC

[

0,01 0,364
0,01 0,405
0,01 0,368
0,02 0,513
0,02 0,270

Procedimientos Experimen-

micraosomas normales incubados con liposomas enri-

gueridas en colestercl LFC.
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N = microsoma . control(sobrenadants de 12,000 g incubado
con liposoms LF)

N=C = microsomas-colssterol (microsomas eon el contenido

de colesterol disminuids).

N+C = microsomas + colesterol (microsomas enriquecidos

con colesterol)
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Para sxtraer colsstercl de la membrana microsomal se incubaron dichos
microsomas con liposomas fabricados a partir de sus propios 1lipidos y can-
tidades variables de citosol fresco (pag. 105), abteniéndose asi los mi-
crosomas N-U gue aparecen en la Tabla XIII. En esta tabla también se apre-
cia un aumento en la relacidn fosfolipido:proteina, par@ todos los tipas
de microsomas, que tal vez sea debido a una pérdida de proteina durante
la incubacién.

los liposomas y los microsomas preparados como se indicd en Procedi~
mientos Experimentales (pdg. 105), difieren sdlc en el contenido de coles—
terol, por lo gue no se esperan cambios en ningin otro componente durante
la incubacidn, Para corroborar esta hipdtesis se analizaron la composicidn
de &cidos grascs totalss {Tabla XIV), y la composicién de &cidos grasos de
FC y FE {Tabla XV y XVI), no encontréndose difersncias entre los distintos
tipos de microsomas. Tampoco aparecieron modificacicnes en la distribucidn

de los diversos fosfolipidos.

LAS PROPIEDADES DINAMICAS

La difusidn lateral guarda una relacidn inversa con el contenido ds coles-

terol.

Se evalud la difusidn lateral en los distintos tipos de microsomas, mi-
diendo la eficiencia en la formacidn del excimero del pirena., En la Figura
15 se aprecia el sfecto de la incorporacidn y extraccifn de colesterol 50—
bre la movilidad lateral., La eficiencia en la formacidn del excimero del
pireno aumenta linealmente con la cantidad de marcador , mientras gue un
aumento o disminucidén de la relacidn IE/IM corresponde a cambios opuestos

en el contenido de ecolesterol de los microsomas modificados.



.COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICHOSOMAS CON CANTIDADES VARIABLES OE

TABLA

XIVv

COLESTEROL (Porcentaje en 9950)3
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Acido grasoc N NaC NeC

14 : 0 0,7 £ 0,1 0,6 ¥ 0,1 8,8 £ 0,1
16 : 0 15,6 ¥ 0,6 14,8 1,0 14,5 X 9,7
161 1,1 20,2 1,2 0,1 1,1 = 0,2
18 : O 27,0 ¥ 1,4 26,7 £ 1,2 25,9 £ 1,3
18 : 1 9,6 £ 0,6 9,0 X 0,4 9,4 X g,s
18 : 2 33,7 ¥ 1,8 aa,3 ¥ 1,2 aa,7 X 1,9
20 : 3W9 0,8 = 0,1 0,9 £ 0,1 IR |
20 : 3W6 0,5 % 0,1 0,7 < 0,1 0,6 £ 0,1
20 : aW6 8,7 X 0,4 9,6 £ 0,3 9,4 X0,a
22 : 5W3 1,0 = 6,1 0,8 £ 0,1 1,0 < 0,1
22 : 6W3 1,3 % 0,4 1,4 20,2 1,5 X 0,2
Simbolos: = microsomas control

Los resultadas son la media de determinaciones en 4 animales pro-

#

n

microsomas enriguecidos con colesterol

micrasomas con menor contenido de colesterol,

cesados por separado con sus respectivas desviaciones estdndar,



COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE FC DE MICROSOMAS CON DISTINTO CONTENIDO

TABLA XV

DE COLESTEROL (Porcentaje em peso).
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F+C
Acido grasc N +C -C

14 : 0 0,3% 0,1 0,a ¥ 0,2 0,3 % 0,1
1 :0 12,8 0,2 13,7 1,0 13,0 £ 0,8
B :1 8,2 £ 0,1 0,3 % 0,1 0,s £ 0,1
18 : 0 27,9 £ 1,1 25,5 % 1,1 28,1 = 1,3
1811 8,9 ¥ 0,3 9,4 ¥ 0,4 9,3 % 0,5
18 ;2 66,0 % 1,a 43,6 = 2,2 43,3 % 1,5
20 : 3W9 0,3 < 0,3 0,4 = 0,2 0,8 0,1
20 : 3W6 0,6 £ 0,2 0,5 £ 0,1 0,4 0,1
20 : 4W6 4,0 % 0,2 4,2 % a8,z a9 L 0.3
22 : 5W3 0,3 % 0,1 0,8 ¥o,1 0,4 0,1
22 : 6W3 0,7 ¥ 0,1 0,6 £ 0,1 0,5 % 0,1
Simbalos: = FC de microsomas control

los resultados son la media de dsterminaciones en 3 animales pro-

=

FC de microsocmas enrigquecidos con colesterol

FC de microsomas con menor contenido de colestercl.

- -
cesados separadamente con sus respectivas desviaciones estandar.



COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE FE DE MICROSOMAS CON CANTIDADES VARIABLES

TABLA

Xvi1

OE COLESTEROL (Porcentaje en pesa ).
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Simbolos: N
+C
-0

Hi

FE de microsomas control
FE de microsomas enriguecides con colesterol,

FE de microsomas con menor contenido de colesterol.

Acido graso N +C -C
14 ; 0 0,5 ¥ 0,1 8,8 < 0,1 0,7 £ 0,1
15 :0 9,0 £ 0,8 8,9% 1,3 g1 & 3.4
15 ; 1 1,1 & 5,3 1,3 0,5 1,2 20,1
18:0 28,7 % 1,6 28,5 % 1,8 27,5 < 1,7
18 : 1 8,6 = 1,4 8,5 % 1,2 8,7 £ 1,6
18 : 2 33,31 1,9 32,9 £ 1,9 33,3 % 1,8
20 : 3W9 0,6 £ 0,1 0,5 % 0,1 0,7 % 0,1
20 : 3WE 0,8 £ 0,1 0,7 £ 0,1 0,9% 0,2
20 : 4aWs 12,8 < 1,4 13,5 X 2,0 13.4L 1,58
22 : 5W3 1,7 20,3 1,6 £ 0,4 1,8 = 0,5
22 : 6W3 2,9 = p,2 3,0%0,3 29 2 0,3

Los resultados son la media de las determinaciones en 3 animales

procesados separadamente, con sus respectivas desviaciones estandar.
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0,4 A
microsomas
- colesterol
microsomas
normales
0,27
microsomas
+ colesterol

CONCENTRACION DE PIRENO (n moles/mgr prot.)

