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CAPITULO I: INTRODUCCION

I.1. GENERALIDADES.

Las membranas biolégicas son capas formadas por pro-
teinas y lipidos que permiten la compartamentizacién de la ma-
teria viviente. Un ejemplo simple es la membrana plasmatica -
que sirve como una barrera para evitar que se mezcle el conte-
nido celular con el de su medio ambiente, pero al mismo tiempo
permite el pasaje selectivo de metabolitos a través de ella.
Las células eukaridéticas generalmente contienen ademds membra-
nas intracelulares que definen compartimientos dentro de la cé
lula, como la membrana nuclear o las de mitocondrias. Estas cé
lulas también contienen una red de canales y cisternas forma-
dos por membranas que constituyen el reticulo endoplasmico y -
el sistema de Golgi. Todas estas membranas cumplen un importan
te rol en muchos procesos celulares. Por ejemplo, la membrana
plasmidtica estid intimamente involucrada en las interacciones -
célula-célula, las cuales son importantes en procesos de dife-
renciacién, divisidén y reconocimiento celular. Las membranas -
de las organelas son los sitios de ;mportantes funciones celd-
larcs. Por ejemplo las membranas de mitocondrias y cloroplas-
tos son los sitios de la generacidén de ATP, la sintesis de pro
teinas ocurrc en los polirribosomas unidos a la membrana del -
reticulo endoplasmidtico y muchas actividades enzimiticas y pro
cesos de transporte estdn asociados a estas membranas intrace-
lulares.

Todos los diferentes tipos de membranas tienen la ca
racteristica comin de que contienen proteinas y lipidos, sin -
ningin otro componentc mayoritario. Las membranas pueden conte
ner una pequefla cantidad de carbohidratos en forma combinada -
como glicolipidos o glicoproteinas, pero no como polisacéaridos
libres. La pared celular externa de bacterias, contiene como -
constituyente mayoritario un complejo proteina-polisacirido u-
nido covalentemente. Si bien algunas veces esta pared es deno-

minada como '"membrana externa", esta estructura no esta inclui
y —_



da dentro de las denominadas membranas biolégicas, y presenta
raracteristicas estructurales, de composicién y funcionales -
completamente diferentes. En este capitulo se discutiran carac
teristicas estructurales de las membranas biolégicas, especial
mente la del reticulo cendoplidsmico, y la influencia de la es-
tructura sobre algunas funciones de la misma. Solo se conside-
rardn algunos aspectos funcionales como algunas actividades en
zimiticas y de transporte, dejando de lado otros procesos fun-
damentales como permeabilidad, transduccién de encrgia, recono
rimicento celular, sintesis proteica, etc, de las cuales son -
responsables las membranas biolégicas. Primeramente sc conside
raran las caracteristicas de los componentes fundamentales de

las membranas bioldgicas, proteinas y fosfolipidos.

I.2. CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS DE MEMBRANAS.

Las proteinas de membrana han sido clasificadas en -
periféricas ¢ integrales. E1 criterio de esta clasificacion es
aln operativo. Las proteinas que son ficilmente scparadas de -
1a matriz lipidica de la membrana por simples tratamicntos con
soluciones de baja fuerza iénica, sc piensa quc estan débilmen
tc unidas a la membrana por interacciones idnicas con los gru-
pos polares de los fosfolipidos; y se las considera como pro-
teinas periféricas. Por otro lado, aquellas proteinas que nece
sitan tratamicntos mids draisticos para ser separadas dc¢ la mem-
brana (por cjemplo detergentes o solventes orgdnicos), sc con-
sidera que estan unidas fuértemente a la matriz lipidica por -
interacciones hidrofébicas y se las denomina protecinas integra
les.

Se han rcalizado varios intentos para diferenciar a-
las proteinas de membrana de Ias proteinas solubles en base a
la polaridad de los aminodcidos que las constituyen (1-3). En
estos estudios, los aminodcidos fueron clasificados ¢n polares
intepmedios y no polares; y en base a la composicidon de amino-

dcidos se asignd un valor de porcentaje de polaridad a las dis
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tintas proteinas. Wallach y Gordon (1), llegaron a la conclusién
de que las proteinas de membrana no difieren en polaridad de las
proteinas solubles, pero ellos obtuvieron sus resultados calcu-

lando la polaridad de preparaciones de proteinas totales de mem-
branas, sin considerar que ellas contienen proteinas integrales

y periféricas. Algo despues, Vanderkooi y Capaldi (2), analizan-
do un gran nimero de proteinas llegaron a la conclusidén de que -
la gran mayoria de las proteinas solubles tienen alrrededor de -
un 46% de residuos polares, y que la mayor parte de las protei-

nas de membrana consideradas integrales tienen una polaridad me-
nor del 46%, mientras que aquellas consideradas periféricas tie-
nen un valor de polaridad mayor que las proteinas solubles.

Sin embargo, algunas proteinas que se comportan como -
integrales presentan un porcentaje de aminodcidos polares igual
o mayor que el promedio de las proteinas solubles (por ejemplo -
el citocromo b5), y asi el valor de polaridad no puede ser usado
inequivocamente para decir si se trata de una proteina integral
o periférica.

Un intento més sofisticado, fue asignar un indice de® hi
drofobicidad a cada aminodcido individualmente, sobre la basc de
su solubilidad en solventes de diferentes polaridades y asi obte
ner un valor de hidrofobicidad promedio para las distintas pro-
teinas (3). Pero tampoco de esta manera se han obtenido diferen-
cias consistentes entre las proteinas integrales y las periféri-
cas o las solubles.

Aparcntementce, no es tan importante el contenido de re
siduos hidrofébicos para que una proteina pueda integrarse en -
una bicapa lipidica, sino que lo importante seria la distribu-
cién especial de esos residuos en la cadena polipeptidica, de -
tal manera que puedan agruparse entre si un numero de residuos
no polages que interactien fuertemente con la membrana. Asi, las
superficies hidrofébicas resultarian de la estructura terciaria
y cuaternaria de las proteinas, y no son facilmente detectables

de ia composicién de aminodcidos, ya que los segmentos hidrofé-
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bicos continuos pueden ser relativamente cortos y pueden estar
balanceados por secuencias hidrofilicas externas.

En los Ultimos afios, muchas proteinas integrales dc -
membrana han sido altamente purificadas, y la determinacidén de
su ¢slructura primaria reveld caracteristicas diferenciales con
respecto a las proteinas citosbélicas. Algunas proteinas de mem-
brana son anfipiticas, es decir contienen dominios polares y do
minios no polares, y de esta manera se asemejan a los detergen-
tes y a los fosfolipidos. Algunos ejemplos son la aminopeptida-
sa y maltasa intestinal (4), el citocromo P450 (5), el citocro-
mo b35(0,7) y la citocromo b5 reductasa (8). Estas proteinas se
localizan con su dominio hidrofébico sumergido en la bicapa 1li-
pidica y exponen hacia la fase acuosa sus superficies polares.
Cuando ¢l secgemento hidrofdbico es eliminado por proteédlisis -
parcial, estas proteinas pierden la capacidad de unirsc a bica-
pas lipidicas.

La glicoforina de la membrana de eritrocito es espe-
cial ya que consta de un segmento hidrofébico en el medio y en
ambos extrcmos tiene segmentos hidrofilicos (9). Esta estructu-
ra permite su localizacidn transmembrana, exponiendsa cada lado
de la bicapa lipidica una superficie hidrofilica. Otras protei-
nas de membrana con estructura cuaternaria tienen una naturale-
za antipatica debido a la presencia de sub-unidades hidrofébi-
cas como en algunas ATPasas (10), y la 3-glucuronidasa microso-
mal (11). Esta Gltima sc encuentra en lisosomas como tetrimero
libre, y en reticulo endoplidsmico se encuentra formando un com-
plejo con una a cuatro moléculas del polipéptido no polar egasi
na, lo que le permite fijarse a la membrana.

Otras proteinas de membrana tienen una excepcionalmen
te alta hidrofobicidad total, como la C-55 isoprenoide alcohol
kinasa (12), la rodopsina (13), y la bacterirodopsina (14). Y
atin otras protcinas contienen residuos de Aacidos grasos o fosfo
lipidos unidos covalentemente, lo que les da una mayor hidrofo-

bicidad para permitir su fijacidén a la membrana. Entre ellas la
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lipoproteina murcina de E.coli (15), los proteolipidos de mieli
na (16) y de la ATPasa de reticulo sarcopldasmico (17), y la pe-
nicilinasa de membrana de Bacilus licheniformis (18) que tiene
fosf'atidilserina unida covalentemente.

En principio por lo menos, una estructura anfipdtica
también podria surgir por algin plegamiento especial de la cade
na polipeptidica en una proteina de composicién de aminodcidos

normal.

I.3.- ESTRUCTURAS LIQUIDO-CRISTALINAS. CARACTERISTICAS DE LOS

LIPIDOS DE MEMBRANAS.

Los lipidos constituyentes de las membranas forman cs
tructuras del tipo liquido-cristalinas. Los cristales liquidos
presentan ciertas caracteristicas de los liquidos y ciertas pro
piedades de los sélidos. Por un lado, pueden ser tan fluidos co
mo el agua, y por otro lado, las moléculas que los constituyen
estan ordenadas regularmente en forma similar a una red crista-
lina.

Los cristales liquidos han sido clasificados en dos -
grandes grupos de acuerdo a su composicién (19): a) Termotrdpi-
cos, los cuales consisten de un solo componente, y en ellos %a
fase liquido-cristalina es formada al calentar por encima de -
una cierta temperatura critica; y b) Liotrépicos, los cuales -
son formados al tratar ciertas sustancias anfipdticas con una -
cierta cantidad de agua u otro solvente. lLos cristales liquidos
liotrdépicos pueden consistir de dos o mas componentes. Ambas -
clases de cristales liquidos pueden presentar variadas estructu
ras o mesofases.

Los cristales liquidos termotrépicos son clasificados
en tres tipos de mesofases: esméctica, nemitica y colestérica.
Los cristales liquidos esmécticos consisten de una serie de ca-
pas de moléculas alargadas, en las cuales el eje mayor de las -
moléculas queda alineado perpendicularmente al plano de la capa

y mis o menos paralelo al de las otras moléculas como se ilus-
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tra en la figura la). Las moléculas pueden rotar alrredcdor de

su ¢ je mayor y difundir libremente dentro del plano de la capa

(difusién lateral), pero la rotacién perpendicular al eje mayor
estd severamente reprimida. En los cristales liquidos nemiticos
los c¢jes mayores de las moléculas se ordenan paralelamcnte en-

tre si, pero las moléculas no se separan en capas (figura 1b).

Los cristales liquidos colestéricos se forman esquemiticamente

por supcrposicidén de capas de cristales liquidos nemiticos con

una variacién uniforme de la orientacién del eje mayor de las -
moléculas como sc ilustra en la figura 1lc). Esta cstructura he-
licoidal da origen a una actividad dptica intensa.

Las mesofases liotrépicas se forman de moléculas anfi
piticas. Dependiendo del tipo de sustancia anfipatica y de la -
cantidad de agua presente, las fases liotrépicas pueden asumir
una gran variedad de estructuras. Estce polimorfismo es mayor -
atn que para los cristales liquidos termotrépicos. Las dos cla-
ses de estructuras liotrdépicas mas importantes son la mesofasc
lamclar y la mecsofase hexagonal. En la fase lamelar, las molé-
culas anfifilicas se¢ ordenan en dobles capas separadas cntre si
por capas de agua. Los grupos polares estan en contacto con el
agua, mientras que las cadenas hidrocarbonadas no polares for-
man ¢l interior hidrofébico de la doble capa (figura 2a). En a-
nalogia a los cristales liquidos termotrépicos, la fase lamelar
también es denominada cristal liquido liotrdépico esméctico.

La fase hexagonal consiste en particulas cilindricas
alargadas con un interior hidrofébico en un medio ambiente acuo
so (figura 2b). Los grupos polares quedan en la superficie ex-
terna de los cilindros. lLos cilindros se agrupan entre si de -
mancera que cada cilindro se halla rodeado de otros seis cilin-
dros. De aqui ¢l origen del nombre para esta mesofase. Pueden
formarse también una fase hexagonal similar pero invertida. En
cste caso sc la denomina hexagonal 11I.

Las micellas pueden ser considerados como precursores

primitivos de¢ los cristales liquidos. Ciertas clascs de molécu-
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las anfipiticas, como jabones o Acidos grasos, pucden scr disuel
tas en agua como sales normales. Si la concentracién es incremen
tada por encima de cierto nivel critico, la concentracién mice-
lar critica, las porcioncs lipofilicas se asocian para minimizar
el contacto con el agua. Las micelas son sistemas rapidamentc -
fluctuantes. E1 tiempo de vida de una micela individual ¢s mas -
bien corto y nunca tienen una forma geométrica bien definida, ni
un alto grado de ordenamiento de las moléculas que las constitu-
ycn.

Las micclas deben ser distinguidas de las vesiculas -
(20). Estas dltimas son estructuras csféricas con una tnica bica
pa de moléculas lipidicas como una membrana externa. El interior
de tales vesiculas esla rigurosamente separado del exterior. Las
vesiculas pueden considerarse como una mesofase lamclar formando
una cstructura globular.

Los cristales liquidos son sensibles a fuerzas cexter-
nas como ¢l calor, la luz, presibén mecinica, y composicién qui-

‘adel medio ambicnte. Son lo suficientemente fluidos para per

mitir una rapida difusidén lateral y la distribucidén de la mate-
ria y la energia. Ademids, los cristales liquidos sc ajustan a -
una multiplicidad de formas requeridas por la geometria del sis-
tema, mientras que al mismo tiempo mantienen un alto grado dec or
denamiento al nivel molecular. Estas razones hacen que los cris-
tales liquidos jueguen un importante rol en los sistemas vivien-
tes (21). La bicapa lipidica, esto es la mesofasc liotrépica es-
méctica, e¢s la estructura liquido-cristalina mids importantc aso-
ciada con el estado de vida, ya que es la estructura bisica de -
la mayoria de las membranas bioldgicas.

Los fosfolipidos son los constituyentes lipidicos cuan

titativamente mas importantes de las membranas bioldgicas. Estos
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al igual que los detergentes, son tipicos compuestos anfirili-
cos. En general cuando se los coloca en exceso <o agua por en-
cima de cicerta concentracién y temperatura critica forman cspon
tancameinte estructuras de bicapa (22). Este proceso c¢s cnergéti
camente dirigido por las interacciones hidrofébicas de las cade
nas hidrocarbonadas y las interacciones entre los grupos pola-
res. Las intecracciones entre los grupos polares han sido carac-
terizadas como repulsivas (23 y 24), ya que la solubilidad en -
agua de las sales de ﬂa+ y Ca‘l-+ de fosforil colina, fosforileta
nolamina y fosforilserina es menor que la concentracién calcula
da para los grupos polares en bicapas de los correspondientes -
fosfolipidos (24). Ambos tipos de interacciones cntre las cade-
nas hidrocarbonadas y los grupos polares pareccen scr esenciales
para ¢l mantenimiento de la estructura de bicapa.

La capacidad para formar bicapas también depende del
tamaio y carga del grupo polar. La fosfatidil colina forma bi-
capas muy facilmente, pero otros fosfolipidos lo hacen con ma-
yor dificultad. La fosfatidiletanolamina por si sola a tempera-
tura ambiente prefiere una estructura hexagonal (23), pero c$ -
obligada a formar bicapas en presencia de fosfatidilcolina (26)
cuando la rclacién molar es 1l:1. La fosfatidiletanolamina ten-
dria tendencia a formar micelas invertidas en membranas biolé-
gicas en presencia de proteinas (27,28), y en membranas modelo
de fosfatidilcolina-fosfatidiletanolamina en rclaciones adecua-

. . ++ .
das (26). En presencia de Ca , una mezcla de PC, cardiolipina,
monoglucosildiglicérido, y PE, se caracterizd por una sefal dc
resonancia magnética nuclear isotrépica y se visualizé como par
ticulas en réplicas de fracturas por congelamiento, lo cual sc
interpretd como la prescencia de micellas invertidas (29).

La esfingomiclina a bajas temperaturas forma una fase
lamelar, pero a temperaturas fisioldgicas y mayores, segian
Usher y col., csta fase es inestable y se forma una fase hexa-
gconal. La PC el colesterol estabilizan las bicapas de esfi.go

mielina (30). Sin embargo, Cullis y De Kruijff (31) reportaron



que la esfingomielina se estabiliza en una configuracién lame-
lar. Debajo de la Tt, todos los fosfolipidos adquiecrcn una cs-
tructura lamelar (31).

Asi, los lipidos podrian dividirse en lamclofilicos -
(1a mayoria dc los fosfolipidos), y lamelofébicos (principalmen
te PE, lisofosfAtidos y triglicéridos)(28). Los rcquerimicntos
biasicos para la formacién de bicapas parecen secr un grupo polar
adecuadamente hidratable (23,32,33), y la presencia en una mis-
ma molécula de dos cadenas hidrocarbonadas de suficiente leongi-
tud (23), ya que los fosfolipidos de cadena corta, al igual que
los detergentes y lisofosfatidos tienden a formar micelas. La -
concentracién del fosfolipido debe ser superior a concentraciodn
micclar critica, y la temperatura debe ser superior a la tempe-
ratura micelar critica o punto de Kraft (34), para que pueda -
formarsc la estructura de bicapa. En el caso de los fosfolipi-
dos, ¢l punto de Kraft coincide con la temperatura de transi-
cién de fase (22,35).

La capacidad para formar bicapas también depende del
grado de saturacién de las cadenas hidrocarbonadas, de la pre-
sencia de colesterol, del pll y de la concentracién y el tipo dc
iones cn la fase acuosa (30).

Adcmas de fosfolipidos, muchas membranas como la mem-
brana de eritrocito, de mielina y membrana plasmatica contiencn
colesterol en grandes cantidades, entre 0,8 y 1,3 moles/mol de
fosfolipido. Micntras que otras membranas como las de mitocon-
dria, reticulo cndoplasmico y membrana nuclear, contienen meno-
res cantidades, centre 0,1 y 0,3 moles/mol de fosfolipido (37).
El colesterol en concentraciones por encima de 10-8 M en agua -
forma agregados seme jantes a micelas (38), y a 10_6 M ya forma
una fase scparada. Sin embargo, el colesterol es capaz dc incor
porarse a micelas o bicapas de fosfolipidos hasta cantidadcs c-
quimolares muy facilmente, alineando sus grupos -0ll con los gru
pos polares de los fosfolipidos, mientras que la cola hidrofé-

bica ramificada sc¢ orienta hacia el interior de la bicapa (39).



Se ha propucsto que el colesterol forma complejos e-
quimolecularces con la PC. Bicapas de PC-colesterol, con conteni
dos de colesterol por debajo del 507, consistirian de complejos
PC-colesterol 1:1, PC libre y PC en los limites de los dominios
formados por PC libre y PC acomplejada (37). ios éstcres de co-
lest'cerol, por el contrario, presentan una gran dificultad para
incorporarsce en bicapas de PC (40). Estas moléculas son muy vo-
luminosas y carccen de un grupo polar, por lo que su incorpora-
cién en el interior de la bicapa probablemente expondria restos
hidrocarbonados a la fase acuosa.

Ademids de fosfolipidos y colesterol, algunas membra-
nas conticnen pequerias cantidades de lipidos con una sola cade-
na hidrocarbonada por grupo polar, como lisofosfatidos y dcidos
grasos libres, y ain triglicéridos. Sin embargo como todas las
moléculas hidrofdbicas o anfifilicas tienden a ser incorporadas
en micelas o bicapas formadas por otras sustancias anfipaticas,
la presencia de estos componentes menores puede ser simplemente
una consecuencia de su presencia en el medio en el que se halla

9 A

la membrana (23).

I.4.- MOVILTIDAD Y O2LEN. (TRANSICIONES DE FASE)

En los altimos afnos ha habido un gran adelanto en-el
conocimiento de la fisico-quimica de los fosfolipidos y de la -
dindmica de e¢stos en bicapas lipidicas (0,23,35,41,42). E1 ade-
lanto en el estudio de la dindmica de los fosfolipidos fue debi
do al gran desarrollo de métodos sensitivos como calorimetria -
de barrido difercncial (43), métodos de difraccidén de rayos X y
neutrones (44,45); y una variedad de métodos espectroscépicos -
como resonancia magnética nuclear (46), resonancia electrénica
paramagnética (47,19), y técnicas de fluorescencia y polariza-
cién de fluorescencia (48,49).

Los fosfolipidos anhidros puros son sélidos de muy -
alto punto de fusidén, y estos no estdn relacionados con la lon-
gitud de la cadena hidrocarbonada ni con el grado de insatura-

cién (23). Esto sugiere que las cadenas hidrocarbonadas se ern-
o
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cucntran ya en un estado semejante al liquido en el punto de fu
sién. Evidencias de esto se obtienen por la obscrvacién de una
transicién de fase dentro del estado sélido a temperaturas infe
riores al verdadero punto de fusién. Al ocurrir dicha transi-
cién puede obscrvarse un aumento en el espaciamicnto cntre las
cadenas hidrocarbonadas de 4,2 a 4,0 R cuando sc¢ realizan medi-
ciones de difraccién de rayos X en funcidén de la temperatura, y
esto ¢s considerado que refleja una transicidén de un estado or-
denado a uno desordenado de las cadenas hidrocarbonadas dentro
del s6lido (23). Transiciones de fases similares pucden obser-
varse en mezclas de fosfolipidos con agua y en dispersiones so-
nicadas, pero ocurren a temperaturas muy inferiorcs que en el -
sé6lido anhidro (350).

Tanto las membranas artificiales como también cicrtas
membranas bioldgicas son capaces de sufrir esta transicién re-
versible de un estado ordenado, casi cristalino, a un estado dc
sordenado, liquido-cristalino, a una temperatura caracteristica
(Tt). Al pasar del estado ordenado al estado liquido-cristalino
ocurren cambios c¢n el empaquetamiento o acomodamiento de las ca
denas de los acidos grasos y de los grupos polares (51), y hay
un aumento en el area ocupada por molécula. A temperatura am-
bicnte, las bicapas de DPPC se encuentran en el estado ordena-
do, y muestran por difraccién de rayos X un espaciamiento entre
las cadenas hidrocarbonadas de 4,2 ;, lo cual corresponde a ca-
denas totalmentc extendidas y estrechamente empaquetadas. Por
¢l contrario, en bicapas de lecitina de huevo, que presentan un
alto contenido de acidos grasos insaturados y se cncuentran cn
¢l estado desordenado a temperatura ambiente, el espaciamiento
es de 4,0 X, y las cadenas hidrocarbonadas presentan una movi-
lidad considerable (52). En la transicién del estado ordenado
al desordenado, también ocurre un aumento en la permcabilidad
de la bicapa, y aumenta la movilidad de las cadenas hidrocarbo-
nadas. En ¢l estado ordenado todos los enlaces C-C estan cn la

disposicidén trans y no presentan libre rotacién, y en el estado
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liquido c¢ristalino hay libre rotacién en los cnlaces C-C debido
al menor empaquetamiento de las cadenas hidrocarbonadas. E1l c¢s-
pcsor de la bicapa disminuye por encima de 1la !t debido a la -
formacién de estructura gauche en las uniones C-C. Por encima de
la It también aumenta la hidratacidén de los grupos polares y la
capar~idad de incorporar compuestos cxtrafios cun la bicapa. La in
corporacién de colesterol exégeno en la membrana celular de iy-
coplasma es rapida cuando la bicapa estid en el estado liquido-
cristalino, y muy lenta cuando la membrana estd en el estado -
cristalino (53).

La transicién de fase en bicapas de fosfolipidos ocu-
rre 1 través de la formacidén de "clusters'", y estos no son do-
minios estdticos sino entidades altamente fluctuantes en tama-
o, lo que produce fluctuaciones de volimen y de densidad loca-
lizadas. La magnitud de ecstas fluctuaciones es afectada por el
radio de curvatura de la bicapa y por la adicidén al sistema de
compuestos de bajo peso molecular (54). Las transiciones de fa-
se de bicapas de fosfolipidos ocurrcn en un rango de temperatu-
ra de ancho variable. Asi, las transiciones son definidas por -
la temperatura del punto medio de la transicién (Tt) y el ancho
de la transicién (AT). Al aumentar progresivamente la temperatu
ra de una suspcnsidén de fosfolipidos en el estado de bicapa or-
denada, cuando se entra en el rango de la transicidén comienzan
a formarse dominios fluidos en el seno de la fase ordenada que
van aumentando progresivamente de tamafio hasta alcanzar la to-
talidad de la superficie de la bicapa (41). Asi, en la zona de
temperatura en que ocurre la transicién coexisten ambas fases.
La transicidén ¢s un fenémeno altamente cooperativo, es decir -
que al ir transformindosc unas pocas moléculas de lipidos del
estado ordenado al estado fluido, la energia necesaria para que
las moléculas circundantes sufran la transicién se va haciendo
cada vez menor (41,55). Las transiciones de fase en sistemas -
lipidicos también se caracterizan por el fendémeno de "histére-

sis"”, ¢s decir que la transicidén del estado ordenado al desor-



denado ocurre a una temperatura algo mayor que la transicién a
1a inversa del estado desordenado al ordenado, existiendo una -
cicrta "incercia" al cambio de fase (41).

Existen ademias fenémenos de '"pre-fusién" y de '"pre-
congelamiento". Por calorimetria de barrido diferencial y otras
técnicas ¢s posible observar a temperaturas inferiores a la
transicién principal, una pretransicién, la cual es gencralmen-
te atribuida a los grupos polares (41). En dispersiones de
DOPC ha podido demostrarse la formacidén de "clusters'" de corta
vida adn hasta 50°C por encima de su Tt (50). La mayoria de las
membranas bioldégicas sc hallarian a temperaturas fisioldgicas -
en ¢l estado de pre-congelamiento.

Los valores de Al y AS para la transicidén de fase de
fosfolipidos son considerablemente menores que los valores para
la fusién de hidrocarburos puros de la misma longitud de cade-
na (50), lo cual indica que las cadenas hidrocarbonadas en la -
bicapa "fundida" no e¢stan tan desordenadas como en un hidrocar-
buro liquido puro. Sin embargo, los efectos de la longitud de -
las cadenas hidrocarbonadas y del grado de insaturacidén son Si-
milares sobre ¢l punto de fusiédn de hidrocarburos y sobre la Tt
de fosfolipidos. Ambos aumentan con la longitud y disminuyen: -
con el grado de insaturacién y con la ramificacién de las cade-
nas hidrocarbonadas. Las cadenas cis-insaturadas tienen una Tt
mis baja quc las trans-insaturadas, debido a que por su geome-
tria presentan mayores problemas de empaquetamiento, lo que di-
ficulta la formacién de la fase ordenada. Las cadenas trans-in
saturadas sc¢ comportan de manera similar a las cadenas satura-
das.

La transicidén involucra también a los grupos polares
ademds de las cadenas hidrocarbonadas, ya que la Tt disminuyc
con el grado de hidratacién de los grupos polares (35), y ade-
mas hay una considecrable diferencia entre la Tt de fosfolipidos
con diferente grupo polar e idénticas cadenas hidrocarbonadas.

Por e¢jemplo, la Tt dc¢ DPPE es aproximadamente 20°C mas alta que
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1a de DPPC en condiciones experimentales comparables. Esto pue-
dc ser explicado en términos de la formacién de pares idénicos -
intramolceculares entre los grupos fosfato y aminoe (37). Eviden-
cias dircctas de que ocurre un debilitamiento en la organiza-
cién de los grupos polarcs acompafiando a la transicién de las -
cadenas hidrocarbonadas fueron obtenidas por Tralible (55). Sin
embargo, la transicién de fase en dispersiones dc PE es muy di-
ferente a la de dispersiones de PC o de mezclas PE-PC. Al incrc
mentar la temperatura, la PE muestra una transicién reversible
de una fasc de bicapa a una fase hexagonal (58). Algo similar -
ocurrce con dispersiones de esfingomielina (59), como se mostrd
31 13, . i q s
por Py C-3M2. La PC y el colesterol parecen estab}llzar -
las bicapas de e¢sfingomiclina. A menores temperaturas ocurre -
una nueva transicion gelificante de las cadenas hidrocarbona-
das.

La Tt de bicapas de fosfolipidos, particularmente los
cargados negativamentce, también es influenciada por factores co
mo pll, fuerza idnica, grado de hidratacidén y por el binding dec
caliones divalentes (41,060,061). La PC ticne una Tt constante -
entre pil 3 y 12, a pll menor de 3 aumenta la Tt por neutraliza-
cién del grupo fosfato. Al contrario la PE tiene una ‘It cons-
tante hasta pll Y, y por encima de pll 9 disminuye la Tt por neu-
tralizacién del grupo amino. La Tt de la PS decrece al aumentar
¢l pll. El1 Cafk aumenta la Tt de fosfolipidos cargados ncgativa-
mente, igualmente cl Mgk+ pero con menor efecto. En el caso de
la PS, el Ca++ sc une directamente al grupo fosfato, ncutrali-
zando al menos una parte de su carga negativa y restringiendo
la movilidad del grupo polar. El Mg++ también sc unc al gupo -
fosfato, pero no tan fuertemente como el Ca++, y no afecta tan-
to a la movilidad del grupo polar (62). Se ha postulado que cl
Ca en concentraciones altas formaria puentes entre grupos fos
fatos vecinos de PS y PG, dando origen a complejos poliméricos
(42). los cfcctos de los cationes monovalentes son mucho meno-

res. IEs posible inducir transicioncs de fase a tcemperatura cons



tantce variando cstos parametros (03).

La incorporacién en bicapas de fosfolipidos de sustan
cias extrafias como anestésicos y distintas drogas (03,04,05),
derivados bencénicos (66) o alcoholes (67,68), también puede al
terar la Tt o cl grado de empaquetamiento y la movilidad de las
cadenas hidrocarbonadas.

La Tt parccc aumentar al ir de la regidén externa, sc-
mipolar, hacia la regién interna de la bicapa como se mostré -
con marcadores de ES:l con el grupo paramagnético en diferentes
posiciones (069). La Tt determinada con marcadores que se ubican
bien en el interior hidrofdbico concuerda bastantc bien con la
transicion principal determinada por calorimetria. En cambio,
la Tt determinada con marcadores que se ubican en la zona cerca
na a la regidén polar de la membrana es similar a la temperatura
de la pretransicidén calorimétrica(09).

Aparte del problema de la regidén donde se ubica el -
marcador, todos los métodos fisico-quimicos utilizados para 1la
detc.cion de las transiciones de fase concuerdan bastante bien
entre si, v e¢n particular no dejan lugar a ducdas sobre la natu-
raleza liquido-cristalina de las bicapas por encima de Tt. Esto
es cvidente por e jemplo del espectro de lH-HMZ de dispersiones
de lecitina de hucvo (70). La Tt de estas bicapas estd por de-
bajo de 0°C. A temperatura ambiente, los espectros observados -
son muy similares a los que se obtienen para verdaderas solucio
nes de fosfolipidos en un solvente organico como cloroformo.

Por encima de la Tt, las bicapas de fosfolipidos pre-
sentan un gradicente de movilidad. Por lH-NJR se observdé que

mientras que los grupos -Cil, tienen una gran movilidad, no to-

3

dos los grupos -Cli_ - presentan tal libertad de movimiento (71).
tevine y col. (72), observaron individualmente cada atomo de -

carbono de la ¢structura cenriqueciendo especificamente cada po-
L 13 . Lo
sicidn con C, y llegaron a la conclusidén de que la movilidad

es mayor en los -Cil, terminales, va decreciendo hasta llegar a

-

un minimo cerca del glicerol, e incrementa nuevamente algo en -

-



¢l grupo polar.

Usando Acidos doxil-estedricos como marcadorcs de EST
con ¢l grupo doxilo c¢n diferentes posiciones, sc¢ llegdé a conclu
siones similares (73,75). llubbell y McConell, con 5-doxil estea
rico observaron en dispersiones de lecitina de huevo que el mo-
vimicnto de las cadenas hidrocarbonadas en esa posicién es alta
mente anisotrépico, con una gran movilidad alrrededor del cje -
perpendicular a la superficie de la membrana y una movilidad -
mucho menor en otras direcciones. Sin embargo, con 1l0-doxiles-
tcirico, sc obscrvaron espectros similares a aqucllos obtenidos
en soluciones del mismo marcador en un medio liquido isotrépico
(74,75). E1l gradiente de fluidez fue también comprobado por po-
larizacidén de fluorescencia con n-(9-antroiloxi) derivados de -
Acidos grasos, con n variando de 2 a 16 (76) Cecrca de los gru-
pos polarecs, la movilidad de las cadenas es similar ya sca si -
la bicapa se c¢ncuentra en el estado ordenado o en el c¢stado de-
sordenado, pero en los segmentos del interior de la bicapa, la
movilidad e¢s muy superior en el estado liquido-cristalino quc -
en el estado ordenado (35).

Un problema asociado con el incremento c¢n desorden al
ir desde el cxterior al interior de la bicapa es que los scgmen
tos de las cadenas hidrocarbonadas con mayor movilidad ocupan -
un volimen mayor por unidad de masa que las cadenas ordenadas -
paralclas, ya quc la densidad de un hidrocarburo en el estado -
liquido es menor que cn cl estado sélido cristalino. Esto signi
fica que en una bicapa no puede haber un ordenamiento paralelo
de las cadenas hidrocarbonadas en una regién y cadenas al esta-
do liquido en otra, ya que esto dejaria espacios libres en la -
regién ordenada. McFarland y McConell (77), han sugerido que -
las cadenas hidrocarbonadas podrian estar inclinadas en la re-
gion ordenada cercana a la superficie hidrofébica, asi el cspe-
sor de esta regién disminuiria y desaparecerian los espacios 1i
bres . Estos autores han calculado un angulo de¢ des-

viacidén promcdio de 25 a 30°C para el segmento externo de las -
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cadenas hidrocarbonadas, utilizando Acidos doxil estedrico con
el grupo doxilo en posiciones cercanas al grupo carboxilo. Cuan
do el grupo doxilo fuc unido en posiciones cercanas al —CH3 ter
minal, 1la desviacién promedio llegd a ser nula. la misma infor-
macién pudo scr obtenida utilizando marcadores fluoresceates -
(78). Debido a esta inclinacién de las cadenas hidrocarbonadas
en la regién externa, la densidad de atomos de carbono llega a
ser un 12% mayor que en la regién de los -Cl{3 terminales (35).

En bicapas ordenadas de DPPC, por debajo y cerca de -
Tt, no se observa tal inclinacién (52), y las cadenas hidrocar-
bonadas se encuentran alineadas en paralelo en una configura-
cién totalmente extendida, con todos los enlaces C-C en la dis-
posicidén trans.

El uso dec marcadores fluorescentes y paramagnéticos -
en estudios estructurales de membranas ha sido criticado por 1la
razén de que c¢stas sustancias podrian perturbar significativa-
mente la estructura de la bicapa (79). Sin embargo, la coinci-
dercia general con los resultados obtenidos por difraccidén de -
rayos X o .Ml sugicren que las perturbaciones no son demasiado
grandes. Ademds, la incorporacién de pequeiias cantidades de mar
cadores con grupos doxilo en dispersiones de DPPC no altera su
transicion de fase (735).