FIBURA 16 - Eficiencia de formacidn del excimero del pireno
en microsomas con distinto contenido de colesterocl.

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

los resultados son la media de determinaciones en
3 animales procesados separadaments con sus res—
pectivas desviaciocnes estandar.
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La r guwarda una relscidn directa con el contenido de colestercl,
s

La Figura 17 muestra las anisotropias de fluorescencia del 0PH medidas
en funcidn de la tesperatura, para los distintos tipos de microsomas, los
lipidos totales y los fosfolipidos extraidos de ellos.

A todas las temperaturas el orden relative de.las anisotropias ds flup=-
rescencia entre los distintos microsomas es:

o >n >,

S N4C N—C

Para los lipidos totales la secuencia es:

N+C N~C

r r :

e A
N

mientras que las anisotroplas de los fosfolipidos extraides de los tres

tipus de microscmas coinciden, For otra parte, al comparar las diversas

fracciones extraidas de una misma membrana el ordenamiento es:

r r r
S microsomas> s lipidos totales'> s fosfolipidas

La primera desigualdad se explica a través del efecto rigidizante de
las proteinas (8&). La segunda desigualdad, sin embarge, pocria no tener
ese signo. En efecto, al psar de los lipidos totales a los fosfolipidos
se pierden el colesterol y los triglicéridos gue ejercen, por cierto, efec—~
tos antagénicos. Asi, dependiendo de las cantidades relativas de coleste-
rol y triglicéridos podria invertirse el sentido de la desigualdad.

En todos los casos representados en la Figura 17, se obtuvisron lineas
rectas gue excluyen la posibilidad de una transicidn de fases en el rango

estudiado.
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?ﬁr O--0--0 L de microsomas control
b--8--0 2 de microsomas -colesterol
1,9 7
40 30 20 10 t°C
T T T T
3,2 3,3 3,4 3,5 1/TK ! 10°

FIGURA 17 - Propiedades termotrdpicas de la membrana microsomal

y diversas fracciones lipldicas. los resultados son
la media de determinaciones en 3 animales procesados
separadamente, con sus respectivas desviaciones ese
tandar. las condiciones experimentales scon las mismas
cus en la Figura 1.
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El &cido trans parindrico detecta una separacidén de fases en los fosfo-

1ipidos.

La Figura 18 muestra los espectros de excitacidn y fluorescencia del
&cido trans parindrico. Asi como el DPH, este marcador fluorescente pre-
senta una buena separacidn entre ambas bandas. Tal como se explicd ante-
riormente, el Acido trans parindrico prefiere la fase s8lida y el cociente
de polarizacifn se mantisne constante con la temperatura para un dado pore
centaje de lipido en la fase sdlida y aumenta abruptamente cuando se ini-
cia alguna solidificacidn de especies lipidicas. No sfilo ss midid el co-
ciente de polarizacifn de las membranas microsomales sino, también, de los
lipidos totales y fosfolipidos extraidos de ellas, con el objeto de deteo-
tar nuevas alteraciones en las propiedades fisicas del sistema al reducir
la complejidad del mismo. Y este enfogque ha dado resultados en este casg
particular. Asi, las curvas correspondientes a la membrana microsomal cone—
trol v 2 las que poseen menor cantenido de colestercl no presentan ningdn
cambio abrupts gue pueda indicar la aparicidn de fase sdlida. En cambio,
las curvas correspondientes a los lipidos totales presentan una suave cur-
vatura que evidenciaria la aparicidn de fase sSlida aproximadamente a los
20°C. En los, fosfolipidos se advierte un cambio abrupto a los 20°C que
indica inequivocamente la aparicidn de fase sdlida a partir de dicha tem-
peratura. Por lo tanto, el resto de los componentes de la membrana, y en
especial la proteina, actuaria emmascarandoc este efecto que se evidencia
claramente en la fraccidn fosfolipidica. {Figura 19).

Una situacibn distinta se presenta en las membranas enriguecidas con
colesterol. Para los microsomas y los lipidos totales se observa una
linea recta, indicando que el aumento en el contenido de colestersl des—
truye cualguier indicio de separacidn de fases (135).

Por Gltimo, los fosfolipidos extraidos de los 3 tipos de microsomas

presentan curvas coincidentes con una abrupta transicidn a los 20°C,
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FIGURA 19 - Variacidn del cociente de polarizacidn P del acido
/3 parindrico en funcién de la temperatura (°C),
los resultados son la media de determiniicicnes en
3 animales procesados separadamente, Se siguid la
técnica detallada en Procedimientos Experimentales

{pégs. 90 y 94).
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en microsomas a 37° .
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Espectros de excitacidn Y de emisidn del &cido 3 parinérico

Se siguid la técnica gue se indica

en Procedimientos Experimentales {pégs. 90 y 94), empleando

una solucifin de &cido /@ parinirica 1 mM en etanol.
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ya cue la Unica diferencia entre los tres tipos de membranas es el conte-

nido de colesterol.

Integridad de le membrana microsomal.

A pesar de los suaves tratamientos empleados, ya sea pera incorporar o
extraer colesterol fue necesario verificar si la manipulacifén de las mem-
branas no alterd significativamente la integridad microsomal y las propie-
dades snzimdticas. Asi, la integridad microsomal se ensayd midiends la
latencia de la manoso G-fosfatasa. Los valores cobtenidos fueron: 85, 81 y
78% para las microsomas control, enriquecidos con colestercl y con el con-

tenido de colestercl disminuido.

LA UDP GLUCURONIL TRANSFERASA

El colesterol es sl resp00§§ble de los cambios en la cinética de la UDF

glucuronil transferasa.

Siguiendo la técnica habitual, se determinaron las constantes cinéticas
ge la UDOP glucuronil transferasa para los tres tipos de microsomas. En la
Tabla XVII se resumen las diversas constantes halladas, Los resultados ocbte-
nidos al incorporar colesterol "in vitro" son andlogos a los que cbtuvimos
mediante la dieta rica en colestersl. La Vmax aumenta y los distintos Kms
disminuyen, y se aprecia una tendencia de la enzima para pasar de una ciné-
tica no michaeliana a otra michaeliana, ya gue el coeficiente de Hill se
aproxima a 1, Por el contrario, la exitraccidn de cplesterol, evidenciade
por la disminucidn de la relacidn colesterol:fostolipido modificd muy poco

el valor del coeficiente de Hill.
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Estos nuevos experimentos donde se modifica exclusivemente el contenido
de colesternl sin cambios en la distribucidn del resto de los componentes
demuestra, sin dudas, que la concentracidn de colesterol a la bicapa ss
claramente responsable de los cambios dindmicos, estructurales y cinéti-

cos gue se produjeron en los dos tipos de ensayos.