En bicapas vesiculares de lecitina de huevo, se obser
vé que ¢l drca promcdio por molécula y la longitud efectiva de
los lipidos son mayorcs en la monocapa externa que en la inter-

na (30). También se ha mostrado una no equivalencia entre las

cadenas 1 y 2 c¢n bicapas de DPPC (81). Debajo de la pretransi-

cién se observdé por espectroscopia laman, que la conformacién

de las cadenas 2 fue en promedio algo menos "todos-trans'" que

la conformacién de las cadenas 1.

La difusion lateral de moléculas de fosfolipidos en
el plano de la bicapa ¢s muy rapida. E1l coeficiente de difusiodn
lateral de fosfatidilcolina marcada con un grupo doxilo en bi-

capas de dihidroesterculilfosfatidilcolina fue estimada cn 1,3+



0,6 . lO—8 sz/seg. a 25°C (82). En vesiculas de leccitina de
hucvo se obtuvicron valores similares (83). Traiible y Sackmann
obtuvicron un coeficiente de difusién lateral de aproximadamen-
te 10—8 cmz/seg para un esteroide marcado con un radical libre
c¢n vesiculas monolamelares de DPPC por encima de la Tt de éste
fosfolipido (84). Expcrimentos similares por debajo de la Tt -
indicaron que el rdpido movimiento en el plano de la membrana -
no tiene lugar cuando las cadenas hidrocarbonadas sc¢ encuentran
en el estado ordenado (85). La difusién lateral de los lipidos
es dependiente del grado de hidratacién y disminuye al aumcntar
la longitud de cadena (86).

En contrastc con la ridpida difusién de los fosfolipi-
dos cn el plano de la bicapa, el movimiento de intcrcaébio en-
trec uno y otro lado de la bicapa (flip-flop) es muy lento en bi
capas artificiales. Este proceso requiere el pasaje de los gru-
pos polares a través del interior hidrofébico de la bicapa y -
por lo tanto e¢stla asociado con una energia de activacién muy -
alta. En vesiculas de lecitina de huevo, a 30°C, ¢l tiempo de -
vida medio del proceso fue estimado en 6,5 horas (87), corres-
pondiendo a una probabilidad de 0,07/hora para cl pasaje de una
dada molécula de un lado al otro de la bicapa.

La veclocidad de intercambio de moléculas de fosfoli-
pidos entre la bicapa y ¢l medio también es muy baja, al igual
que cl intercambio entre vesiculas, habiéndose estimado un tiem

po de intercambio promedio de 24 horas (83).

I.5.- SEPAXACIUNES DE FASE.

Cuando sc determina el estado fisico de bicapas lipi-
dicas con la ayuda de sustancias marcadoras, usualmente se ob-
serva un movimiento lateral y la agregacién de estas moléculas
por debajo de Tt. Este tipo de separacidén de fasc lateral ha -
sido demostrado en membranas modelo que contenian un derivado -
esteroideo con un radical libre unido (84). También pucde ocu-

rrir una scparacion de fase vertical debajo de Tt, por una par-
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ticién preferencial del marcador cn la fasc acuosa, al scr cx-

cluido de la bicapa en ¢l estado ordenado. Este fcenomeno ha si-
do demostrado con marcadores fluorescentes como (-fenil-l-nap
tilamina y S-anilino-l-naftalenosulfonato (88), y con marcado-

res con radical libre como TEMPO (89).

Cuando sc estudian mezclas binarias de fosfolipidos,
por calorimetria o ES., usualmente se observa un fenémeno de -
cocristalizacién debajo de Tt. Sin embargo, cuando los fosfoli-
pidos son estructuralmente lo suficientemente diferentes de ma-
nera quc surgen problemas de empaquetamiento, ocurrird una scpa
racidén de fase lateral y la cristalizacién individual de ambas
especies, esto es, hay inmiscibilidad de las fases sélidas. lla
sido posible construir diagramas de fase para sistemas de lipi-
dos binarios o mids complejos por métodos como calorimetria o -
ES2 (90,92). En general, cuando los lipidos difieren levemente
en la longitud de las cadenas hidrocarbonadas, son miscibles en
ambas fases. Al hacersc mayor la diferencia en la longitud de -
la cadena disminuyce la miscibilidad (93). Lo mismo succderia si
ambos componcntes dificren en sus grupos polares (93). Aunqug -
se recportd que para una dada diferencia en la longitud de cade-
na para componentes saturados, el cambio del grupo polar PE por
PC en el componcnte de menor Tt no incrementé la tendencia a la
separaciéon de fase (91).

La inmiscibilidad de las fases sélidas es bastante co
min, pero si los lipidos son estructuralmente muy diferentes cn
trc si, también puede ocurrir inmiscibilidad de las fases flui-
das. Desde ¢l punto de vista biolégico, las separaciones de fa-
se¢ que ocurren cn ¢l estado fluido son mds interesantes ya que
la mayoria de las membranas bioldgicas sc encuentran por encima
de Tt a temperaturas fisiolégicas. Una miscibilidad limitada -
por cncima de TL cs observada gencralmente en mezclas de fosfo-
lipidos y lipidos no hidratables como triglicéridos y cstercs -
de colesterol. sSmall (32), dio una clasificacidén muy util de 1i

pidos hidratables y no hidratables. Una scparacién de fase latc



ral cn el estado fluido fue también observada para una mezcla -
binaria de DPPE y dielaidoilfosfatidilcolina (90).

Las protcinas integrales de membrana también pucden -
sufrir scparacién de fase lateral por debajo de la Tt de la bi-
capa de fosfolipidos, como ha sido mostrado por microscopia c-
lectréonica de réplicas de fracturas por congelamicento (94), sin
cmbargo algunas proteinas parecen no agregarsc por debajo de 1a
Tt de la bicapa (95). En un sistema dielaidoilfosfatidilcolina-
DPPC, cn el cual la DPPC sc separa en dominios ordenados del -
otro fosfolipido al estado desordenado, la glicoforina fuc ex-
cluida de los dominios cristalinos (96).

2

1.0.- EFECTU DE LA INCORPORACIOI DE COLESTEROL EI BICAPAS

LIPIDICAS.

El e¢fecto de la incorporacién de colesterol o de o-
tros csteroles sobre las propiedades fisico-quimicas de siste-
mas lipidicos ha sido muy estudiado (37,97,98). En gencral el -
colesterol prescenta un cfecto condensante cuando se incorpora -
en bicapas de fosfolipidos por encima de su Tt, pero ticne un -
cfecto fluidificante si su incorporacién se realiza en bicapas
en el estado ordenado. lla sido reportado que por encima de Tt,
cl arca de una monocapa mixta de fosfolipidos-colesterol a una
dada presidén, es mcnor que el area que se predice de la suma de
las arcas de los dos componentes individuales (99). Por el con-
trario, la incorporacién de colesterol en monocapas condensadas
de fosfolipidos con largas cadenas hidrocarbonadas saturadas,
reduce las interacciones y actua como liquificante (37). E1 cs-
pectro de ES: de marcadores paramagnéticos en multicapas orien-
tadas de lecitina de huevo mostraron un incremento cn la aniso-
tropia angular por ¢l agregado de colesterol, 1lo que indica un
aumento en ¢l grado de orden (36,100). También ocurrc un incre-
mento e¢n ¢l tiempo de correlacidén que caracteriza la movilidad
del marcador, indicando que una significante disminucién en la

fluidez acompaina al incremento en el grado de orden (101), y
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una disminucién en la velocidad de difusién lateral de marcado-
res lipidicos (82), al incorporar colesterol en multicapas de -
lecitina. En multicapas de lecitina de hucvo, ¢l colesterol aun-
menté el grado de extensién de las cadenas hidrocarbonadas, dis
minuyendo la probabilidad de conformaciones gauche. En cambio,
con DPPC por debajo dc Tt, el grado de orden disminuyé y la am-
plitud del movimiento de las cadenas hidrocarbonadas aumenté,
mientras que la probabilidad de las conformaciones gauche no -
fue muy afectada por la incorporacién de colesterol (102).

Estudios de difraccién de rayos X y de ESQ, indican -
que el colesterol aumenta el empaquetamiento de los fosfolipi-
dos insaturados restringiendo el movimiento térmico dec las cade
nas hidrocarbonadas. Por otro lado también impide la cristaliza
cién y ¢l ordcnamiento de dichas cadenas por debajo de la Tt -
(35,37). En bicapas oricntadas de lecitina de huevo, el coles-
terol en cantidades cquimolares incrementa el espaciamiento pro
medio en la direccién del plano de la bicapa de 4,0 a 4,75 K -
(103). E1 espesor de la bicapa es significativamente incremen-
tado y también hay una considerabler agudizacidén en la densid;d
electrénica cn cl centro de la bicapa, indicando que los grupos
—CII3 terminales se localizan sobre un espacio mds reducido. E£s-
tos estudios concuerdan con observaciones hechas en otros siste
mas (39) y sugicren que el anillo esteroideo sc ubica en 1la por
cién externa de la bicapa, con el -0Oll hidrofilico en la capa -
ocupada por cl grupo polar fosforil colina, y la cola alifatica
ramificada en la regién central de la bicapa.

£l anillo estcroideo no solamente es rigido, sino que
ademds tienc una seccién transversal mads gruesa quc la cola ali
fatica (104), y el requerimiento de que el drea total en el pla
no de la bicapa sca ¢l mismo en todos los niveles, sugiere quc
cn la parte externa de la bicapa que contiene al anillo estcroi
dco las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos cstaran to-
talmente extendidas casi perpendicular a la superficie de 1la

membrana; micntras que la regién central de la bicapa tendra -
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que ser muy fluida, con muchas porciones de las cadenas hidro-
carbonadas a un angulo considerable de la direccidén perpendicu-
lar a la superficie. Estos detalles estructurales sugeridos por
razones puramente geométricas han sido confirmados por resulta-
dos experimentales.

la incorporacién de aproximadamente un 107% de coleste
rol en bicapas de fosfolipidos elimina la inclinacidén de 25° de
las cadenas hidrocarbonadas y las hace perpendicular al plano -
de la bicapa, y hace a su vez que aumente el grosor de la bica-
pa (37). La movilidad del anillo esteroideo en bicapas de DPPC
es mucho menor que la de la cola alifatica, esta tultima es con-
siderable aun por debajo de la Tt del éosfolipido. La restric-

)

cion de la movilidad de las cadenas hidrocarbonadas de bicapas
de fosfolipidos fluidas impuesta por la incorporacidén de coles-
terol afecta solo a los primeros 8-10 4tomos de C de la cadena,
mientras que los segmentos terminales quedan relativamente 1li-

1
3 P-NMi que el efecto

bres (35,37). También se ha mostrado por
condensante del colesterol no afecta significativamente la movi
lidad del grupo fosforilcolina, pero debido al efecto liquifi-
cante, la movilidad del grupo polar es incrementada debajo de -
la Tt (37).

La Tt de una bicapa de fosfolipidos no parece ser mo-
dificada por la incorporacién de colesterol, pero si aumenta el
rango de la transicién (8T) y disminuye la cooperatividad del -
proceso (37). Sin embargo, experiencias mis recientes con:%JNMR
indicaron que ademds del ensanchamiento de la transicidn ocurre
una leve disminucidén de la Tt, que fue dependiente de la locali
zacién del deutcrio en el lipido (105). La entalpia de la tran-
sicidén en bicapas de DMPC decrecié gradualmente al incorporar -
cantidades crecientes de colesterol hasta desaparecer completa-
mente con una relacidén de colesterol a fosfolipido de 1:2 (37).
Esto parecidé indicar que cada molécula de colesterol elimina a

dos moléculas de fosfolipidos de la fase que sufre la transi-

cidén. Sin embargo, cxpericencias de Laser-Raman y de ESR mucs-



///

tran que la transicidn es ensanchada mas bien quec eliminada, ¥y
por encima de 337 de colesterol ocurre en un rango muy amplioc -
de temperatlura y que ¢s un fenémeno no cooperativo (37).

El colesterol puede incorporarse facilmente cn disper
siones de fosfolipidos, formando una fase mixta hasta una rela-
cion 1:1 de colesterol a fosfolipido, pero a concentraciones su
periores forma una fase separada (100). El colesterol no tienc
la misma afinidad por todos los fosfolipidos. En mezclas de PC
saturadas que difieren en solo dos itomos de C y cocristalizan
juntas, el colestcrol se distribuye al azar. Pero cuando las PC
difieren en 4 o mas Atomos de C y muestran separacién de fase,
el colesterol interactua preferentemente con la especie de PC -
de menor Tt (37). En mezclas de DOPE-DPPC, el colesterol inter-
actua preferentemente con la PC, ya sea a temperaturas en las
cuales ambas especies estdn en el estado fluido, o a temperatu-
ras donde ocurrié una separacién de fase (107). En mezclas de -
PS y PE, o de PS y PC, el colesterol mostré mayor afinidad por
el fosfolipido de menor Tt. Sin embargo, en mezclas de esfingo-
mielina-PC, el colesterol mostrdéd mayor afinidad por 1la esfingo-
mielina sin importar cual sea el de menor Tt (108).

Se ha propuesto que la funcidn bioldgica del coleste-
rol seria estabilizar la fluidez de las membranas, ya que dismi
nuye la fluidez de lecitinas fluidas y fluidifica a las leciti-
nas que estin debajo de su Tt. La presencia de colesterol u o-
tros esteroles en bicapas lipidicas hace ue cambios relativa-
mente grandes de temperatura produzcan cambios no muy grandes -
en viscosidad, evitando las transiciones de fase bruscas. Es -
sorprendente ¢l hecho de que organismos como hongos y levaduras
que contienen grandes cantidades de esteroles en sus membranas
puedan crecer facilmente en un amplio rango de temperaturas
(37). Los lipidos de membrana de eritrocitos y de miclina, al -
separarlos del colesterol, sufren una transicion entre 2-20°C,
pero al agregarles nucvamente el colesterol, la transicién cs -

eliminada y no se detecta hasta por lo menos -20°C (35,37).



1.7.- INTERACCIONES ENTRE LIPIDOS Y PROTEINAS.

La incorporacién de proteinas en bicapas de fosfolipi
dos puede producir muy diversos efectos sobre la organizacidn y
el zrado de movilidad de los lipidos circundantces, dependiendo
de la proteina en particular y de la composicidén lipidica de 1a
bicapa. Algunos de estos efectos han sido revisados por Lee(93)
Las proteinas dc membrana pueden alterar también las propieda-
des de permeabilidad de bicapas de fosfolipidos (109).

Ninguna correlacién importante ha podido ser obtenida
entre la hidrofobicidad de las proteinas y sus efectos sobre ca
pas de lipidos orientadas (110,111). En cambio, sobre fosfolipi
dos negativamente cargados, se observé un efecto inmovilizante
mayor para proteinas con carga positiva, el que dependidé del pli
del medio (110), y se postuld que podrian actuar como cationes
multivalentes. Las proteinas periféricas como el citocromo C pa
recen tener efcctos muy leves sobre las propiedades del inte-
rior hidrofébico de las bicapas lipidicas (112).

Por medio de métodos espectroscépicos o por técnicas
de titulacién con lipidos, se ha podido demostrar que varias -
proteinas integrales se rodean por una capa de lipidos con pro-
picdddes difcrentes al resto de los lipidos de la membrana (0,
113-118). Este anulus se ha mostrado por ejemplo en la citocro-
mo oxidasa purificada y reconstituida con fosfolipidos, por téc
nicas de ESX. Sc¢ pudo observar que a bajas relaciones de fosfo-
lipido a proteina, el marcador fue altamente inmovilizado, pero
con contenidos mayores de fosfolipidos aparecidé un nuevo compo-
nente en el espectro caracteristico de bicapas fluidas (113-
115). Esto sc¢ interpreté como una capa de lipidos inmovilizados
rodcando a la protcina, permaneciendo el resto de los lipidos -
en el estado de bicapa fluida; y se calculd que la cantidad de
lipidos inmovilizados scria la necesaria para cubrir la superfi
cic hidrofdbica de esta proteina. Este anulus se mostré tanto -
cn organizaciones micclares como lamelares de la citocromo oxi-

dasa (119), y también fue observado por técnicas de XM (120).



Por otro lado, hay evidencias de quc cl lipido en con
tacto con la proteina estaria mas desordenado que c¢n ¢l resto -
de 1a bicapa (113). Los grupos —CH3 estian menos ordenados cn -
los lipidos dcl anulus que en los lipidos libres en forma de bi

capa, c¢n cambio el ordenamiento del grupo 6—CH0— fue menos afec

.

tado por la proteina (121). En multicapas orientadas de fosfoli
pidos se pudo observar que la incorporacién de melitina, produ-
jo una orientacién mas al azar de un marcador esteroideo, y quc
incrementé la amplitud, pero redujo la velocidad del movimiento
del 4cido 5-doxil cstearico (122). Asi, las proteinas, ademas -
de una inmovilizacién de los lipidos circundantes, produciria -
un desordenamiento dec la orientacidén de las cadenas hidrocarbo-
nadas debido a la supcrficie irregular de la proteina en contac
to con el lipido. Aunque en algunas experiencias el intercambio
entre los lipidos del anulus y los del resto de la bicapa pare-
cié ser mds bicen lento (114,123), en otros casos parecidé ser re
lativamente rapido (121). En bicapas de palmitoil-oleilfosfati-
dilcolina, cxperiencias de ZH y 31P—NMK parecieron indicar un
desordenamiento de los lipidos de toda la bicapa por la incor-
poracidén de la citocromo oxidasa (124), y se postuldé que el Ae-
sorden de los lipidos del anulus podria ser cxtendido a todas -
las moléculas de lipidos conducicendo a una bicapa mas desordena
da, debido al rapido intercambio entre los lipidos del anulus y
aquellos mas lejanos a la proteina.