Las variaciones en el porcentaje de activacidn por la UDR-NAGA confirman

el modelo propuesto.

La incorporacifn y extraccidn de cplesterol de la membrana micrascmal
también modificd la activacién por UDR-NAGA. En la membrana microsomal({Fig.20)
intacta la UDP glucurcnil transferasa es estimulada por la UDP-NAGA (307),
peroc este efecto se pierde en la enzima delipidizada {299). &8lc la fos-
fatidilcolina en la fase gel puede reactivar dicha forma de la enzima. En
nuestras experimentos la extraccidn de colesterol de la membrana microso-
mal aumenta el parcentaje de activacifin de la UDP-glucuronil transferasa,
indicando gue la enzima se encuentra en un medio mds empaguetado, opo-
niéndose al estado fluido de los lipidos como consecuencia de la salida
de colestercl. Por el contraric, la incorporacidén de colesterol rigidi-
za. los lipidos globales, fluidificance los lipidos del &nulus y disminu-

yendo la activacidn por la UDP-NAGA,

LA UDP=glucuronil transferasa presenta una guebradura en la curva de

Arrhenius,

Los gréficos de la Figura 21 muestran gue la curva de Arrhenius de
la UDP-glucuronil transferasa presenta una gquebradura y que la tewperatura
de esa quebradura es distinta en los microsomas normales y los microsomas

enriguecidos con colesterol.



2.4 - . 184
b '

2 4" B T 1
| Pl
1,6 - | <
: /;/;/'sin UDP-NAGA
I [

i
| 1
A o 1
TA !
T/0 1
f

con UDP-NAGA con UDP-NAGA

1 23 4 1/[A vopG][mi]
2,4 ‘
Microsomas SIN CoN G
UDP-NAGA UDP-NAGA Activacidn
Control 0,98 1,87 g1
+ celestercl 1,12 1,59 41
-~ colesterol 0,92 2,10 128

: : 3 4
1/[A uDpG | [m]

FIGURA 20 - Brafico de Lineweaver Burk de la UDR-glucuronil transferasa a
37° C, en funcidn de 1/ [A UDP s][mM]'l con (C) o sin (*) el
agregado de UDP-NAGA.

A: microsomas control; 8: microsomas-colestercl: {: microsomas
+ colestercl. Las concentraciones de p=NF y UDR-NAGA cuando se

agregd, fueron 0,2 y 2,0 mM, respectivamente. E1 inserto muestra
las velocidades iniciales (n moles/min mgr prot) y el porcentaje
de activacidn de la UDP- N-acetilglucosamina para una concentra—

citn fija de A UOP G (1 mM).
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FIGURA 21 -~ Gréafico de Arrhenius para la UDP-glucuronil transferasa,

VvV se expresa como en la Figura 20.

tos datws experimentales se ajustarcn en una sold recta o en
dos rectas que se cortan a una temperatura, la cual se varid
en el rango medida. Llos coeficientes de correlacidn de las
rectas gue se presentan son mayores gue el coeficiente de
correlacidn para una sola recta.

{as concentraciones de los sustratos fueron:
[A uppP GJ =25 mM paralmgr prot.en 0,6 ml volimen final
[o-NF]= 0,4 mi.
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Al  analizar las causas de las gquebraduras en las curvas de Arrhenius
vimas gue los origenes podian ser muy diversos. Adn tratfndose de una
consecuencia de la interaccidn lipido proteina, todavia las reusas pueden
no ser ineguivocas, Una quebradura en la curva de Arrhenius pusde respon-
der a la Tt de los lipidos globales, a una separacidn de fases 0a la tempe-
ratura de transicidn de los 1ipidos del &nulus. Una caracieristica distin-
tiva es que la UBR-glucuronil transferasa presenta una £a por encima de la
Tt mayor que la encontrada por debajo de dicha temperatura, Algunos autg-
res (289) consideraron que la quebradura a 20°C respondia a la T_ de la
membrana microsomal, pero se vid gue la Tt de la misma estaba por debajo
de 0°C (1B81). Los resultados de los que disponemos hasta ahora no nos per—

miten dar una explicacidn definitiva de este fendmeno.
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CAPITULO V,

NUEVAMENTE LA CARENCIA DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES.

El modelo gue propusimaos para la UDR-glucuranil transferasa se funda-
menta por un lado en las propiedades conocidas del colesteral, gue a tra-
ves de interacciones preferenciales con algunos fosfolipidos puede crear
zonas o dominios especializados y, por el otro, en el conccimiento acabado
de la naturaleza de las proteinas gque prefieren siempre la fase lfiguido
cristalino, Se nutre, ademas, nuastra higétesis’de ios experimentos rea-
lizados por el grupé de Zakim, que postula un "&nulus” en un estadn fisico
distinto rodeands a la UDP-glucuronil transferassa.

Nuestra intencidn, al volver a tratar temas relacionados con la caren=—
cia de 4cidos grasos, no es ofrecer més informacidn al respecto, sino hacer
hincapié en aquellos resultados nuevos gque puedan aportar pruebas indirec—

tas al modelo propuesto.
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ANALTISIS LIPIDICO

la carsencia de Acidos grasos orovoca cambios no s8lo en la composicidn

de &cidas grasos totales, sino también en la comoosicidn de &cidos grasos

de los fosfolipidos,

La Tabla XVIII muestra la composicidn de &cidos grasos de los microso-
mas normales y carente comparada con la composicidn de los microsomas ca-
rentes del primer experimento. Puede observarse gue 8l patrdn de carencia
es el mismo en ambos experimentos. La Tabla XIX analiza la composicidn
lipidica de los microsomas normales y carentes. E£E1 tratamiento no provoca
cambios en la distribucidn de los fosfolipidos ni en la relacidn FCIFE,
asi como tampoco en la relacidn colesterol:fosfolipido., Este resultado
complementa nuestro experimento anterior, en gl gue no se midid la rela-
cién FC:FE. En este momento podriamos afirmar con mas fundamento gue las
modificaciones de la fluidez de la membrana,gue aparecenrcomo consecuencia
de la carencia de acidos grasos, se basan en la disminucidn del IDL. En
efecto, los demis pardmetros capaces de afectar la estructura dindmica no
mastraron variaciones significativas durante los periodos investigados.

Es mas, muestros experimentos parecen indicar, en contra de otras eviden-
cias (103) que el grado de insaturacidn y la fluidez de la bicapa lipidica
estarian relacionados en una forma mis o menos sencilla.

La Tabla XX presenta la composicifn de &cidos grasos de la FC y la FE
normales y carentes., Se observa la misma tendencia que notamos al estudiar
la composicidn de fosfolipidos de los microsomas normales y enriguecidaos
con colesternl: la fosfatidileslina tiene un indice de dobles ligaduras
menor gue la fosfatidiletanolamina. Adem&s la FC tiene un contenido de

4cido araquiddnico muy bajo, comparado con la FE, Estas diferencias entre



TABLA XVviIi

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICROSOMAS NOAMALES Y DEFICIENTES EN

ACIDOS GRASOS ESENCIALES (Forcentaje en peso).
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Acido graso N c c#
+

140 0,9 < 0,1 1,4 £0,1 3,32 0,1
+ + +

16 ;0 14,1 % 0,7 18,4 £ 0,6 18,5 = 0,5
+ + , AT

16 H l 1,3 - D,l 2,6 e O’a 2'4 - 0,2
+ + +

18 :0 26,0 = 1,3 25,3 = 1,3 26,0 = 1,1
+ + S

18 : 1 9,8 = 0,6 21,7 ¥ 0,9 21,6 - 0,9
=N

18 : 2 3,5 L 1,2 19,5 X 0,8 19,0 - 0,6
+

20 : 3w9 1,0 20,1 1,2 0,2 1,3 = 0,1
+ +

20 : 3We 0,8 < 0,6 0,6 £ 0,1 0,5 = 0,1
+

20 : aWs 5,2 £ 0,5 7,8 £ 0,4 8,3 ~ 0,3
N

22 : 5W3 0,9 £ 0,1 0,8 ¥ g,1 0,6 - 0,1
-+

22 : 6W3 1,5~ g,2 0,7 ¥ 0,1 0,7 = 0,1
i1DL 1,30 1,07 1,02

Simbolos: N = micrasomas normales
C = microsomas carentes
C* = datos extraidos de la tabla I1

{os resultados

son la media de determinaciones en 4 animales anali~

zados separadaments, con sus respectivas desviaciones esténdar,
Para el cAloaulo del IDL ver pagina 85,



TABLA XX

COMPOSICION LIPIDICA DE MICROSOMAS NORMALES Y DEFICIENTES EN ACIDOS GRASDS

ESENGCIALES.
Lipidos N c
Colesterol 9,5% 0,s 5.2 0,3
Esteres de colesterol 1,1 z 0,1 1,1 b 0,1
Triglicéridos 2,6 £g,2 2,5 ¥ g,2
Fosfatidileolina 46,5% 2,7 46,9 < 2,7
Fosfatidiletanolamina 2a,9 % 1,6 25,3% 1,4
Fosfatidilinositol 72,8 20,3 7,4 30,3
Fasfatidilserina 3,3%0,2 3,5 % 0,1
Esfingomielina 4,3%0,2 a,1%0,2
Colesterol:fosfolipido 0,31: 0,2 0,308 0,1

{mol/mal)
Fosfatidilcelina:
1,87 1,85

Fosfatidiletanolamina (P:P)

Simbolos: N = microsoma normal
C = microsoma carente:

f.os resultados son la media de determinaciones en 3 animales
procesados separedamente con sus respectivas desviacionss

”
sstandar,
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la composicidn de &cidos grasos de ambos fosfolipidos podrian considerar-
se como un mecanismo de compensacidn: la fosfatidiletanolamina (93},
cuya cabeza polar es capaz e presentar una red compacta estabhilizada por
puentes de hidrégenc e interaccionses electrostaticas, es la gue contiene
los Acidos grasos mds fluidos. La composicidn de Acidas grasos de los
fosfolipidas sigue el patrdn caracteristico de la carencia de &cidos grae
sos temprana: se produce una disminucidn del &cido lincleict y un aumento
del oleico en la fosfatidilcolina. En la FE aumenta el &cido oleico y el
palmitoleico y disminuye el linoleico significativamente. E1 FI se carace
teriza por su alta contenido de &cido araguiddnico, superior al de cual=-
guier otro fosfolipido. En la fosfatidilserina se observa una disminucidn
significativa del &cido linocleico y del Acido araguiddnico. (Tabla XXI).
La esfingomdielina, en cambio, presenta caracteristicas diferenciales.
Es el fosfolipido con mayor praoporcidn de &cidos grasos saturados. No obs—
tante, por efecto de la carencia disminuye aln mds el IDL pasando de 0,67
en cobayos normales a 0,51 en cobayos con 21 dias de carencia de &cidos

grasos. (Tabla XXII).

LAS PROPIEDADES DINAMICAS,

ya carencia de &cidos grasos disminuye la movilidad rotacional y transla-

cional.

. Py 3 .
La Figura 22 muestra el gréafico de log rsx 10" en funcidn ds la inver—
sa de la temperatura en °K, Tanto para los microsomas coma para los 1i-
pidos totales y fosfolipidos, las representacionss dan lineas rectas que

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

COMPOSICION CE ACIDOS GRASDS DE FC y FE DE MICROSOMAS DE COBAYQO NORMALES

Y CARENTES DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES {Porcentaje en pesc)

Acido graso N £L o N EE C

14 ;0 0,3%0,1 0,5%0,1 o,6X0,1 1,2%0,1 o
16 : 0 13,9%0,5 15,1%0,7 9,4X0,7 11,3%tog,s
161 0,3X0,1 o0,9%f0,10 1,2%0,1 2,4%fqg,1 o
18 :0 28,3% 1,4 31,8%f 1,8 28,9 £ 1,5 33,3% 1,9

18 : 1 9,2 %09,3 10,9%g,6 8,640, 12,6%a, o
18 : 2 2,5%1,5 3s,4f1,a0 2eti1,7 23,9%1,1 =
20 : 3w9 0,3%0,1 o0,5%0,1 0,5%0,1 1,2%0,1 ©
20 ; 3w6 0,6 0,1 0,6%0,1 g,6X0,1 0,5%0,1

20 : Aws 3,8fg,2 2,9%fp,10 13,2%0,5 9,6%0,3 0
22 1 5wW3 0,3%0,1 0,2%0,1 1,6 +0,7 1,3%0,1

22 : w3 0,6 0,1 0,s%0,1 2,8%0,2 1,7%e,1
iDL 1,14 1,00 1,51 1,15

Los resultados san la media de determinaciones en 3 animales procesados

individualmente con sus respectivas desviaciones estandar.