Un anulus de lipidos inmovilizados por la proteina se
ha cncontrado también para citocromo b5 (116), para el sistema
de la citocromo PJ50 oxigenasa (117), y para la apolipoproteina
C 1II (93). Lipidos inmovilizados fueron también encontrados -
en membranas de Torpedo marmorata ricas en receptores de acetil
colina por técnicas de ESR (125), y en membranas de bacterias -
s¢ mostrd por técnicas de fluorescencia que cierta cantidad de
lipidos no sc¢ cncuentra en el estado de bicapa fluida (120). En
membranas del segmento externo de bastoncitos de retina, una -
fraccién sustancial dc fosfolipidos tienen restringida su movi-

lidad por la interaccién con la rodopsina (127).



Si bien algunas proteinas pueden hacer desaparecer la
estructura de bicapa dc los lipidos que la circundan, como por
ejemplo la apolipoproteina C III en bicapas de DMPC (93), otras
protecinas no parecen afectar la estructura bilaminar. Algunas -
proteinas como la Na+ K+ ATPasa (128) y 1la Ca++ ATPasa mitocon-
drial (129), luego de ser purificadas por tratamientos con de-
tergentes, rcticnen fosfolipidos y muestran las reflexiones de
rayos X caracteristicas dc¢ las estructuras de bicapa. El1 cito-
cromo P450 en cambio, parcce inducir la formacién de micelas in
vertidas formadas principalmente por PE (32,31).

El efecto de las proteinas parece scr dependiente de
la cantidad de¢ proteina incorporada. El agregado dc bajas canti
dades de proteinas de la membrana externa de Proteus mirabilis
a dispersiones de los lipidos de esa membrana disminuyé la movi
lidad de los acidos 5 y l1l2-doxilestedricos, sin embargo a altas
relaciones de proteina a lipido, la fluidez fue incrementada es
pecialmente en la regién del 5-doxilestearato, indicando que po
dria ser un fenémeno de superficie (130).

La Ca++ ATPasa incorporada en bicapas de DPPC en una
relacién molar de lipido a proteina menor de 30, produjo la de-
saparicién de la transicién de fase a 41°C caractceristica de 1la
DPPC (123), lo cual sc interpretd como evidencia de un anulus -
de unas 30 moléculas de fosfolipido por molécula de proteina,
que al interactuar con la proteina no pueden sufrir la transi-
cién de fasc. lLa perturbacién de la DPPC no se exticnde mas -
alla del anulus, por lo que se sugirié que las proteinas de mem
brana interactian solo con los lipidos inmediatos causando una
minima perturbacidén del resto de la bicapa. Por difraccién de -
rayos X en bicapas dc lecitina de huevo, también se observé que
distintas protcinas solo afectaron a los lipidos en su inmedia-
to entorno, prescrvando la organizacién del resto de la bicapa
(131).

l.as protcinas al igual que el colesterol parccen te-
ner cfectos diferentes y.opuestos sobre la movilidad de las ca-

denas hidrocarbonadas, segin si la bicapa lipidica se encuentra



en el estado liquido-c¢ristalino o en el estado ordenado. Cuando
la glicoforina fue incorporada en dispersiones dc DPPC, sc ob-
serve por lRC—RHI que la movilidad de las cadenas hidrocarbona-
das, a temperaturas por debajo de la Tt de la DPPC, fue mayvor -
2

en el anulus que en ¢l resto de la bicapa (132). Por TH-LMU se
mostréd que por debajo de la Tt de la membrana, las proteinas -
tiencn un gran efecto desordenante y previenen la cristaliza-
cién de las cadenas hidrocarbonadas (133).

Dependiendo de la influencia sobre los lipidos, las -
proteinas fuecron agrupadas en tres clases (134): a) aquellas -
que causan una disminucién en el 8H y en la Tt del lipido (cito
cromo C); b) aquellas que no influyen sobre Tt pero disminuyen
AH (gramicidina A,copolimero lisina-fenilalanina) y c) aquellas
que incrementan All con o sin un incremento en Tt (ribonucleasa,
polilisina).

La Cn++ Mg++ ATPasa incorporada en vesiculas de DMPC
produjo un incremento en ¢l rango de la transicién al aumentar
la rclacién proteina/lipido. Por encima de Tt, la fluidez dis-
minuyé al incrementar la relacién proteina/lipido (135). La élo
rotricina, un antibidético proteico, reduce el calor de la tran-
sicidén de la fase lipidica, pero no cambia la Tt de los lipidos
que no pertencecen al anulus; los lipidos del anulus no sufren -
la transicién de fase (93). Otro antibidtico proteico, la gra-
micidina S, causa un gradual decrecimiento de la Tt de los fos-
folipidos y ¢l anulus no cristaliza (93). La Tt de la DMPC es -
desviada de 24 a 30°C en complejos con las apolipoproteinas A T,
A il, C 1 yC 111, mientras que la cooperatividad de la transi-
cién c¢s disminuida. A temperaturas menores que Tt la microvisco
sidad de los complejos es menor que la de la DMPC sola, y lo o-
puesto ocurrc a tempcraturas mayores que Tt (136). La melitina
por cncima dc¢ cierta concentracién elimina la pretransicién de
la PC, y aumenta c¢l rango y reduce el calor de la transicidén -
principal, pero sin desviar la Tt (93). La espectrina produjo -
una disminucién en ¢l cambio de entalpia de la transicidén de fa

sc de vesiculas de DMPS (137).



Por un tratamiento tedrico de la interaccién lipido-
protcina, sc¢ mostré la posibilidad de que las protcinas pucdan
afectar a la movilidad de dos a cuatro capas de moléculas de -
fostolipidos circundantes (138). La movilidad de los lipidos -
del anulus scria menor que el resto de los lipidos a tempcratu-
ras supcriores a Tt (inmovilizacién por interacciones lipido-
proteina), pcro por decbajo de Tt el grado de orden del anulus -
seria menor y la movilidad mayor, que en el resto de la bicapa,
debido a que problemas de empaquetamiento dificultarian la for-
macién de la fase ordenada. La transicién de fase de los lipi-
dos de la bicapa afectaria a los lipidos del anulus, pcro depen
diendo de las fuerzas rclativas de las intecracciones lipido-pro
teina y lipido-lipido, los lipidos del anulus podrian sufrir la
transicidn de fase a mayor o menor temperatura que cl resto de
los lipidos.

En sistemas lipidicos artificiales mixtos o cn membra
nas naturales, algunas proteinas han mostrado interaccionar pre
ferentemente con determinadas especies de fosfolipidos, lo que
pucde dar lugar a la formacién de un anulus de composicién dife
rentc a la del resto de la bicapa. En un sistema diclaidoilfbs-
fatidilcolina-DPPC, la glicoforina se asocia preferentemente -
con la especic lipidica insaturada (127), y en estudios en mono
capas mostrdé una prefercncial interaccién con fosfolipidos nega
tivamente cargados (139). Estas interacciones fueron decrecidas
en presencia de colesterol. En membranas de E.coli, en la re-

gién de los grupos -ClII las proteinas interactuan preferente-

3)
mente con los lipidos en el estado fluido (140).

Varias protcinas retienen fosfolipidos aun luego del
Lratamiento con cxceso de detergentes. En algunos casos los fos
folipidos rctenidos son de composicién muy similar a la de la -
membrana total, como cn el caso de la Ca++ ATPasa dc reticulo -
sarcopldsmico (141). Utras proteinas, por el contrario retiencn
cspecificamente cicrtas cspecies de fosfolipidos, como por ejem
plo fosfatidilglicerol o cardiolipina en el caso de la citocro-

mo oxidasa (142). La NADl-ubiquinona reductasa (143} v la ace-



tilcolinesterasa (144) también retienen especificamente cardio-
lipina. La glicoforina retiene PS (139) o difosfoinositésidos -
(145). Ha sido reportado también que 1la 5' —nucleotidasa retienc
preferencialmente esfingomielina (146), pero sin embargo otros
autores reportaron lo contrario (147).

Estas asociaciones preferenciales entre protcinas y
lipidos pueden estar relacionadas con el concepto del anulus -
lipidico. Cicrtos lipidos pueden ser unidos preferencialmente -
para minimizar los defectos de empaquetamiento de los lipidos -
del anulus alrrededor de la superficie irregular de¢ la proteina
La composicién lipidica heterogénea de las membranas bioldgicas
podria ser necesaria para satisfacer los diferentes requerimicen
tos de empaqucetamiento de las distintas proteinas intcéralcs.

Al ocurrir una separacidén o transicién de fasc cn bi-
capas lipidicas, ciertas proteinas parecen distribuirsce de manc

. . . . R
ra diferente en ambas fases. La glicoforina y la Ca My

AlP-
asa sc¢ particionan casi exclusivamente en la fase liquido-cris
talina (93). lLas protcinas responsables del transporte de /-
slucdésidos y /F-galactdésidos en E.coli parecen particionarse de
2 a 20 veces mas favorablemente en los dominios fluidos, depen-
dicndo del sistema de transporte y de la composicién lipidica -
de la membrana (148). También fue sugerido que la/3-hidroxibuti
rato deshidrogenasa ¢n mezclas de PC-PE se particionaria prefe-

rencialmente en la fase liquida al ocurrir la transiciodon de fa-

sc (93).

1.3.- ESTRUCTURA DE LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS.

La presencia de una bicapa lipidica en las membranas
bioldégicas fuc propucsta ya en cl afio 1925 por Gorter y Grendel
(149), quiencs al cxtraer los lipidos de la membrana de eritro-
cito y al comprimirlos c¢n una interfase agua-airce, cncontraron
que ocupaba un drea cercanamente igual al doble de ia superfi-
cie externa del ceritrocito. Posteriormente, Daniclli y Davson -

(150) propusicron también la presencia de una bicapa lipidica y



ademis para cxplicar la baja tensién superficial de las membra-
nas hiolégicas, postularon que la bicapa lipidica estaria ubica
da entre dos capas de proteinas. Mas tarde sc pudo demostrar -
que los fosfolipidos solos pueden mostrar una baja tension su-
perficial como las membranas biolégicas naturales.

Con el desarrollo de la microscopia clectrénica, sc -
cncontrd que las membranas biolégicas de muchas fuentes mues-
tran una estructura tipica trilaminar, similar a las estructu-
ras de cristales de lipidos puros. Las evidencias de difraccidn
de rayos X son también dimensionalmente compatibles con una es-
tructura de bLicapa. Estos hechos condujeron a lobertson (151) a
formular la hipdtesis de la bicapa lipidica.

Estudios pioncros de difraccidén de rayos X en mielina
(152); también demostraron la estructura de bicapa, v los resul
tados fueron similarces a los obtenidos para fosfolipidos hidra-
tados (153). Estos estudios indican un espaciamiento de 4,7 R
en la direccidén paralcla al plano de la bicapa, que ahora es -
sabido que e¢s caracteristica de cadenas hidrocarbonadas paralce-
las. Estudios mas recientes con mejor precisidén y resolucién’-
confirmaron inequivocamente la estructura bilaminar de la mem-
brana de miclina (154, 155).

También se han hecho estudios en membranas del segmen
to externo de los bastoncitos de retina. Esta es considerada -
una membrana mids cliasica, debido a que contienc un 507 de pro-
teina intimamente asociada con la membrana; al contrario de la
membrana de miclina que solo conticne un 187 de proteinas, y la
protcina que sec cncuentra en mayor proporcién, la proteina bisi
ca de miclina, es facilmente extraida de la membrana y esta lo-
calizada presumiblementce sobre la superficie externa de la mem-
brana. Estos ecstudios (156, 157) mostraron dos picos de alta -
densidad electrénica separados por 40 X quc corrcsponden a los
crupos polares de los fosfolipidos, y una region central de me-
nor densidad electrénica que el agua, la cual corresponde a los

grupos -Cﬂg terminales de las cadenas hidrocarbonadas, lo cual
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provee evidencias convincentes de que la estructura prcedominan-
te de esta membrana ¢s una bicapa similar a la formada por fos-
folipidos solos. Blaurock y Wilkins (156) concluyecron que la -
cantidad de lipidos por unidad de Area en la membrana del seg-
mento cxterno de los bastoncitos de retina es insuficiente para
una bicapa de lipido puro con la distancia pico a pico observa-
da por difraccidén de rayos X. Esta distancia tendria que ser de
22 a 28 R en lugar de 40 K si los fosfolipidos fucran los uGni-
cos responsables del patrén de difraccién observado. Estos auto
res primecramente interpretaron esta discrepancia especulando -
que la rodopsina, la proteina mayoritaria de csta membrana, po-
dria cstar asociada intimamente con los grupos polares de los -
)

fosfolipidos, dc¢ manera que los picos de densidad electrénica -
correspondcrian al centro de un area conteniendo a las protei-
nas y a los grupos polarcs de los fosfolipidos. Pero mas tarde
reinterpretaron sus datos en-términos de la penetracién de la -
bicapa por una porcién sustancial de las moléculas de rodopsi-
na, y que la separacién de 40 R representaria a la separacién -
entrec los grupos polarcs de los fosfolipidos solamente (158).

Se ha demostrado que la estructura de bicapa predomi-
na también en olras membranas como la de eritrocitos y dec micro
organismos como Mycoplasma laidlawii (159), y también en las -
membranas prescntes en ciertos virus (160).

E1l mayor problema en la estructura de las membranas -
fue ¢l de la localizacién de las proteinas. Si bien las simili-
tudes entre las membranas biolégicas y la de bicapas lipidicas
puras son notables, ¢s neccesario tener en cuenta la permcabili-
dad de las membranas bioldégicas a una gran variedad de sustan-
cias a las cuales las bicapas de lipidos puros son impermeablcs
o poco permcablces. Es nccesario ademas, encontrar un lugar cn -
la estructura para las proteinas, las cuales en muchos casos -
comprenden ¢l 50 o mas de la masa total de la membrana.

£l hecho de que muchas proteinas pucden scr extraidas

de la membrana por tratamicentos suaves indica que algunas pro-
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teinas estin unidas a la superficie externa de la membrana por
interacciones con los grupos polares de los fosfolipidos de a-
cucrdo al modelo de Danielli-Davson-ilobertson (150, 151). Estas
proteinas son denominadas proteinas extrinsecas o periféricas y
un cjemplo de ellas podria ser la proteina basica de miclina.
El modelo de Daniclli-Davson-lobertson pudo explicar muchas pro
picdades de las membranas, especialmente la observacidon de una
estructura trilaminar por microscopia electrénica. lloy se cono-
ce sin cmbargo que la mayoria de las proteinas de membrana no -
son proteinas periféricas, sino que unicamente pueden ser ex-
traidas de la membrana, mediante la disrrupcién de la misma por
el uso de detergentes o solventes organicos. Tales protcinas de
ben interactuar mas intimamente con los lipidos de la &cmhrana
y presumiblemente penctran en la regién de la bicapa.

Consideraciones termodinamicas también condujeron a
recchazar el modelo de Danielli-Davson-lQobertson. En efecto, mu-
chas proteinas dc¢ membrana contienen segmentos con altos conte-
nidos c¢n residuos no polares, los cuales segiun este modelo se-
rian cxpuestos hacia la fase acuosa o quedarian en contacto con
los fosfolipidos. Estas consideraciones condujeron a la sugeren
cia de que las membranas podrian tener una estructura mosaico,
con proteinas globulares empotradas o atravesando una bicapa 1li
pidica. Es decir, las membranas presentarian regiones ricas en
protcinas responsables de las propiedades funcionales, y regio-
nes cscncialmente puras en lipidos que servirian par mantener -
la integridad y cohesividad de la estructura. Estas idcas fue-
ron sugeridas muchos anos atras por algunos investigadores
(lol), y fuc mas recicntemente evocada por Lenard y Singer en -
1900 (162). Scglin este modclo, los residuos hidrofébicos de las
proteinas sc¢ hallarian en un medio no polar, dejando cxpuestos
a la fase acuosa a los residuos polares como se pucde obscrvar
cn la figura 4. De esta manera resultaria un sistema de encergia
libre mucho menor que en ¢l modelo anterior.

La prucba mas convincente de la existencia dc protei-



nas cmpotradas en la membrana proviene de expericncias de mi-
croscopia eclectrénica de fracturas por congelamicnto o técnica
de congelacidén-grabado (163). Por esta técnica sc logran sepa-
rar ambas monocapas de la membrana, y se pueden obtcner répli-
cas de la topografia de la cara hidrofébica intcrna. Cuando es
tas réplicas son observadas en el microscopio clectrénico, se
obticne una matriz suave sin interrupciones, en sistcmas lipi-
dicos puros y también en la membrana de mielina (164). Sin em-
bargo, la mayoria de las membranas biolégicas producen superfi
cics rugosas sugiriendo que la fractura ocurrid sobre obstacu-
los particulados. Gencralmente pueden distinguirsc ambas capas
ya quc la capa concctada al interior de la célula da gyperfi—
cics convexas, mientras que la conectada al exterior da super-
ficies concavas. Algunas veccs pueden observarse superficies -
complementarias con depresiones en una superficiec correspon-
dicndo a protuberancias en la otra. Este tipo de datos han si-
do obtenidos para una gran variedad de membranas como de mito-
condria (165) y de eritrocito (166), y otras. Aunque no ha po-
dido cstablecerse si las particulas observadas represcntan sim
ples moléculas de proteinas o agrupaciones de moléculas protei
cas, cllas representan distorsiones severas del interior de la
bicapa de las cuales las proteinas que penetran en la bicapa -
deben ser dircecta o indirectamentc responsables. lloy, sin cm-
bargo sc¢ sabe que sistemas lipidicos puros también pueden dar
tales réplicas cuando parte de los lipidos sc¢ hallan c¢n 1la for
ma de micellas invertidas entre ambas monocapas (29).