0 = existen diferencias significativas para p<0,005

o= " 1 " " pdo'ml



TABLA XX1I

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

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

Acidao graso N EL N N =5 c

14 : 0 o,6X0,1 1,3%0,1 1,5%0,1 2,1%0,2

16 : 0 6,7%0,3 7,5%0,3 7,2%t0,3 8,3%t0,a
6 ;1 1,3%80,1 2,2%0,1 0 1,320,1 1,6%0,1
18 : O w’,6%1,7 a3,3%1,9 37,85 1,8 a3,2%2,1
18 : 1 10,3%0,5 1362%0,8 9,2%0,6 13,0% 0,7

18 :2 15,4 % 0,8 10,9%0,5 0 27,72 1,3 19,3%0,9 o
20 : 36J9 2,0%0,1 3,7%0,2 1,1%0,1 1,5%0,1
20 : 3us 2,9%0,2 3,0%0,1 1,52 0,2 2,1%0,2
20 : aWs 18,2t 0,7 14,0% 0,8 10,2 20,6 6,7%0,3 o
22 : 5W3 0,5%f0,1 0,3%0,1 1,3%0,1 1,2%0,1
22 : 6W3 0,3%0,1 0,2%0,1 1,2%0,1 1,0%0,1
IDL 1,30 1,08 1,22 1,00

Llos resultados son la media de determinaciones en 3 animales proce-

sados individualmente con sus respectivas desviaciones estandar.

© = existen diferencias significativas para p< 0,00S5.
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TOMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE EM DE MICROSOMAS DE COBAYO NORMALES Y

DEFICIENTES DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES (Porcentaje en peso).

Acido

graso

18

18

20
20

20 3

22
22
24
24

Y
-

~ O N O N = O N =~ D = O O

iDL

Simbolas:

I+

1,4
10,8

1+

i+

1+

30,7

1+

9,1

i+

17,3

1+

1,2
0,72

i+

1+

2,5

I+

19,3

I+

1,8

I+

I+

1’6
0,67

EM de microscmas normales

0,1
0,5
0,1
1,4
0,4
0,8
0,1
o,1
0,2
0,9
0,1
0,2
0,1

1,6
11,3
2,0
33,8
9,3
8,9
1,6
0,9
3,0
21,2
2,0
2,6
1,8

1+ 1+ I+ 1+ i+ 1+ I 1+ i i+ i i+ L+

6}

0,1
0,6
0,2
1,5
0,5
g,4 ¢
0,2
0,1
0,1
1,2
0,1
0,1
0,1

EM de r-icrosomas deficientes en Acidos grasos

esenciales,

los resultados son la media de las determinaciones en 3 animales procesados
separadamente, con sus respectivas desviaciones esténdar.

como se indica en Procedimientos Experimentales (pag. 85).

O Existen diferencias significativas para p ¢ 0,005,

£1 IDL se caleculd
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FIGURA 22 ~ Propiedades termotrdpicas de la membrana microsomal

y diversas fracciones lipidicas.,

{os resultados son

la media de determinaciones en 3 animales procesados
separadamente, con sus respectivas desviaziones es—

tén dar,
mas gue en la Figura 1,

las condiciones experimentales son las mis—

1
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Las diferencias de rs son mucho mayores entre los fosfolipidos comparados
con los lipidos totalss, y en éstos al compararios con las membranas mi-
crosomales., Ademds, el arden de empaguetamiento gque puede desprenderse

de esta figura ss el siguiente:

r r r ..
s membrana > s lipidos totales > s fosfolipidos

lo gue indica el efecto rigidizente de las proteinas y del colesterol, tal
cual se explicd en el capitulo anterior.

En la Figura 23 se aprecia gue la movilidad translacional estd dismi-
nuida en los microsomas carentes respecto de los normales, ya que para
cualguier concentracidn de pireno los valores de IE/IEA son superiores en
los microsomas normales respecto de los carentes.

Resumiendo, la carencia de &acidos grasos origina profundos cambios en
la organizacidn dind&mica de la membrana microscmal,que se manifiestan en
una disminucidn tanto de la movilidad rotacional, como de la movilidad

translacicnal de 1los marcadores fluorescentes empleados.

Los fosfolipidos presentan una separacidn lateral de fases,

En la Figura 24 se puede apreciar el comportamiento de los &cidosc< y
% parindrico en estudios termotrdpicos. Llos microsomas tanto normales co-
mo carentes manifiestan suaves ondulaciones en las representaciones de P
versus la temperatura, lo gue favareceria la idea de una transicidn enmas—
carada por ciertos componentes de la membrana, en especial la proteina.
En efecto, si analizamos los lipidos vemgs que la curvatutra es algo mayor
v finalmente al estudiar el termotropismo de los fosfolipidos se aprecia
un cambio abruptoc en la curva, tipico de una separacidn de fases en un

sistema heterogéneo. Es interesante destacar gue el cociente de polari-
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en acidos grasos esenciales
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FIGURA 23 - Eficiencia en la formacidn del excimero del pireno.
los resultados son la media de determinaciones de
3 animales procssados separadamente con sus respec—
tivas desviaciones estandar. Se siguid la metodologia

resefiada en la Figura 11.
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®---o lipidos totales de microsomas carentes
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e-----@ fosfolipidos de microsomas carentes
O:----0 fosfolipidos de microsomas normales

FIGURA 24 ~ Variacidn del cociente de polarizacidn de los &cidos
o y/3 parindrico en funcidn de la temperatura (°C).
los resultados son la media de determinacicnes en
3 animales procesados individualmente. Se siguid la

técnica detallada en Procedimientos Experimentales

Acido a parindrico

- fosfolipidos de microsomas carentes

(pégs. 90 vy 94).
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zacidn se mantiene précticamente constante, por debajo de 20°C, Esto se
explica suponiendo que al concluir la separacidn lateral de fases no se
forma més fase sdlida y el cociente de polarizacién, gue depende de la
cantidad de lipidos en fase gel, permanece constante (332). tn la misma
figura se puede cbservar gue el écidoqbarinérico es incapaz de detectar
la separacidn de fases.

Debe destacarse gque la variacidn en la composicidn de &cidos grasos,
motivado por la dieta, no introduce cambiocs en la temperatura de la sepa~-

racion de fases,que oscild alrededor de los 20°C.

La merocianina 540 tambié

La Figura 25 muestra el espectro de fluorescencia de la merocianina
540, en solucidn acucsa y en la membrana microsomal. Puede verse el gran
incremento cuéntico y el corrimiento del méximo de fluorescencia cuando

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

La Figura 26 muestra como puede emplearse la fluorescencia de la merc—

cianina para evidenciar separaciones de fase. Los microsomas presentan
una suave curvatura, mientras gue los fasfolipidas normales o carentes
oresentan un cambio abrupto en las pendientes.

Hacemos especial hincapié en este hechq,porque la literatura muestra
el uso muy extendido de la espectroscopia de absorcidn de la merccianina
540 (51), como método sensible capaz de evidenciar las transiciones y se-
paraciones de fase en sistemas bioldgicos. Sin embargo, no se han hecho
practicamente estudios empleando la espectroscopia de flucrescencia de

este marcador.
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FIGURA 25 - Ezpectrus de fluorescencia de la merocianina

540, La longitud de onda de excitacidn fue 540,
FPara incorporar la merocianina 540 se siguid 1la
técnica detallada en Procedimientos Experimenta-

les {pég. 97).
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FIGURA 26 - Variacidn de la intensidad de fluorescencia relativa
de la meracianina en funcidn de la temperatura {°C).

Los resultados son la media de determinaciones en 3
animales con sus respectivas desviaciones esténdar.

Se siguid la técnica detallada en Procedimientaos
Experimentales (pég. 97).
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Las curvas de Arrhenius de la UDR-glucuronil transferasa de microsomas

normales y carentes muestran discontinuidades a distintas temperaturas.

La temperatura de discontinuidad en la curve ds Arrhenius. de microsomas
carentes se presenta a temperaturas inferiores respectoc de la correspen—
diente a los microsomas normales (Figura 27). Este efecto coincide con
el observado en el casoc de 1os microsomas enriguecidos con colesterol.
Fodria pensarse gue ambas discontinuidades estdn relacicnadas con la Tt

0 ¢On la temperatura de separacidn de fases de 1la membrana total. Sin embargo,
esta hipdtesis no podria dar cuenta de la distinta temperatura de discon-
tinuidad, presente en las membranas normales. Una explicacidn posikle
sugiere gue, tanto la carencia de acidos grasaos, como la incorgoracidn de

‘colesterol, provocan reordenamientos en los lipidos cue arientan a los
compuestos mds insaturados,con mencres temperaturas de transiciéq,hacia el
entarno enzimltico, Una prueba indirecta de ello se obtiene midiends las
propiedades termotrdpicas de FC normales y carentes, es decir, mds y menos
fluidas.

La Figura 28 muestra tales estudios con el &cido /3 parinérico y la me-
rocianina 540, Ge puede apreciar gue ambas fosfatidilcolinas . presentan
cambios termotrdpicos, cuya naturaleza no puede evidenciarse en estos ex—
perimentos. Si pusden calcularse las temperaturas que caracterizan dichas
transiciones,

En la Figura 29 se grafica la velocidad de cambio de la intensidad
con la temperatura en funcidn de la temperatura para la merocianina 540,
Se aprecia claramente gue las FC normales prasentan una discontinuidad a
temperaturas menores {a 18°C) que la FC carentes (a 27°C), lo cue serviria
insistimos, como evidencia indirecta para nuestras hipdtesis previas,

Par dltimo, la Tabla XXIII resume las propiedadss cindticas de la UDR-



1,0 -

203

2 3,4 G microsomas

normales

microsomas

carentes 18) 3 o C

40 30 20 10 t°C
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FIGURA 27 - Grafico de Arrhenius para la UDP-glucuronil transferasa.
Se empled el método descripto enm la Figura 21.
Las concentraciones de los sustratos fueron:

[AUDPG]= 25 mMm

[P NF ] 0.4 mu PE 1 mgr prot.en 0,56 ml vwol.final
- = 0,
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FIGURA 28 - Propiedades termotrdpicas de la FC de animales

narmales y deficientes de &cidos grasos, medidas

con merocianica 540 y Acido 3 parindrico.
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normales y deficientes de fcidos grasos esenciales.
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glucuronil transferasa en estos experimentos,

Puede observarse que, si bien la cooperatividad aparente se modifica
en el mismo sentidc que al incorcorar colesterol "in vitro®, las otras
constantes cinéticas muestran una variacidn inversa: la carencia de &cidos
grasas provoca una disminucidn de la Vmax y un aumento de los Km para todas

las etapas estudiadas.



CAPITULO VI.

EPILOGD

En este capituloc resumiremos las canclusiones
particulares que fuimos explicando en cada
experimento,_para luego enfocar el modelo de
regulacidn lipidica propuesto y sus evidencias

experimentales.
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CONCLUSIONES

La membrana microsomal nativa de higado de cobayos no presenta
temperatura de transicidn en el raﬁgo entre 10° y 40°7, y por lao
tanto se encuentra en un estado liquido cristalino de alta movilidad.
ta carencia de fcidos grasos provoca cambios en la composicifn de
&cidos grasos y en el indice de dobles ligaduras sin gue se modifique

la distribucidn de fosfolipidos ni la relacidén colesterol:fosfolipido.

La carencia de 4cidos grasos disminuye la movilidad rotacional y

translacional de los marcadores flucrescentes.

La carencia de Acidsos grasos modifica la cooperatividad aparente de
la UDP-glucuronil transferasa desds una cinética no michaeliana a otra

michaeliana en forma progresiva con el tiempo de carencia.

La incorporacidn de colesterol "in viva" va acompariada de un aumento

compensatoric de la relacidn £C: FE en la membrana microscmal,

La incorsoracién de colssteral "in viwo® no modifica la composicidn

de Acidos grasos totales ni la de los fosfolipidos.

La UDP glucuronil transferasa pierde su cooperatividad aparente en

picrosomas enrigueci dos con colesterol.

La incorporacién de colesterol origina un aumento de la V ax Yy una
m

disminucidn de los Kms de la UDR-glucurcnil transferasa.

Debido al aumento compensatoric de la relacidn 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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El acidof parindrico detecta separaciones de fases en membranas

bioldgicas.

La extraccidn ¢ incorporacidn de colesterol "in vitre" en la membrana
microsomal permite la modificacidn selectiva én elcontenido del estercl

sin gue se produzcan alteraciones en oitros componentes de la membrana.

Los cambics en las propiedades cinéticas de la UDP-~glucuronil trans—
ferasa son similares cuando se incorpora colestersl "in viwo" y

cuando se incorpora colesterol “in vitro'.

fLa emisifn de Tluorescencia de la merocianina 540 también sirve para

detectar las separaciones de fase .

Las FC normales y carentes presentan cambics termotrdpicos a dis~

tintas temperaturas.

Las curvas de Arrhenius de la UDOR-glucuronil transferasa presentan

quebraduras cue dependerian del "&nulus" lipidico.