Algunas protcinas atravesarian complctamente la bica
pa lipidica de la membrana como la sugieren experiencias que -
mucstran que algunas proteinas son accesibles a reactivos a am
bos lados de la membrana (167).

Podria haber una aparcnte contradiccién entre una cs
tructura csencialmente lipidica y ¢l alto contenido en protci-
nas para algunas membranas. Sin embargo, hoy sc¢ conoce que pa-

ra varias protcinas de membrana solo ¢s necesario un scgmento



hidrofébico pequenio para que pucdan cempotrarsc cn 1a bicapa 1li-
pidica. Un scgmento de solo 23 aminoacidos es suficiente para -
unir a la glicoproteina principal de critrocito a la membrana -
(168), y esta protcina parece atravesar completamente a la bica
pa lipidica. Para la asociacién del citocromo b5 a la membrana

del reticulo endoplasmico solo es necesario un scgmento de no -
mas dec 44 aminodcidos (7). El resto de las moléculas proteicas

s¢ proyecta hacia la fasec acuosa, por lo que la cantidad dec pro
tecina realmente dentro del dominio de la bicapa e¢s mucho menor

que ¢l contenido proteico total obtenido por los métodos anali-
ticos.

El modelo mosaico fue ampliado posteriorment? por Sin
ger y dicolson (109, 170) incluyendo los aspectos dinamicos de
la estructura de las membranas. Ellos describieron a las membra
nas como soluciones bidimensionales de proteinas globulares o-
ricntadas en una bicapa lipidica fluida. En virtud de la presen
cia de cadenas hidrocarbonadas insaturadas, las rcgiones de bi-
capa dec la estructura mosaico serian generalmente fluidas y las
porciones ricas en proteina serian como "icebergs" flotando cn
un mar de lipidos. Aunquc las regiones ricas en protcinas pue-
den ser rigidamente estructuradas, cllas seran méviles en la -
membrana como resultado del flujo de los lipidos a su alrrede-
dor. En ¢l caso de proteinas tales como citocromo b5, que tic
nen sus regiones funcionales en el cxterior de la bicapa, los -
"icebergs" pucden ser muy pequefios, consistiendo de un corto -
scgmento polipeptidico y presumiblemente de algunas moléculas -
de lipidos involucradas en la unién de la proteina a la bicapa.
Por otro lado, otras proteinas o complejos proteicos, podrian -
formar "iccbergs" mucho mas grandes que contendrian partes de
varias cadenas polipeptidicas.

llay grandes evidencias experimentales de la movilidad
de las proteinas ¢n la membrana. lla sido demostrado que la pro-
teina fotorrcceptora rodopsina posee una gran libertad de rota-

cién en la membrana, por medio del discroismo asociado con la -
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absorcién de luz polarizada (171). La movilidad lateral de las
protcinas fue demostrada por Frye y Edidin (172), quicnes marca
ron con anticucrpos fluorescentes a proteinas intcgrales de cé-
lulas de cultivos de tejido de origen humano y de ratén, c indu
jeron la fusién de ambos tipos de células. Luego dec incubar un
cierto periodo de tiempo a 37°C, observaron que los componentcs
de ambas células sc¢ distribuian al azar sobre la superficie to-
tal de la célula hibrida. Blasie y col. (173), por medio dc¢ es-
tudios de difraccién de rayos X de la membrana dcl scgmento ex-
terno de los bastoncitos de retina, observaron una rcflexién di
fusa cspaciada unos 50 X en el plano de la bicapa quec atribuye-
ron a la distancia promedio entre las moléculas méviles de ro-
dopsina, y encontraron que la reflexidn correspondienté a este
cspaciamicnto fuc agudizada cuando la membrana fue tratada pre-
viamente con anticuerpos especificos para la rodopsina, indican
do que la combinacién con el anticuerpo reducc la movilidad de
la proteina. La difusién lateral de las proteinas c¢n la membra-
na puede ocurrir tanto para moléculas protecicas individuales co
mo para agrupamicentos proteicos de mayor tamano. Se ha mostrado
que la citocromo oxidasa puede difundir lateralmente en La mem-
brana mitocondrial, ya sca independiente, o en union fisica con
unaomas de las otras proteinas integrales de ¢sa membrana(174).
Scandella y col. (175) han mostrado que moléculas de
fosfolipidos con radicales libres, son capaces de sufrir difu-
si6n lateral en membranas de reticulo sarcopldsmico a una velo-
cidad comparable a la observada en bicapas de fosfolipidos pu-
ros. Derivados fluorescentes de proteinas incorporados cn vesi-
culas de DMPC presentaron una velocidad de difusién lateral com
parable a los marcadores lipidicos (176). La difusién lateral -
de proteinas cn membranas ha sido estimada por una varicdad de

10

- - 2
métodos en ¢l orden de 10 10 ? cm /seg. Para los lipidos -

sc han obtenido gencralmente valores algo menores, del orden -

)

-8 2 ; .
10 cm” /seg., como puede esperarse en base a consideraciones

de tamaio (177).



La movilidad de las regiones de la membrana ricas c¢n
proteinas, y la posibilidad de que la cantidad de proteina real
mente dentro del dominio de la bicapa sea baja, podrian ser res
ponsables de la incapacidad de deteclar regiones de alta densi-
dad clectrénica correspondientes a las proteinas de membrana -
por difraccién de rayos X, y hacer que el patrdén de difraccidn
sea muy similar en membranas bioldégicas que en bicapas lipidi-
cas libres de proteinas (23). En el modelo mosaico fluido, las
regiones ricas en proteina contribuirian tanto a la densidad e-
lectrénica del interior hidrofdbico como a la del Area ocupada
por los grupos polares. Debido a la movilidad, esta densidad e-
lectronica se esperaria que estuviera distribuida uniformemente
a lo largo del plano de la membrana, y asi constituirig un fon-
do mas o menos constante sobre el cual se veria el patrén de -
densidad clectrdénica debido a las regiones de bicapa de la es-
tructura mosaico. Considerando la baja resolucidén de los datos
de difraccién de rayos X, es posible que el perfil de densidad
electrénica resultante no pueda ser distinguido del que se ob-
serva en bicapas lipidicas puras. La presencia de proteinas so-
lo llegaria a ser aparente a través de una discrepancia entre -
el contenido lipidico analitico y la masa requeri&u para llenar
el espacio ocupado por la bicapa, como se observé en membranas
de bastoncitos de retina (156, 158).

La movilidad de las cadenas hidrocarbonadas también -
parcce ser sustancial. llubbell y Mc Conell (178, 179) mostraron

le -

que marcadores de ESRl incorporados en membranas de axones ¢
nervios de langosta tienen un rdpido movimiento anisotrdpico si
milar a cuando estos marcadores son incorporados ¢n vesiculas -
de fosfolipidos, y también observaron un incremento en la flui-
des local cuando el grupo con el radical libre fue movido a lo
largo de la cadena hidrocarbonada desde el grupo polar hacia el
grupo -Cll_ terminal.

La fluidez de la membrana parece tener una fuirdamen-

tal importancia en muchos procesos, como por ejemplo en ¢l cn-

samble de las membranas (180), en la fusidén de membranas (172),



en la movilidad rotacional y traslacional de componentes de mem
brana en la respuesta inmune (181), y en la transduccidén senso-
rial (171)

Si bien la estructura basica de la mayoria de las mem
branas parece scr la estructura de bicapa fluida, en algunas -
membranas ciertos lipidos podrian adoptar otras estructuras. En
¢l reticulo endoplasmico parece haber regiones de micellas in-
vertidas ricas en PE en equilibrio con los lipidos en forma de
bicapa (27). En membranas de Mycoplasma laidlawii crecidas en -
presencia de altas cantidades de dcidos grasos saturados, se -
pucde observar una transicién de fase de la bicapa por calorime
tria. ia transicidén ocurre a la misma temperatura en la membra-
na completa que en las dispersiones de los lipidos libécs de -
proteina, extraidos de la membrana (182). Ademis, la disminu-
cién en la Tt al sustituir los dcidos grasos saturados por insa
turados fue la misma en ambos sistemas. Sobre la base de estos
experimentos, las proteinas de membrana y las cadenas hidrocar-
bonadas de los lipidos parecerian ser componentes independien-
tes y no relacionados. Sin embargo, el calor total absorbido en
la transicién lipidica por mol de lipido es un 257 menor en la
membrana total que en las dispersiones de lipidos puros, y esto
podria indicar que una fraccién de los lipidos en la membrana -
total no participa en la transicién quizd debido a que se en-
cuentra en una conformacién diferente a la de la bicapa, mante-
nida por las interacciones con las proteinas y no sujeta a cam-
bios con la temperatura. También fue reportado por Lenard y Sin
ger (183) que solo el 707 de los fosfolipidos de la membrana de
eritrocito son susceptibles a la accién de la fosfolipasa C, y
en un trabajo posterior del mismo laboratorio (184) se sugirid
que ¢l fendémeno de la sustraccidén de lipidos de la estructura -
de bicapa por la interaccién con proteinas podria ser un fendéme
no general.

La formacidén de estructuras no lamelares podria ser -

importante en procesos como flip-flop y fusién de membranas, y



serian consccuencia del polimorfismo caracteristico de las dis-
tintas especies de lipidos (31).

Si bien la membrana es bidsicamente fluida, hoy se co-
noce que la organizacién bidimensional de muchas membranas es -
heterogénea y parece haber areas de movilidad restringida causa
das por especiales interacciones lipido-lipido, lipido-proteina,
o proteina-proteina (169, 170, 185, 186). La movilidad de las -
cadenas hidrocarbonadas de los lipidos de la membrana de critro
cito parece ser mas restringida que en sistemas lipidicos puros
como sc mostré por ESR (179) y NMR (187). La distribucién de re
ceptores de superficie en la membrana plasmitica es frecuente-
mentc no al azar, y a menudo también se observan asociaciones -

)
locales de proteinas de membrana como complejos multienzimati-
cos. También es conocido que muchas proteinas de membrana se ha
llan rodeadas de un anulus de lipidos de caracteristicas dife-
rentes al resto de la membrana.

Algunos de los mecanismos que restringen la movilidad
de los lipidos y las proteinas en ciertas 4areas de la membrana
han sido clasificados por Nicolson (177). Entre ellos se pueden
distinguir: a) Asociacidén o agregacidén de ciertas clases de 1li-
pidos o de proteinas en el plano de la membrana; b) Formacién -
de dominios de lipidos con secuestracién o exclusidén de protei-
nas; c¢) La movilidad pucde ser restringida en algunos casos por
la interaccidén con componentes periféricos como protecinas o li-
popolisacdridos y d) Algunas protecinas de membrana pucden tencr
una movilidad Limitada por la interaccidén con componentes del -
“itoesqueleto, en particular el sistema de microfilamentos y mi
crotiibulos.

‘uchos procesos que ocurren en la membrana podrian -
ser regulados por estos mecanismos. Ila sido demostrado por ejem
plo que los mecanismos de reconocimiento celular y control de -
crecimiento serian mediados por receptores de superficic y que
alteraciones en la movilidad lateral de estos rcceplores po-

drian rcgular estos procesos (185).



Ademds de la heterogeneidad en el plano de la membra-
na, tanto las protcinas como los lipidos también se¢ encuentran
asimétricamente distribuidos sobre ambas capas de la membrana -
(170, 187, 188). La asimetria de las proteinas es absoluta, ya
que una proteina se encuentra siempre de un lado o el otro, pe-
ro nunca sobre ambas capas de la membrana. Esto permitc¢ su cla-
sificacidén en endo y ectoproteinas. Para los fosfolipidos la -
asimetria e¢s relativa, ya que si bien todas las clases de lipi-
dos se encuentran sobre ambos lados de la membrana, lo hacen en
diferentes proporciones. Esta asimetria transmembrana es mantc-
nida debido a la baja velocidad con que ocurre ¢l movimiento -
transmembrana (flip-flop) (187). Este movimiento es indctecta-
ble para las protcinas y es muy bajo para los fosfolip%dos en -
relacién a la difusidén lateral en membranas modelo (87), y en -
varias membranas bioldgicas como la de eritrocito (189Y) y de la
cnvoltura de algunos virus (190). Sin embargo, en ciertas mem-
branas el flip-flop parece ocurrir con mayor rapidez como es cl
caso cn reticulo endopldsmico (191, 192) y en membrana citoplas
mitica de bacterias (193), y se piensa que podria ser mediado -
por proteinas o por estructuras lipidicas no lamelares (187,
194).

Se ha sugerido que la asimetria en la distribucién dc
los fosfolipidos seria una consecucencia de la distribucidn asi-
métrica de las proteinas y sus particulares preferencias por de

terminadas especies de lipidos (187).

1.9.- ENZIMAS DE MEMBRANA. REGULACION DE SU ACTIVIDAD PORX
LIPIDOS.

Los efcctos de los lipidos sobre la actividad de enzi
mas son muy diversos y complejos, (51, 195). Algunas enzimas -
pucden tener un requerimiento obligatorio de lipidos, y son com
pletamente inactivas c¢n su ausencia; y en otros casos los lipi-
dos pueden actuar como moduladores de su actividad. la dependen
cia de lipidos ha sido mostrada generalmente por medio de la ob

servacién de la pérdida de actividad al eliminar los lipidos y
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la reactivacién por cl agregado de estos (34, 195).

Para algunas enzimas, el requerimiento de lipidos se
observa unicamente en reacciones que involucran sustratos no po
lares, como en ¢l caso de la succinato deshidrogenasa mitocon-
drial. La enzima altamente purificada y libre de lipidos es ac-
tiva con sustratos solubles en agua (196), pero existe una de-
pendencia de lipidos, sin embargo, cuando la enzima purificada
es usada para la rcconstitucidén de reacciones parciales de la -
fosforilacién oxidativa, donde se utilizan como accptores de c-
lectrénes a ubiquinonas y citocromos insolubles en agua. En es-
tc caso el lipido es requerido como agente "solubilizante" de -
sustratos insolubles en agua. Esto ocurre gencralmente,cn reac-
ciones de biosintesis de lipidos y glicolipidos, en reacciones
rcdox que involucran ubiquinonas o plastoquinonas de cadena lar
ga, o cn recacciones de transfercencia de glicosilos quce involu-
cran a carriers poliisoprenicos. En muchas de estas reacciones
se ha observado una dependencia de lipidos (195), y a menudo -
cicrtos detergentes fueron capaces de sustituir a los fosfolipi
dos.

El término "solubilizacidén" usado aqui no ticne el -
sentido de "hacer soluble en agua" o "que no sedimente por ul-
tracentrifugacion’, sino que se refiere a la incorporacién de -
una sustancia extraiia no polar en una bicapa lipidica o en una
micela de detergente, por un proceso andlogo a la formacidn de

“elas mixtas.

Los lipidos de membrana también en algunos casos pue-
den activar por la solubilizacién de productos lipofilicos de -
la reaccidén. Esto es conocido por ejemplo para el sistema solu-
ble de la dcido graso sintetasa, en donde los productos Cl6 y
C1>-CoA son inhibidores, y la inhibicidén es eliminada por el a-
gregado de liposomas (180), los cuales actuarian secuestrando a

¢stos productos.
En otros casos el lipido puede ser requerido para la

solubilizacidén de la enzima misma. El1 uso de lecitinas de cade-
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na corta, que poseen una concentracién micellar critica relati-
vamente alta, permitié demostrar que en algunos casos la activa
cion ocurre cerca de la c.m.c. del fosfolipido, como sc¢ observd
para la ATPasa (197), y para la/3-hidroxibutirato deshidrogena-
sa (198) mitocondriales. Las proteinas anfipaticas gencralmente
uncn detergentes cerca de la c.m.c. por un proceso cooperativo,
y este proceso estaria rclacionado con la superficie hidrofdébi-
ca expuesta dc estas proteinas (6).

El uso de lecitinas de cadena corta o detergentes con
duce a la formacién de complejos micellares, los cuales son a -
menudo adecuados para la demostracidén de actividades cnzimdti-
cas no vectoriales. Las enzimas vectoriales, por ¢l contrario,
rcqueriran de fosfolipidos de cadena larga que forman ;csiculas
bilaminares (34). La solubilizacién de ciertas proteinas puede
ser particularmente favorecida por sistemas de fosfolipidos con
teniendo limites de fase. Se ha sugerido que tales sistemas pre
sentan fuertes fluctuaciones de densidad y una alta compresibi-
lidad lateral (41, 199).

Hay fucrtes cvidencias de que la solubilizacién por -
si misma no es suficiente para la reactivacién de ciertas enzi-
mas. Por ejemplo el detergente Triton X-100 ha demostrado ser -
un bucn agentc solubilizante, y sin embargo fallé para activar
a la C55-isoprcnoide alcohol kinasa. Pero la adicién de peque-
flas cantidades de fosfolipidos resulté en una completa activa-
cién (200). Observaciones similares han sido hechas para otras
cnzimas como la citocromo oxidasa (142) y 1la Ca++ ATPasa (201).
Esto indica que ademids de los requerimientos fisicos para la so
lubilizacién, también existen requerimientos estructurales para
una apropiada interaccién lipido-proteina, como podria ser para
la formacién del "anulus" lipidico antes mencionado.

En el caso de algunas otras enzimas, ciertos lipidos
podrian ejercer algunos efectos cinéticos. Esto ha sido cstudia
do en una enzima periférica, la piruvato oxidasa dec E.coli(202)

Esta enzima unc lipidos en forma monomérica en sitios de alta -



///
afinidad y los efectos cinéticos inducidos por los lipidos sec-
rian similares a efectos alostéricos.

tiuchas enzimas y sistemas de transportc dc membranas
utilizan sustratos solubles en agua y la reaccién tiene lugar -
cerca dc la interfase agua-grupos polares de los fosfolipidos.
Estas rcacciones son influenciadas por parametros del microam-
bientc, debido por cjemplo a efectos de carga o de concentra-
cién local. Estos efectos y su tratamiento cinético han sido re
visados (203).