CONSIDERACIONES FINALES

El modelo de Singary Nicolson nos transmitid una imagen fluida, pero

homogénea de las membranas bioldgicas, que expresamente ignord las conoci-

das propiedades quimicas de sus constituyentes, Dijimos antes gue durante

algiin tiempo nuestros pensamientos estuvieron gobernados en cierta forma

por las ideas de Singer, perc en mayor medida por las de Shinitzky. Es asi

gue comenzamos nuestro trabajo tratando de ver coma respondia la enzima a
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los cambios de fluidez originados por la carencia de &cidos grasos. En un
segundo experimento todavia gquedaba alge de esa propuesta inicial. Pero

la profundizacidn del conocimienta de las propiedades del colesterol nos
mostrd un sistema altamente especifico, diferenciado y con interacciones
capaces de provocar verdaderas separaciones de fase. Nuestra visidn del
problema fue cambiands hasta llegar & plantear un modelo regulatorio ba-
sado en evidencias experimentales acerca del comportamiento de 1ipidos y
enzimas y sustentado también en los experimentos de Zakim. Si bien pre-
tendimos que ese modelo fuera general, se ‘D a saba principalmente en
interacciones en las que participéba el colesterol. Suponiamos que el
colestersl interaccicnando con las FU saturadas "enviaba" las FG insatura-
das al "&nulus" de la enzima. Recientemente, experimentos con la carencia
de &cidos grasos esenciales,contribuyeron a generalizar el fendmeno descrip-
to.

Como los microsomas carentes y los enricuecidos en colesterol presenta-—
ban ecorrimientos similares en sus temperaturas de diseontinuidad, respecto
de los normales, supusimos gque la composicidn del "anulus" seria el factor
comin que regiria tales efectos. Y comolos corrimientos antes mencionados,
implicaban una disminucidn de la temperatura » 8tribuible a las FE mas
insaturadis, estudiamos los comportamientos de fase de dos fosfatidilco=-

linas con distinto grado de fluidez gue teniamos muy cerca nuestros: la
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FC normal y la proveniente de animales carentes. No gqueremos con esto

significar gue esas FC estén en contacto con la enzima en el "&nulus* o
que las transiciones de los lipidos del entornoc sean iguales a las transi-
ciones de los linidos generales, Simplemente es otra evidencia indirecta
que sustenta el modeln proguesto con anterioridad, Por otra parte cree-
mos que toda 13 evidencia gue se pusde alcanzar en un sistema nativo es
de tipo indirecta.

Seguramente, el mejor conocimiento de estas estructuras biclégicas

se alcance mediante una amplia confrontacidn de estudios en membranas

nativas y en membranas reconstituidas.

De todas formas, no debe creerse gue todos los fendmenos enzimdticos
pueden ser explicados mediante el concepto de “&nulus". lLas variaciones
de los Km y la Vmax de la UDP-glucuronil transferasa no parecen deberse

a los lipidos del entornoc.
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REVISION EISLIOGRAFICA
. GUE SON LAZ HMEMBRANAS BIOLOGICAS 7 2
CAPITULC I
LOS LIPICOS DE LAS MEMBRANAS BIDLDGICAS 4
POLTIMORFISMOD LIPIDICO 5
los cristales liguidos comparten algunas propiedades con
los liguidos y otras con los sblidos. 5
Los cristalss liotrdpicos presentan un polimorfismo mayor
adin que el de los cristales termotrdpicss. 8
Los 1ipidos pueden adoptar diversas estructuras segin las
condiciones de hidratacidne 10
Las mezclas de lipidos de membrana tienden a adootar una
organizacidn lamelar. 12
£1 conocimiento acabado del polomorfismo permitiria una
prediccifn cuantitativa de la estructura del lipido a partir
de su.fdrmila quimica. . 13
.Por gué existe tal diversidad de lipidos en las membranas
binldgicas, si la fosfatidilcolina por si sola podria man—
tener la bicana?. 15
ESTRUCTURA Y DINAMICA DB LOS LIRPICOS 15

Los métodos fisicos contribuyen a dilucidar los mecanismos
moleculares que rigen los sistemas bioldgicos. 6



Las bicapas experimentan cambias abruptos en su organizacidn
a una temperatura caracteristica,

Algunas teorias describen detallacdamente los mecanismos del
cambio de estado.

Factores muy diversos modifican la temperatura de transicidn
de los fosfolipidos hidratados.

Las cadenas hidrocarbonadas 1 y 2 de los fosfolipidos no son
conformacionalmente eguivalentes,

La flexibilidad de las cadenas en el estado liguido crista-
lino reside en las ré&pidas isomerizaciones "trans" "gauche"
de los enlaces (=T,

El pardmetro de orden no refleja las velocidades de los
maovimientos sino la arientacidn promedio de los segmentos

de la cadera.

Las cabszas polares de la fosfatidilcolina y la fosfatidil-
etanolamina presentan distinto grado de empaguetamisnto.

Las cadenas de &cidos grasos experimentan movimientos dentro
y fuera del olanoc de la bicapa.

Jué es la fluidez?

Diversos factores modifican la fluidez de la bicapa lipidica.

LA INTERACCION FOSFOLIPIDO-FOSFOLIPIDG,

Las mezclas de fosfolipidos guimicamente distintos presentan
generalmente inmiscibilidad en la fase gel.

;Cudles son las fuerzas gue promueven la separacidn lateral
de fases?

Las interacciones entre mol&culas de fosfolipidos determinan
su distribucifn asimétrica en vesiculas pecuedfas,
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LA INTERACCICN COLESTEROL-FOSFOLIPILO. 38

£l colesterol ejerce una amplia variedad de efectos =zoitre
las propiedades fisicas de los sistemas lipidicas, ag

Algunos madelos describen el comportamientsc del colestercl
en bicapas lipidicas. 39

El colesternol no presenta la misma afinidad por todos los
fosfelipidas. al

CAPITULO II
LAS INTERACCIONES LIPICO-~-FROTEINA 43

LAS PROTEINAS DE MEMBHANA - a4

No existen diferencias marcadas de polaridad entre las
proteinas integrales y las solubles. 44

Se presentan diferentes mecanismcs de interaccidn entre las

oraoteinas integrales y la bicapa lipidica. 45
LAS PROTEINAS Y LAS BICAPAS LIPIDICAS 47
:Existe un microentorno lipidico para las proteinas integrales? 47

Las proteinas integrales modifican las propiedades fisicas de

la bicapa lipidica. 439
Las proteinas también presentan interacciones diferencialss. 50
LA ORGANIZACION DE LAS MEMBAANAS BIDLOGICAS, g2

Los modelos propuestos son generalizaciones estructurales (tiles, 52

El ensamble de 1lipidos y proteinas en las membranas naturales
genera mutuas restricciones en sus estructuras y movimientos. 53



Las membranas naturales tambifn evidencian asimetria transversal.