En algunos pocos casos, el camino dc la rcaccidén to-
tal dc¢ cenzimas anfipiaticas dependientes de lipidos ha sido re-
suclto y sc ha cncontrado que el cofactor lipidico estd involu-
crado solamente en rcacciones parciales, como en la/3-hidroxi-
butirato deshidrogenasa, cn la cual la etapa dependicnte de 1li-
pidos parcce ser la unidén de HADH (204). En cl sistema citocro-
mo P450 oxigenasa, la transferencia de electrones entre cl cito
cromo P450 y la reductasa seria la etapa lipido dependiente
(205). Y en el caso de la citocromo oxidasa requiere lipidos la
transfercencia de clectrones entre los citocromos a y a3 (206).

Parcce no haber ningin ejemplo de una enzima depen-
diente de lipidos que posea una estricta especificidad por la -
estructura quimica de las cadenas hidrocarbonadas de los acidos
grasos. Por ¢l contrario, se ha dado mucho énfasis a la especi-
ficidad por grupos polares quimicamente definidos (195). Sin em
bargo, para muchas enzimas en las que se habia reportado que -
presentaban una especificidad por ciertos grupos polares, traba
jos mas recientes han demostrado lo contrario. Estas contradic-
ciones han sido revisadas por Sandermann (51), y han sido atri-
buidas a posibles fallas experimentales alli enumeradas. La 73-
hidroxibutirato deshidrogenasa mitocondrial parece ser ¢l unico
caso ¢n que sc ha confirmado una estricta especificidad por un
determinado grupo polar, el de la lecitina (207). Sin embargo,
ni siquiera esta cnzima fue especifica por la estructura de bi-

capa, las unioncs csteres o la estructura detallada del grupo -



polar de la PC (198). Ademds sc ha observado quc mczclas de 1i-
pidos recactivan mas cficientemente que especies uUnicas (208).
Cuando la PC e¢s presenlada en micelas mixtas con lipidos inacti
vos, solamente se requicren de 2,5 a 4 moléculas de PPC por cade
na polipeptidica (198). Posiblemente esta enzima requicra lipi-
dos dc¢ una manera no especifica para la solubilizacién, y ade-
mis requiera de la unidén cspecifica de PC en sitios de alta afi
nidad.

El hccho de que mezclas de lipidos son mas eficaces -
que especies Unicas para reactivar a enzimas de membrana purifi
cadas, ha sido obscrvado también para una serie de rcacciones -
de 1a fosforilacién oxidativa (142, 143, 196, 209, 210), lo -
cual puede scr de interés con respecto a la heterogencidad de -

lipidos de las membranas biolégicas.

I.10.- EFECTO DE LA FLUIDEZ DE LA MEMBRANA SOBRE LA ACTIVIDAD
DE ENZIMAS INTEGRALES. TXANSICIONES DE FASE Y CURVAS
DE ARRIIENIUS.

Kimelberg y Papahadjopoulos (211, 212), designaron -
con ¢l término de "regulacidén visotrdépica" a la influencia de -
la fluidez de las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos sobre
el funcionamiento de cnzimas unidas a membrana. A menudo, una -
corrclacién entre la actividad de enzimas de membrana y parimc-
tros de movilidad de la fase lipidica circundante han sido obte
nidos por comparacién de sus dependencias de la temperatura.

Los cfectos de la temperatura sobre la velocidad de -
rcacciones enzimiticas son extremadamente complejos (213, 214).
Estos cefcctos son a menudo evaluados en términos de la energia
de activaciéon calculada de la curva de Arrhenius. La mayoria de
las rcacciones catalizadas por enzimas dan una curva de Arrhe-
nius lincal. Sin cmbargo, algunas cnzimas solubles (215, 216) y
especialmente un gran muncro de enzimas de membrana dan curvas
bi o trifdsicas (148, 213, 217, 222). En algunos casos s¢ cn-
cuentra experimentalmente una quebradura abrupta entre dos rec

las. micntras que en olros casos muestran curvaturias suaves.



Tales curvas han sido discutidas desde hace muchos anos (217,
223, 224), pero sin que se alcance un acuerdo cencral sobre la
causa de la no lincalidad.

Las enzimas son susceptibles a la temperatura y alsu-
nas son facilmente inactivadas a determinadas lLemperaturas. Ade
mids las rcaccionces enzimaticas son generalmentce complejas y de
varias ctapas, cada una de las cuales tiene su propia dependen-
cia de la temperatura. Estas caracteristicas causan dificulta-
des para la intcrpretacién de las anomalias en las curvas de -
Arrhenius de rcacciones enzimaticas.

En un proceso multienzimitico involucrando dos o mas
rcacciones sucesivas con diferentes energias de activacién, po-
dria ocurrir una quebradura por cambiar la etapa detcerminante -
de la velocidad total. En estos casos la Ea sera mayor’a menor
temperatura. Sin embargo, tales quebraduras también ocurren en
reacciones que consisten de una dnica etapa y a veces se han ob
scrvado curvas con Ea mcnor a menor temperatura (218).

Por mucho tiempo las quebraduras en las curvas de -
Arrchenius han sido interpretadas como debidas a una desviacién
de una reaccibén dominante a otra a una temperatura critica en -
la cual ocurre la discontinuidad. Por ejemplo en el caso de dos
reacciones paralelas, catalizadas por enzimas distintas o por -
distintos sitios activos de la misma enzima, quec tiencn difercn
tes Ea. La velocidad de la reaccidén con mayor Ea incrementa mas
rapidamente con la temperatura y asi predomina a altas tcmpera-
turas. A menor temperatura predominari la reaccidén con menor -
cocficiente de temperatura. En estos casos la curva de Arrhe-
nius presentara una dobladura hacia arriba, es decir una Ea me-
nor a menor tLemperatura, y el cambio de pendiente deberia ser -
mas bien gradual. Enzimas que pueden existir en dos formas dife
rentes con distintas Ea también podrian dar este tipo de curvas
(223).

Estas tcorias han sido muy criticadas debido a quc -
tales procesos deberian producir un suave cambio c¢n la pendien-

te y no una quebradura abrupta (213, 225). También se sefnald -
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que para que sc manifieste una quebradura, los procesos en ambas
zonas dc¢ tempcratura deberian diferir en sus Ea ¢n al menos 16 -
Kcal/mol (225). Muchos de los datos disponibles sobre quebradu-
ras cn curvas de Arrhenius muestran cambios en Ea considerable-
mente menores.

ltan (214) atribuydé la no linealidad de las curvas de -
Arrhenius a factores termodindmicos, los cuales incluyen reaccio
nes de cquilibrio secundarias que pueden alterar la velocidad -
del procecso catalitico. No habria quebraduras abruptas, sino que
habria una curvatura continua que conecta a dos asintotas linca-
les. Pero si ¢l cambio de entalpia que acompafia a las rcacciones
de equilibrio quec modifican el proceso es grande, scria posible

)
obscrvar curvaturas rclativamente grandes.

lla sido demostrado que en algunos casos, como por ¢jem
plo si hay inhibicidén por sustrato, podrian aparccer curvas de -
Arrhenius con quebraduras aparentes, que sc deberian a artifi-
cios por la forma de medir la velocidad en funcién de la tempcra
tura, y quc no sc deben a un cambio real en la Ea (226).

El hecho de que en curvas de Arrhenius de muchas rcac
ciones enzimdticas sc observan quebraduras muy agudas, y que cn
algsunos casos sc observaron curvas de Arrhenius con dos rectas -
con diferente pendiente pero que no se cortan (199, 227), condu-
jeron a Kumamoto y col. a la formulacién de la teoria decl cambio
de fase para cxplicar este comportamiento (217), la cual se basé
cn las propucstas antcriores de Lyons y Asmundson (228). Esta -
teoria concuerda con las anteriores en que dos procesos indepen-
dientes se requieren para producir una discontinuidad o quebradu
ra, pero ademds estipula que cada proceso debe funcionar exclusi
vamente en su respectivo rango de temperatura. Esto es justifica
do sobre bases termodindmicas considerando que el sistema sufre
un cambio de fase a una temperatura critica. Las propiedades iso
térmicas de un cambio de fase, segin estos autores, explicaria -
por que los dos proccsos independientes operan exclusivamente,

inmediatamente después de una desviacién de la temperatura a la



cual ocurre el cambio de fase. Los cambios de fasc que explica
rian e¢ste comportamicnto podrian ocurrir en el c¢stado dc uno -
de los reactivos, en la enzima o en el solvente. Sc¢ han repor-
tado cambios de Fasc por ejemplo en soluciones de polipéptidos
(229). Una importantec consideracidén de esta teoria cs que los

cambios de fasc c¢n componentes de la reaccidén pueden scr deter
minados por cambios de¢ fase en componentes cstructurales aso-

ciados a la cnzima, pero remotos del sitio de catalisis.

En las curvas de Arrhenius que prescntan dos rcctas
que sc cortan en un punto, es decir que a la tempceratura criti
ca hay un cambio cn Ea pero no en la velocidad de la rcaccidn,
se requicre una compensacién exacta entre la entropia y la cn-

»
talpia de activacién. E1 efecto de una ley de compcusacién ha
sido discutido (230).

Kumamoto y col. (217), propusieron que si cl cambio
de fasc es dominado por eventos remotos del sitio de catdlisis
como pucde scr ¢l caso de las reorganizaciones mayores involu-
cradas en ¢l cambio de fase de la porcién lipidica de una lipo
protcina o una membrana, la compensacién entalpia-entropia pue
de no ser exacta y en este caso se observarian dos rectas con
diferentes pendientes que no se cortan, y habrid entonces un -
punto de discontinuidad. Muchos ejemplos de tales discontinui-
dades sin interseccién son conocidos (199, 227, 231, 232), pc-
ro cn todos los casos la diferencia en la constante de veloci-
dad a temperaturas infinitésimamente por encima y por debajo -
de 1a temperatura de la discontinuidad, nunca c¢xceden 0,5 uni-
dades de logaritmo. D¢ consideraciones termodinamicas se argu-
ment.d que diferencias mucho mayores serian de csperar, por lo
que hay una compensacidén entropia-entalpia muy grande ain en -
estos casos (217, 219), y que una compensacién casi exacta se-
ria la regla mas bien que la excepciédn.

El hccho de que la gran mayoria de las enzimas que -
muestran curvas de Arrhenius no lineales son enzimas de membra

na hizo pensar que estc comportamiento podria estar rclaciona-
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do con las propiedades de los lipidos de la membrana. Gencral-
mente estas curvas no lineales han sido atribuidas a cambios de
fase o alteraciones estructurales en los lipidos dc la membra-
na. Sin embargo, no ncccsariamente una curva de Arrhenius no 1i
ncal de una actividad de membrana indica una alteracién c¢n la -
estructura de los lipidos, ya que en algunos casos tal comporta
miento parece ser una propiedad intrinseca de la enzima, inde-
pendiente de los lipidos, como parece ser el caso de la 5" nu-
cleotidasa de higado de rata (233). La ATPasa de Acholeplasma -
laidlwii sufrc dos cambios de pendiente en su curva de Arrhe-
nius, uno ¢s agndo y parcce depender de un cambio de fase de -
los lipidos de la membrana; mientras que cl otro es gradual,
ocurrc c¢n un rango amplio de temperatura, no parecc depender de
los lipidos y afecta a la afinidad de la enzima por e¢l ATP(234).
Quce un cambio de fase en los lipidos de la membrana -
es la causa de una curva de Arrhenius no lineal ha sido deduci-
do de diferentes experiencias. A menudo se ha demostrado que -
las quebraduras o discontinuidades ocurren a temperaturas en -
que los lipidos sufren una alteracidén en su estructura, la cual
ha sido detcctada por diferentes métodos fisicos (56, 145,199,
235, 236). La Manipulacién de la composicién lipidica de la mem
brana dircctamente usando técnicas de fusibén o de substitucién
de lipidos (237, 239), o indirectamente por la suplemcntacién -
de dictas o mcdios de cultivo (88, 240, 241), mostraron que los
cambios cn Ea aparentc en ciertas curvas de Arrhenius estan re-
lacionadas a la composicién y por lo tanto a las propicdades fi
sicas de la bicapa lipidica. En animales poikilotermeos y c¢n mi
croorganismos, c¢s conocido que el efecto de la temperatura de -
adaptacidén sobre las propiedades fisicas de las membranas es -
compcnsado por cambios adaptativos en los lipidos (242, 243), y
que cn algunas actividades enzimaticas, las quebraduras de las
curvas de Arrhenius tienc una dependencia de la temperatura de
adaplacién que sc¢ correlaciona con los cambios de composicién -

lipidica (221, 244). E1 tratamiento de las membranas con sustan
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cias que se conoce quc alteran la estructura de l1a membrana como
detergentes (245, 240), ciertos anestésicos (247) o alcoholes -
(248), o el tratamiento con fosfolipasas (249), permitié cn algu
nos casos atribuir las curvas de Arrhenius no lincales a cambios
de fase en los lipidos de la membrana. En algunos casos, ciertos
sistemas enzimidticos purificados fueron reconstituidos con deter
minadas especics de lipidos, y las temperaturas a las que ocu-
rrié un cambio de pendiente en las curvas de Arrhenius sc¢ corre-
lacionaron con la Tt de los lipidos usados en la reconstitucién
(197, 211, 250-252).

Si bien se conocen algunas enzimas que dan curvas de -
Arrhenius con dos rectas que no se intersectan (199, 2?7, 231,
232), es mas comin encontrar un cambio abrupto en la Ea aparcnte
sin un cambio cn la velocidad de la reaccidén, a una temperatura
partibular. Si bien en un principio esto fue interprctado como -
una compcnsacién entropia-entalpia, tal compensacidén es dificil
de que ocurra cn eventos lejanos al sitio activo como en altera-
cioncs de la estructura de la fase lipidica de la membrana.

En lugar de asumir una estrecha relacién cntalpia-en
tropia, Wynn-Williams (253) propuso que el sitio activo no es -

mayormente afcctado por los cambios de fase de los lipidos, y

dio dos posibles cxplicaciones para los cambios en Ea aparente:
A) En este modeclo considerd a una membrana como una -
tnica fasc (solucién de cnzima en lipido), y supuso que la forma
cién del cstado activado requiere de la transferencia de n molé-
culas lipidicas a otro cstado Z, diferente del cstado liquido-
cristalino (Y) y del estado cristalino (X). A Tt, las moléculas
de lipidos ticnen la misma energia libre en ambos estados (X e

y

~—r

ya que estin en cquilibrio. La velocidad de la rcaccidon depen
de de la diferencia de encergia libre (AGY) entre ¢l estado de c-
quilibrio y ¢l estado activado. Si la cnergia libre del centro -
activo es incrementada por un valor AG’ al formarse el cstado ac
tivado, la variacién dc energia libre total scra: AG*=AG'+ n

(G —Gx,y), siendo Gz la energia libre del lipido en ¢l cstado 7,
V4



necesario para la formacién del estado activado; y Gx, la e-
nergia libre del lipido en el estado X o en el estado Y, que -

son idénticas tinicamente a Tt. La velocidad de la rcaccidn sera

-AG ®/RT -AG' + n(Gz-Gx,y) _
c } e =(

gS'+n(Sz—Sx,y))
RT

V =B B

-All" + n (Hz-llx,y)
€ T

donde B es constante, por lo tanto la Ea sera= All'+n(llz-llx,y).

Como Gx;Gy a Tt, la velocidad serd la misma en las -
dos fases a I't. ia Ea aparente cambiarid a Tt por un valor igual
a n(lly-Ilx), o sea n veces el calor latente de transicidn del 1i
pido.

) En este modelo se supone que la enzima y ¢l lipido
son solo parcialmente miscibles, por lo que la membrana conten-
dri dos fases a todas las temperaturas, excepto a Tt, donde ha-
bra tres. Una fase sera una solucidén de enzima y lipido, y la -
otra (o las otras dos) seridn de lipido puro en uno u otro esta-
do. La energia libre de una molécula de lipido serda la misma en
su fase pura estable que en una solucién saturada con ella. Pa-
ra el lipido en la solucidn enzima-lipido, G serd una funcidén -
continua de la temperatura y de la concentracién del lipido; y
para el lipido puro serd una funcidén continua de la temperatu-
ra, ain cuando sufra una transicién de fase. Asi, la solubili-
dad del lipido en la solucidén enzima-lipido debe ser una fun-
cién continua de la temperatura a través de la Tt del lipido pu
ro. lLa variacidén de solubilidad con la temperatura es dada por:
d(1nS)/dr ;=AH"/RT2, dondeMH''! es el calor de solucién. Para -

I’? puede ser toma-

rangos de temperatura dentro de los cuales Al
da como una constante, 1In(S/So) = AH"(I/TO—l/T)/R; 4i'' cambia
ra cuando el lipido sufra un cambio de fase, siendo menor por -
encima (AHy'i) que por debajo (AHx'') de la Tt. La diferencia -

Allx't - Ally'! es igual al calor latente de la transicién de fa-

Asi, la solubilidad serd una funcién continua de la tempera
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tura, y la pendiente d(1nS)/dT cambiard repentinamente a la Tt
del soluto. Si se supone que la velocidad maxima de la reaccién
enzimitica es proporcional a la enésima potencia del contenido

de lipido C de la solucidén enzima-lipido, a concentracidén de 1i
i . .z - AH/2T
pido constante Co la velocidad variara como V=Vo.e : Cuan

~ Ol /R
Bl /RT (C/Co)n. Si estid presente la fase de

do C varia, V=Vo e
lipido puro, de manera que la solucién enzima-lipido esta satu-

. —QH* /2 - Al /T
rada con lipido, C=S y V=Vo e an/ T(S/Co)n ~vo e & / (so/col.