LA CINETICA ENZIMATICA Y LOS LIPICOS DE MEMBRANA

Los lipidos modulan la actividad enzimdtica a través de distintos
mecanismgs,

{as propisdades cinéticas de algunas enzimas dependen de la
fluidez de la membrana.

La mayoria de las enzimas de membrana presentan guebraduras
en las curvas de Arrhenius,

las discontinuidades en las curvas de Arrhenius no siempre
coinciden con la Tt de las lipidos de la bicapa.

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

LA MEMBRANA MICROSOMAL

La principal ciferencia entre microsomas lisos y rugosos parece
ser la presencia de ribosomas unidos a estos (ltimos,

Recientemente se ha descubierto una "flipasa" en el reticulo
endoplésmico,.

En el rango fisinldgico la membrana microsomal es una bicapa
14pido cristalina altamente hetercgénea.

Las proteinas de la membrana microscmal se distribuyen
asimétricamente.

LA UCP-GLUCURONIL TRANSFERAGA

La UDP-glucuronil transferasa participa en los mecanismos de
detoxificacidn.

ta funcidn catalitica de la UDP-glucuronil transferasa esté
regulada por los fosfolipidos.
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La UDR-glucuronil transferasa purificada presenta un
requerimiento especifico gor fosfatidilcolina

LA FINALIDAD OF ESTAS INVESTIGAGIONES

El obkjetivo general de trabajo es contribuir ai cono-
b

25
cimiento biocuimico en el drea de las membranas bioldgicas.
£l objetivo especifico de este trabajo es sl estudio de la
interaccidn de los lipidos con la UDR~glucuronil transferasa
microsomal,

PARTE I 1. PROCEDIWBIENTOS

EXPERIMENTALES

CAPITULD T
METODOLOGIA GENERAL

LA PROCEDENCIA DEL MATERIAL UTILIZADO

ANIMALES Y DIETAS

En todos los experimentos se emplearon cobayos.,

Los animales fueron alimentados con una dieta de
composicién controlada

LA FRACCION tICROSOMAL

Los microsomas se obtuvieron por ultracentrifugacicn

ANALISIS LIPIDICO

Los lipidos microsomales se extrajeron mediante la técnica
de Folch y cal. {317).
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araron nor cromatografia en capa

los lipidos neutros se secararaon -or cromatografia en ceps
1

-

La composicidn de &cidos grasos se determind por cromatografia
gas-1licuida.

El indice de dobles ligaduras se ha empleados comg medida del
grado de insaturacidn.

LA ESPECTROSCOPTIA BE FLUGRESCENDIA

Porgué ng fluorescen todas las sustancilas.

Las caractsristicas espectralss do las moléoulas fluores—
centes dependen del solvente y la temperatura.

Los esneciros de absorcidn vy emisidn estin relacionados.

LA POLARIZACION DE FLUORESCENGIA

Si no se pueden realizar mediciones dindmicas de la anisotropia
de fluorescencia, conviene expresar los resultados como P o rs
simplemente,

La técnica experimental empleada intentd disminuir los errores
en las mediciones de anisotropia de fluorescencia.

;Qué condiciones deben reunir los marcadores flucrescentes?

Durante mucho tiempo se crey$ que el DPH se particionaba por
igual en la fase gel gue en la 1fguido cristalino.

El &cido trans parinirico prefiere la fase gel.

La formacién de excimeros del pirenc es una prueba dptica para
investigar la movilidad traslacionral de membranas.
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La meracianina 540 es un marcador fluorescente sensible
al empaguetamiento de la membrana. 97

MEDICIONES ENZIMATICAS 97

La velocidad inicial se determind extrayendo alicuctas de la
mezcla de incubacidn a distintos tiempos. g7

los Km y la Vpax se determinaron midiendo v a varias concen—
traciones de p-NF y A UDFG. 99

Mediante el gréafico de Hill se determind la cooperatividad
aparente. 102

Para detectar el gradoc de integridad de la membrana microsomal
se midid la latencia de la manosa-6-fosfatasa. 104

CAPITULD II

METODOLOGTIA ESPECIFICA 105
LA CARENCIA BE ACIDOS GRAS0S ESENCIALES 1G5
LA INCORPORACION DE COLESTERCOL "IN VIVO" _ 1056
LA EXTHBACCION E INCCRPORACION BE COLESTEROL "IN VITRQ" 106
los lipidos polares y neutros se separarcon con acideo silicieo. 106
Se prepararon liposomas pequengs por sonicacidn. 106

;Como se modificd el contenido de colesterol de los microsomas? 107
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LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS 111
El cobayo y la rata presentan diferentes composiciones de
acidos grasos. 111
LAS PROPIEDADES DINAMICAS 114
La seleccidn de las condiciones experimentales permite
disminuir los errores de: método. ‘114
La membrana microsomal de higado de cobayo no presenta
una Tt en el rango estudiado, 118
LA UDP GLUCURONIL TRANSFERASA 121

Los gr&ficos de Linewsaver Burk de la UDP glucuronil
transferasa no son lineales en todo el rango de conceniraciones., 121

CAPITULD II
LA CARENCIA DE ACIDOS GRASDS ESENGIALES 128

LA_COMPOSICION DE ACIOOS GRASOS 129

La carencia de Acidos grasos esenciales altera significativa-
mente la composicidn de &cidos grasos de la membrana microsomal. 129



El indice de dobles ligaduras decrecc contimuamente con
gl periodo de deficiencia de &cidos grasas.

La carencia de Acidos grasos no modifica la relacidn molar
colestersl:fosfolipido.

LAS PROPIEDADES DINAMICAS
La carencia de Acidos grasos provoca aumentos en la rs

La carencia de &cidos grasos no origina la aparicidn de

una Tt entre 10° y 40°(C

LA UDP-GLUCURONIL TRANSFERASA

La cooperatividad aparente del A UDP G desaparece al aumentar
el periodo de carencia de &cidos grasos.

;Pueden atribuirse los cambios en las propiedades cinéticas
de la UDR~glucuronil transferasa a variaciones en la fluidez
de la membrana?

CAPITULO TIXIT

LA INCORPORACION DE COLESTERGL "IN VIVO"

ANALISIS LIPIDICO

ta incorporacidén de colesterol no provocd cambios en 1la
composicidn total de Acidos grasos de la membrana microsomal

La relacidn FC:FE disminuyd apreciablemente en los microscmas
enriquecidos con colesteraol

La FC y la FE tampoco presentan diferencias significativas
en su composicidn de Acidos grasos.

LAS PROPIEDADES DINAMICAS

E1l colestercl disminuye la movilidad translacional y rota-
ciocnal en la membrana microsomal,
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