- " T-1/T R I''/RTo - (AHM#+n AU T) /2T
o nAliv(1/ 1/10)/n: Vo(So/Co)n o A / o ( n )/
Asi, la Ea aparcnte de la reaccidn sera Al + n AliY', y esta -
cambiard a la Tt del lipido, siendo n veces el calor latente

de transiciodén mayor por debajo que por encima de Tt.

Para DPPC a 41,8°C, el calor latente de la transicidn
del estado cristalino al estado liquido-cristalino es de 40,5
KJ/mol (9,7 Kcal/mol) (254). En experiencias en las que se in-
corpordé a la AlPasa de reticulo sarcoplidsmico en vesiculas de -
DPPC, se encontrd una quebradura en la curva de Arrhenius a
41°C(Tt de la LPPC), y la Ea aparente disminuyd aproximadamente
9,7 Kcal/mol por encima de 41°C(255). Asi, segin el primer mode
lo ¢l ndmero de moléculas de lipidos requeridas para formar el
estado activado seria igual a 1, y segiun el segundo modelo la -
actividad seria proporcional al contenido de lipido de la solu-
c¢ién enzima-lipido (n=1 en ambos casos). Si bien el primer mode
lo conduce a una curva de Arrhenius de la forma correcta, es di
ficil ver por que la enzima actuaria por ese mecanismo, y el se
gundo modelo scria mas probable (253). Segin esta teoria, la Ea
de la etapa limitante de una reaccidén enzimitica no puede dedu-
cirse de la curva de Arrhenius, a menos que la composicién de -
todas las fases scan independientes de la temperatura. Ademas,
esta teoria predice que el cambio de fase que causa el cambio -
aparente en Ea pucde no ocurrir en la fase que conticne a la en
zima, ya que la solucidén enzima-lipido sera afectada por un cam

bio en la fase lipidica pura.



Si bien csta teoria permite explicar ¢l comportamien-
to de algunas cnzimas como el de la ATPasa de rcticulo sarco-
pliasmico (255, 250), muchos otros comportamientos no pucden ser
explicados por esta teoria. Algunas cnzimas presentan curvas de
Arrhenius quebradas con una Ea aparente mayor por encima de la
quebradura que por debajo (268). Ademas, los cambios abruptos -
de pendiente sigucen siendo dificil de entender, ya que rcequeri-
rian un cambio de fase isotérmico a la temperatura critica, lo
cual es dificil de conciliar con el ancho de las (Lransiciones -
de fase de los lipidos.

lla sido reportado que en membrana plasmatica de higa-
do de hamsters (222), varias enzimas presentan una quebradura -
todas a la misma temperatura, que corresponde a la Tt qP la mem
brana. Sin cmbargo, en otros casos varias enzimas presentaron -
quebraduras a temperaturas significativamente diferentes, a pe-
sar de formar parte de la misma membrana (257, 258). Este com-
portamiento ha sido atribuido en varios casos a que la transi-
cién de fase responsable de las quebraduras en las curvas de -
Arrhenius, ocurriria en el anulus lipidico que rodea a la enzi-
ma. Ciertas enzimas podrian exhibir una respuesta apropiada a -
los cambios en el estado fisico de su anulus que podrian enmas-
carar.aquellos que ocurren en el resto de los lipidos de 1la mem
brana (237, 259). La influencia del anulus lipidico sobre el -
funcionamiento de las proteinas fue observado también en algu-
Nnos sistemas reconstituidos (239). La Ca++ ATPasa de reticulo -
sarcoplasmico, cuando es insertada en una bicapa de DPPC, exhi-
be dos quebraduras, una a 29 y la otra a 39°C, las que fueron -
atribuidas a la transicién de los lipidos del anulus y a la del
resto de la bicapa respcectivamente (250). Esto indicaria que al
menos osta proteina es capaz de '"sentir" tanto los cambios en -
¢l estado tisico de los lipidos del anulus como de los de los -
lipidos rucra del anulus.

Para ¢l transporte de azicares en membranas de E.coli
los primeros estudios habian revelado una forma bifasica para -

las curvas de Arrhenius (886, 260;.



El ndmero de puntos cxperimentales mas bien limitado condujo a
una extrapolacién que sugeria un cambio abrupto c¢n la pendicn-
te a una temperatura critica. En trabajos mas rccicntes (199,
230), se mosiLrd que hay un cambio mas bien gradual y continuo
de una pendiente a otra. Sin embargo, aun el cambio de pendien
te gradual ocurridé en un rango de temperatura mas bicn angos-
to, y dificil d¢ corrclacionar con el ancho significativamente
mayor (AT) de la transicién de fase de los lipidos. En la mayo
ria de cstos trabajos, la actividad no habia sido medida con -
suficiente exactitud bien por debajo del limite inferior de la
transicién dc fase de los lipidos (Ti). Cuando se determiné -
exactamente la dcpendencia de la temperatura para la velocidad
del transporte dc azucares bien por encima y por debajo de los
limites Ts y Ti de la transicién de la fase lipidica, se encon
tré que la curva es en realidad trifdsica (148). Ademids del -
cambio de pendiente observado en los trabajos anteriores, (con
una Ea aparente mayor a menor temperatura), aqui se observd -
un scgundo cambio de pendiente a menores temperaturas, pero -
ahora con una disminucién en la pendiente al bajar la tcmpcra-
tura.

Este comportamiento del transporte de azucarcs en E.
coli fue interpretado en términos de la particidén de las pro-

®

teinas entre dominios de lipidos fluidos y dominios ordenados,
dando origen a un interesante modelo para explicar los cambios
de pendicente en las curvas de Arrhenius de enzimas de membrana
durante el transcurso de la transicién orden-desorden de la fa
sc¢ lipidica (148). Dentro del rango de la transicién, cntre Ts
y Ti, la membrana csta compuesta de dominios ordenados y domi-
nios fluidos. El curso de la transicién puede ser cuantificado

por un paramctro p, de manera que:
Ffl

P = 1
Ffl1l + For

donde Ffl y For son las dreas de los dominios lipidicos flui-

dos y ordenados respectivamente, que coexisten entre Ti y Ts.



P cambiari de f=1 a T>Ts, a =0 a T> Ti. La coexistencia de -
ambos dominios no implica una situacién estatica, pero puede
considerarse como que hay limites de fase atravesando la matriz
lipidica. A un tiempo dado, una molécula de proteina se encon-
traria ya sea en un dominio ordenado o en uno fluido, y el to-
tal de las moléculas de un determinado tipo de proteina cstara
distribuido entre ambos dominios. Esta particién pucde ser cuan

tificada por un coeficiente de particién K, de manera que:

Pfl _ K Ffl 2
Por For

donde Pfl y Por son el nimero de moléculas de un determinado -
tipé de proteinas que se encuentra en los dominios fluidos y or
;
denados respectivamente. Un valor de K> 1 implica una particidn
preferencial de la proteina en los dominios fluidos, y K< 1 sig
nifica una particidén preferencial en los dominios ordenados.
La ecuacidén de Arrhenius puede entonces ser cscrita -

como :

V=rpY C-Ea/kT 3

donde P es la concentracién de enzima, el factor prcexponen-
cial Y ticne las dimensiones de frecuencia y multiplicado por
la funcién exponcncial da la constante de velocidad k de la cta
pa limitante. Si se asignan energias de activacién Ef1l y Eor a
las partes lincales de las curvas de Arrhenius por encima y por
debajo respectivamente de la transicibén de fase de los lipidos,

la pendiente pronunciada de la parte intermedia de las curvas

scrd interpretada como un cambio en la constante de velocidad k

y/o en la concentracién efectiva de la enzima P, mas bien que

como un cambio en la Ea. La enzima podria funcionar con una o
dos constantes de velocidad kfl y kor, dependiendo de si se en-
cucntra en un dominio fluido u ordenado respectivamente. Asi,
la velocidad de la rcaccién puede ser expresada como la suma de
dos contribuciones:

0-Efl/;:T -Eor/2T

V= Pf1l 9fl + Por‘vor e



La combinacién de las ecuaciones anteriores conducc a una exprc
sién de la velocidad de reaccién en funcién del curso de la
transicidén de fase f:

Ef1-Eor) /2T
v ve1'! Kp+ (1-p) Vor el )/
1+ p(k-1) Vel

donde'Vfl'= Ptot kfl, es la velocidad de reaccidén cuando todas
las moléculas dc enzima, Ptot = Pfl + Por, funcionan en domi-
nios lipidicos fluidos (hipotético para T>Ts). Si la enzima no
funciona cuando esta en dominios ordenados, ocurriri un cambio
en la concentracién efecctiva P de la enzima. En este caso kor =
0 (esto es.00r=0). La actividad remanente a T<Ti podria scr de-
bida a un ndmero residual de moléculas de enzima Pr, quc conti-
nia funcionando debajo de la transicidén de fase. Si esta frac-
cién funciona con la misma constante de velocidad kfl quc por -
cencima de la transicién de fase, la combinacidén de las ccuacio-

nes anteriores conduce a:
!
V. Vel Kp+ (1-p) —E— 6
1+ p(K-1) Ptot

donde ahora Ptot = Pfl1 + Por + Pr.

Ambas ecuaciones 5 y 6 conducen a una forma triféasica
correcta de la curva de Arrhenius. La ecuacidén 5 explica el com
portamiento en funcién de un cambio en la constantec de veloci-
dad k, al pasar la enzima de un dominio fluido a uno ordenado.
La ccuacidén 6 en cambio explica el comportamiento en términos -
de un cambio en la concentracién efectiva P al ocurrir la tran-
sicién de fase. Efl, Eor, y.OOP/.Ofl o Pr/Ptot pueden calcular-
se de las partes lincales de la curva de Arrhenius por encima y
por dcbajo de la transicidn, yf’puede ser calculado de curvas -
de fluorescencia. El coeficiente de particién K es variado para
obtener una dptima concordancia con los valores experimentales.
Solo c¢n el caso en quec uno solo de los dos pardmetros k o P cam

bic durante el transcurso de la transicidn, podrd calcularse K,
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pcro en general no podrad distinguirse entre un cambio cen la cons
tante de velocidad k o cn la concentracidén efectiva de la enzima
P. Si ambos parametros cambian en el transcurso de la transiciédn
de fase, K no podra scr calculada de estos datos cxperimentales.

Una consccucncia de esta teoria es que scgun el valor
de K, los cambios en pendicente de las curvas de Arrhenius pucden
ser observados a mayor o menor temperatura que los limites de la
transicién de fasc lipidica. Solo para K=1, ambos cambios de pen
dientc serain observados a las temperaturas Ts y Ti, pero para -
K>1 y para K<1l, la zona intermedia de pendiente pronunciada de
la curva de Arrhcenius sc observaria desplazada hacia zonas de -
temperaturas menores o mayores, respectivamente, del rango de -
tempcratura de la transicién de fase. Los valores de K son gene-
ralmente mayores que 1, lo cual estd de acuerdo con los datos de
microscopia clectrénica de fracturas por congelamiento, que indi
can una tendencia de las proteinas a ser excluidas de los domi-
nios ordenados (200, 2061).

fuchas otras rcacciones cnzimiticas han mostrado cur-
vas de Arrhenius trifasicas (208, 251). Ademds Thilo y col. (148)
han propucsto que muchas curvas de Arrhenius de reacciones enzi-
maticas observadas como bifdsicas serian en realidad trifisicas,
pero uno de los cambios de pendiente podria permanecer sin dec
tectarse por ocurrir fuera del rango de temperatura en que se mi
de la recaccién. Esto podria explicar algunas curvas de Arrhenius
en las que sc¢ cncuentra una disminucién en la pendiente a menor
temperatura (218, 222). En el caso del transporte de azicares en
membranas de E.coli, Efl fue aproximadamente igual a Eor, lo -
cual conduce a una curva de similar pendiente por cncima y por -
debajo de la transicidén con una pendiente mas pronunciada cn la
zona de¢ la transicién (148). Sin embargo han sido obscrvadas en
algunos casos curvas de Arrhenius trifdsicas con ambos cambios
de pendiente en la misma direccidén, con un incremento c¢n la Ea

aparente al disminuir la temperatura (222, 220).



Si bicn en muchos casos, los cambios de pendiente en
curvas de Arrhenius de enzimas de membrana, han sido intcrpreta
dos como una consccucicia de una transicién de fasc cristalino-
liquido cristalino; Gltimamente se ha dado mucho énfasis a los
fendémenos de scparacidén de fase, los cuales son mas factibles -
de ocurrir a temperaturas fisioldgicas (262, 263). La citocromo
C oxidasa presenta una quebradura a 16-18°C, la cual se correla
ciona con cambios en la movilidad de marcadores de ESX, pero no
con la transicién de fasc observada por calorimetria (204). Se
ha sugerido quc los cambios en las propiedades cinéticas de es-
ta enzima y en la movilidad de los marcadores podrian estar re-
lacionados con una interaccién lipido-proteina impulsada por un
cambio inducido térmicamente en el estado fisico de los lipidos

)

que no involucra a una transicién cristalino-liquido cristali-

no (2064). En varias ecnzimas mitocondriales y microsomalcs se -

han obscrvado qucbraduras en sus curvas de Arrhenius (219, 265,
200), que en algunos casos se han correlacionado con cambios en
paramctros de movilidad o fluidez de la fase lipidica, pero no

fueron acompafiados por una transicién detectable por calorime-

tria. Sc ha sugerido (218, 235) que alteraciones como estas no

serian producidas por verdaderas transiciones de fasc orden-de

sorden de los lipidos, sino mas bien por la formacién de agru-

pamicntos de lipidos "quasicristalinos" en la bicapa de la mem-
brana. Estos agrupamientos se formarian por moléculas de lipi-

dos adyacentes ain c¢n ¢l cstado liquido-cristalino, en un orde-
namicnto de corta vida y mas densamente compactados, dentro de

un medio ambicnte de lipidos en el estado liquido cristalino y

libremente dispcersos.

También se ha intentado establecer una correlacién en
tre la La de algunas rcacciones cenzimdticas con el grado de
fluidesz de los lipidos de la membrana. Los lipidos de membranas
de poikilotermos presentan un mayor porcentaje de acidos grasos
insaturados que los de¢ homcotermos (267). La La para la succi-
nato oxidasa de mitocondrias de pez y sapo, es mucho menor quc

la observada para la misma enzima en membranas de homcotermos -



(231). Por mecdio de la administracién de dietas ricas c¢n acidos
grasos insaturados, lic Murchie y Raison (220) allcraron la com-
posicion de la membrana mitocondrial de ratas y ovejas y repor-
taron quc un aumento cn fluidez se corresponde con un incremen-
to de la Ea de la succinato oxidasa por encima de la quebradu-
ra. Sin cmbargo, para csta enzima se encuentra una Ea aparente
menor por debajo de la quebradura, lo que indicaria que un au-
mento en el grado de orden aumentaria la Ea. Algo similar fue -
encontrado en mitocondrias de levaduras (268). Esta aparente -
contradiccidén fue interpretada como que la fluidez de los lipi-
dos seria capaz de afectar a la estructura terciaria de la en-
zima, y la Ea scria una indicacién de la conformacién del cen-
tro activo (220). El1 incremento en Ea aparente al bajar la tem-
peratura por debajo de la temperatura critica fue atribuido a -
quc la enzima sc separaria lateralmente con las especies de 1i-
pidos mas fluidos. Al ir disminuyendo la temperatura, los lipi-
dos de mayor punto de fusidén se separarian lateralmentc forman-
do dominios sélidos, y los dominios desordenados rcmanentes llec
garian a ser cada vez mas fluidos debido al enriqueccimiento con
lipidos de bajo punto de fusién, lo cual seria responsable del
aumento de la Ea por debajo de la temperatura critica, ya que -
las proteinas sc particionarian prcferiblemente en los dominios
fluidos.

En algunos casos como en la membrana plasmitica de hi
gado de hamster (222) sc ha mostrado que una misma membrana prc
senta dos alteraciones termotrépicas diferentes cn la cstructu-
ra de los lipidos, las cuales fueron atribuidas a dos separacio
nes de fase laterales ocurriendo independientemente en ambas ca
pas dec la bicapa lipidica. Esto no seria sorprendente debido a
la distribucién asimétrica de los lipidos sobre ambas capas dc
la membrana. Las ecto y las endoenzimas respondieron a la tran-
sicién de la capa externa o la interna respectivamcnte con una
quebradura cen sus curvas de Arrhenius a la tempcratura corres-

pondiente. Micentras que enzimas que se conoce que atraviesan -
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completamente la membrana presentaron dos quebraduras, y asi pa
rccicron responder a las separaciones de fase dc ambas capas.

Muchas membranas bioldgicas presentan transiciones o
scparaciones de fase cn la matriz lipidica en el rango de
temperatura de 5 a 40°C, las cuales han sido detecctadas por di-
versos métodos fisicos (219, 218, 236, 235). En algunos casos -
como en E.coli, la Tt de su membrana externa incrementdé al au-
mentar la temperatura de crecimiento, y el rango de temperatura
en cl cual la célula pucde mantener a los lipidos de ecsta mem-
brana en una fase mixta, se correlaciondé con el rango de tempe-
ratura sobre ¢l cual pucde ocurrir el crecimicnto (2069).

Sin embargo, la mayoria de las membranas bio%égicas -
se cncuentran por encima de la Tt a temperaturas fisioldgicas.
Ademas, los cambios de fase inducidos por cambios c¢n temperatu-
ra solo podrian tener importancia cn la regulacidén dc activida-
des enzimaticas en animales poikilotermos, pero no en homeoter-
mos. Pero, por otro lado, fendémenos de separacidén de fase bien
podrian ocurrir a temperaturas por cncima de la transicidn cris
talino-liquido cristalino. Las membranas bioldgicas parccen con
tener varias fases a temperaturas fisiolégicas (90, 2060), ya -
sca de lipidos puros de diferentes tipos, los cuales pueden no
ser completamente miscibles aun en el estado liquido cristalino
(90), o de soluciones proteina-lipido. Cambios cn ¢l pil (42,270
271) o en la concenlracién de iones metdlicos como ca'’ (42,271

- Ht - . . .

272) o g (270), o cn la concentracidén de proteinas (273),
pucden afectar la composicién y el estado fisico dec cstas fascs
Ha sido propucsto que por estos mecanismos la célula podria a-
fectar la composicién de ciertas fases de la membrana y asi 1la
actividad de sus enzimas y proteinas de transportec (253). Estas
cnzimas no necesariamente serian todas afectadas en la misma cx
tensién o en el mismo sentido, lo que provee un meccanismo sim-
ple para un sistcema de control complejo de la actividad celularn

Ademds, cicrtas enzimas pueden ser sensibles a cam-

bios menorces de la fluidez del entorno lipidico sin que ocurran
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cambios abruptos como en una transicidén orden-dcsorden, como se
ha obscervado para la hidrélisis de ganglidsidos (274), la Ca++
AlPasa (275)(276), la adenil ciclasa (277) y su acoplamicnto -
con rcccptores /3-adrenérgicos (278). También sc mostrd que cam-
bios c¢n la fluidez y composicién lipidica de la membrana puede
tener influencia sobre la cooperatividad de enzimas alostéricas
de membrana (279, 280). Cambios en la fluidez de la mcmbrana -
puecden scr producidos isotérmicamente por ciertos ancstésicos
(247, 274), hormonas (281, 282) y distintas drogas (283, 284),
ademas del pll, fucrza idénica o concentracién de cationes diva-
lentes (285), los cuales pueden ejercer influcncia sobre la ac-
tividad de sus cenzimas.

La [luidez y ¢l estado fisico de la membrana parece -
tencr importancia en procesos como ¢l ensamblaje de las protei-
nas dc¢ membrana (280) y la actividad fagocitica dec macréfagos -
(287); y también parece modificar la captacién de hexosas y la
accién de la insulina sobre los adipocitos de ratas (288). Va-
riaciones c¢n la fluidez de membranas han sido observadas en fun
cién de la cdad (289, 290) y por la transformacién celular indu
cida por infeccidén viral (291). Fluctuaciones ciclicas en la -
fluidez de membranas intracitoplasmaticas han sido observadas -
durante ¢l ciclo de divisidén celular (292), y variaciones de -
fluidez transitorias sc detectaron durante la excitacién de ner
vios (293), y en la activacién de las plaquetas sanguincas por
trombina (294). Aunque c¢s posible que estos cambios de fluidez
no cumplan rcalmente un rol primario y sean consccuencia de o-

tros cventos.

I.11.- ESIUCTURA Y FU..CION DE LA MEMBRAKA DEL RETICULO EIDG-
PLASMICO.

En ¢l reticulo endoplasmico se hallan una gran varie-
dad de enzimas con funciones muy relevantes en la biosintesis y
conversidén de varios metabolitos, ya sea para la propia c¢cono-

mia cclular o para ser scgregados fuecra de la célula. los micro



somas son activos mectabolizadores de drogas, jucgan un papel -
muy importantc cn la biosintesis de dcidos grasos insaturados y
lipidos, de prostaglandinas y glicoproteinas, y también en la -
biotransformacién de esteroides enddégenos y otras moléculas
(295).

La microscopia clectrénica del hepatocito de rata re-
vela que el reticulo endoplidsmico se presenta en el citoplasma
como una extensa red de tiubulos, vesiculas y laminillas (2960,
297). lLa superficie citoplasmitica del 60% del reticulo endo-
plismico lleva normalmentc ribosomas unidos. Estas recgiones, dc
nominadas reticulo endopldsmico rugoso, generalmente se cncucn-
tran como amplios sacos o cisternas aplanadas dispucstqs en for
maciones paralclas. E1 reticulo endoplasmico liso, ¢l cual es a
menudo cncontrado en la regién del aparato de Golgi, consiste -
de tubulos y vesiculas ampliamente dispersas, y a vcces asocia-
das con depésitos de glucégeno (296, 297). Las membranas del rc
ticulo endoplasmico ticncen un espesor de 50-80 X (298). E1 lu-
men del reticulo endoplasmico rugoso es de unos 200-300 Z de -
didmetro y c¢l lumen del reticulo endoplasmico liso es de unos -
300-600 R de diametro. Estas caracteristicas pueden variar de -
regién a regién del 1lébulo hepdtico (296). En promedio, el vo-
limen del reticulo endopliasmico es de 7506 um3 por hepatocito,

o sca ¢l 157 del voldmen celular total (297). La superficic a-
barcada por ¢l reticulo endoplasmico es de unos 63.000 umz,esLo
cs unas 37,5 veces la superficie de la membrana plasmatica y -
8,5 veces la de la membrana mitocondrial externa (297).

El reticulo endoplasmico de 1gramo de higado (peso i
medo) contiene entre 40-50 mg de proteina y alrrcededor de 15 mg
de fosfolipidos (299). Sc estima que el reticulo endopldasmico -
conticuce el 197 de las proteinas, el 487 de¢ los fosfolipidos y
¢l 587 del Al del hepatocito de rata (298), lo que muestra la
importancia cuantitativa de esta organela. Los estudios de com-
posicion dec microsomas aislados muestran que c¢l rcticulo cendo-

plismico conticene un 70% de proteinas y un 30% de lipidos (el



557 los cualcs son fosfolipidos) por peso (300). Usando un -
peso molecular promedio de 800 para los fosfolipidos y de
50.000 para las proteinas, puedec calcularse que hay unas 23 mo-
1éculas de fosfolipidos por molécula de proteina. Los fosfolipi
dos microsomales consisten de aproximadamente c¢l 557 de PC, 20-
257 de PE, 5-10% de PS, 5-10% de PI y 4-7% de esfingomielina -
(300-301). Los 4cidos grasos de estos fosfolipidos son princi-
palmente las cspecies 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 20:4 y 22:6
(302) las cantidades relativas de estas especics son dependicen-
tes de la dicta (303). Los microsomas también contiencn coleste
rol (0,0 mg/gr de higado), triglicéridos (0,5 mg/gr de higado)
y pequeilas cantidades de esteres de colesterol, acidos grasos -
libres (300), y de vitamina K (304). La casi totalidad dc¢ los -
triglicéridos cuncontrados en microsomas, sin embargo, no forma-
ria parte de la membrana sino que se hallaria incluido ena in-
terior de las vesiculas microsomales, formando partc de lipopro
teinas nacientes que son cnglobadas durante el proceso de ruptu
ra de la célula (305). Estas lipoprotcinas nacientes pucden ser
ecliminadas sometiendo a los microsomas a un shock osmético.

Al contrario de otras organclas como mitocoidrias vy
lisosomas, el rcticulo endopliasmico se rompe al homogeneizar el
tejido, y sus fragmentos quedan en la forma de vesiculas sella-
das, que se denominan microsomas (306). Las vesiculas pueden te
ner o no ribosomas unidos a su superficie externa, segin proven
gan decl recticulo cndoplasmico rugoso o del liso. La superficie
cxterna de la membrana microsomal corresponde a la superficic -
citoplasmidtica del reticulo endopldsmico, mientras que la super
ficic interna corresponde a la superficie luminal. La tdnica -
gran diferencia entre los microsomas rugosos y los lisos parece
ser la presencia o la ausencia, respectivamente, de ribosomas -
unidos (307). Ambos tipos de microsomas parecen contcner los -
mismos tipos de proteinas (308). Los fosfolipidos (300) y los -

dcidos grasos de los fosfolipidos (302) también prescntan una -
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composicién similar en ambos tipos de microsomas. lla sido repor
tado, sin embargo, que los microsomas lisos conticnen cl doble
de colesterol (300) y alrrededor de 1,4 veces mas vitamina K -
(304) que los microsomas rugosos.

Vinguna actividad enzimidtica asociada con la membrana
del reliculo endoplasmico parece localizarse exclusivamente en
uno u otro tipo de microsomas (307). Se han reportado sin embar
go varias diferencias cuantitativas, pero gencralmente cstas -
son relativamente pequeciias. Ademas, el nivel y la distribucidn
dec la actividad de enzimas en microsomas lisos y rugosos puede
ser afcctada drasticamente por el estado fisiolégico del animal
Estas difcrencias parccen ser debidas a que las enzimag son sin
tetizadas en ¢l reticulo endoplasmico rugoso y lucgo llegan al
rciiculo endoplismico liso por difusién lateral, o bicn por la
desunién de los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso para
dar reticulo liso lucgo de la sintesis proteica (307).

Una distribucidén heterogénea en ¢l plano lateral del
reticulo endoplismico ha sido mostrada para varias cnzimas del
relticulo endoplismico por medio del subfraccionamiento de los -
microsomas por sus difcrencias en tamafio y/o densidad. Estos -
estudios han sido rcalizados en microsomas totales (309), en -
microsomas rugosos (310), y en microsomas lisos (311); y una -
distribucién hceterogénea ha sido encontrada para citocromo P450,
citocromo P450 rcductasa, citocromo b5, citocromo b5 rcductasa,
glucosa-6-fosfatasa, nuclcésido difosfatasa, UDP-glucuronil
transferasa, y estcarasa. Esta heterogeneidad probablemente es-
te presente en la red del reticulo endopliasmico de un hepatoci-
to individual, pero no puede excluirse la posibilidad de que -
sca debida a diferencias entre el reticulo endopldsmico de dife
rentes hepatocitos.

También sc¢ ha mostrado que al igual que en la mayoria
de las membranas, las proteinas del reticulo endoplasmico se -
distribuyen asimétricamente en ambas superficies de la membrana

(194, 307). Esto ha sido deducido de diferentes expericncias co
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mo tratamiento con proteasas (312), por el uso de anticucrpos -
(313), por la accesibilidad del sustrato (314), y por la locali
zacidén del producto de la reaccién (315, 316). Asi, ha podido -
demostrarse que el cilocromo b5 (312, 313), la citocromo b5 rc-
ductasa (312), citocromo P450 reductasa (312, 315), por cjemplg
se encuentran ubicadas ¢n la superficie citoplasmatica; mien-
tras que por ejemplo la glucosa-6-fosfatasa (316), y nucleédsido
difosfatasas (314) se¢ encuentran sobre la superficic luminal.
Con respecto a la asimetria de la distribucidn trans-
versal de los fosfolipidos, los reportes son contradictorios.
Por un lado iilsson y Dallner (317, 318) encontraron quc cl tra
tamicnto de microsomas intactos con fosfolipasa A2 en Qresencia
albumina, hidrolizé toda la PE y PS, pero solo la mitad de 1la
PC. Ellos concluycron quc los aminofosfolipidos se localizarian
principalmente sobre la superficie externa y que la PC sc dis-
tribuiria parejamentc entre ambas superficies. Sin embargo, se
ha demostrado quc la fosfolipasa A2 no puede ser utilizada para
el estudio de la distribucién de los fosfolipidos en los micro-
somas por originar lisodcrivados que alteran la estructura de -
la membrana. Otros grupos (319, 320) reportaron una distribu-
cidén que contradice a estas conclusiones. Al contrario de lo -
que ocurre cn bicapas lipidicas puras y en algunas membranas -
biolégicas (87, 189, 190), el movimiento transversal (flip-
flop) dec los fosfolipidos es bastante alto en el reticulo cndo-
plasmico (191, 192), y se ha sugerido que ecsta podria scr la -
causa de tales contradicciones (194). Se ha sugerido que 1la asi
metria transversal de los fosfolipidos en la membrana microso-
mal no sc¢ deberia a la preferencia de las distintas proteinas,
localizadas sobrec uno u otro lado de la membrana, por determina
das espccies de lipidos; sino que deberia ser interprctado como
un cstado estacionario resultante de dos movimicntos: la elimi-
nacién de una cspecic de lipidos de un lado de la bicapa y su -
rcemplazo del otro lado (28). Ha sido mostrado quc los sistemas

cnzimdticos encargados de la sintesis de fosfolipidos sc hallan



localizados en la superficie citoplasmatica de la membrana del
reticulo endoplasmico (194). La metilacibédn de la PE, por ejem-
plo, podria crcar gradicntes opuestos de PE yPC cntrce ambas ca-
pas de la membrana lo que causaria cl flujo de lipidos transmem
brana (23).

La organizacién lateral de los lipidos en la membrana
del reticulo cndoplidsmico parece ser no homogénea y exhibir la
dindmica de un sistema multifdsico. La mayor parte de los lipi-
dos sc¢ hallaria en una c¢structura de bicapa con un alto grado -
de fluidcz, como sc determiné en experiencias con marcadorces de
S, en las que @ calculd un pardmetro de orden que fuc relati
vamente bajo al compararlo con otras membranas bioldgigas (117,

21, 322). Sin embargo sc ha sugerido que otros lipidos podrian

(98]
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existir en dominios de menor fluidez, los cuales sufririan un -
cambio de¢ estado a alrrededor de 35°C (117). Estas areas de 1li-
pidos inmovilizados no se observan en dispersiones de los lipi-
dos extraidos de los microsomas, por lo que parecen ser induci-
das por las protcinas microsomales (322), especialmente por cl
sistema del cilocromo P450 (321). De Kruijff y col. (323) obser
varon por 31P—NMA, que una porcién considerable de los fosfoli-
pidos podrian formar configuraciones transitorias distintas de
la bicapa. Estos fosfolipidos sufren un movimiento isotrépico y
sc intcercambian rdpidamente con los fosfolipidos en forma de bi
capa. Estas configuraciones isotrépicas se formarian por la prc
scucia de las proteinas microsomales, ya que cl cspectro de los
lipidos libres de proteinas es el caracteristico de bicapas 1i
quido-cristalinas. Por otro lado, Stier y col. (27), mostraron
que parte de los lipidos estarian en una configuracién de mice-
las invertidas, las cuales estarian formadas predomindntemente
por PE y sufriendo un rapido intercambio con los lipidos en la
estructura de bicapa (28). Las proporciones de una y otra fasc
scrian afcctadas por la presencia de cationes divalentes, ya -

. e q . =+,
que se observé que la fase lamelar es estabilizada por g (28).



Cstas c¢structuras no lamelares favorecidas por cicrtas protei-
nas microsomales como c¢l citocromo P450, podrian ser rcsponsa-
bles del rdpido movimiento transmembrana de los fosfolipidos en
la membrana microsomal en relacidén a otras membr:.ias bioldgicas
(28, 194).

Algunas corrclaciones funcionales de las transiciones
de fasc de los lipidos sc han demostrado en membranas de reticu
lo cndoplasmico de células cultivadas (324). Se mostrdé por ESR
que estas mcmbranas presentan cuatro temperaturas caracteristi-
cas de transicién de fase de los lipidos, y ademas dos procesos
de transporte quc serian catalizados por componentes que atrave
sarian completamente la membrana son afectados a c¢sas cuatro -
temperaturas. Sc sugirié de evidencias fisicas y fisioldgicas -
que cstas cuatro temperaturas caracteristicas serian atribui-
bles a dos scparaciones de fase independientes cn las dos mita-
des de la bicapa. En microsomas de corteza adrcnal también se -
enconlraron por polarizacién de fluorescencia cuatro tempcratu-
ras criticas atribuibles a transiciones de fase de los lipidos,
Yy sc encontraron a e¢sas cuatro temperaturas discontinuidades c¢n
el graifico de Van't loff para la hidroxilacidén de un csteroide
(325). La curva de Arrhenius para esta reaccién, por cl contra-
rio mostrd una Gnica quebradura a 24°C. En membrana de reticulo
endopldsmico de Tetrahymena pyriformis (235) se encontrdé una -
quebradura en la curva de Arrhenius de la glucosa-0-fosfatasa a
aproximadamente 17°C, y también en la intensidad de fluorescen-
cia de S-anilino-1-naftalenosulfonato, en la particién decl mar-
cador de ES.l 4-doxil decano, y en la separacion de las lineas -
hipertinas externas del espectro de ESR del dcido 5-doxil ested
rico cn c¢sa membrana. Por microscopia de congclacidén-grabado sc
observd el surgimiento de areas suaves libres de particulas pre
sumiblemente proteicas por debajo de 17°C. La 1I-XMX de los 1i-
pidos extraidos de esa membrana también indicdé una abrupta dis-
minucidén c¢n la movilidad de las cadenas hidrocarbonadas por de-

bajo de 17°C, pero sin embargo no fue debido a una transicidén -



de fase cristalino-liquido cristalino. La ausencia de una tran-
sicién de fase también fue observada por calorimetria, y las al
teraciones termotrépicas observadas fueron atribuidas a la for-
macién de agrupamientos de lipidos "rigidos" pero aiun en ¢l es-
tado liquido cristalino que excluyen a las protcinas.

Ita sido reportado que la membrana microsomal de higa-
do de rata no muestra ninguna transicién o separacién dc fase -
asignable a los lipidos por calorimetria, entre 0 y §50°C (232).
E:. presencia de glicerol 50%, los microsomas hepaticos de rata
mostraron una transicién de fase de los lipidos por debajo
de 0°C (326). Sin cmbargo, utilizando un calorimctro muy scnsi-
tivo, sc sugirid quce cstos microsomas presentarian también una
scgunda transicidén cn la regidén de 18-40°C, de mucho menor cam-
bio entalpico que la primera transicién por debajo de 0°C(L134).
Esta transicién sc desplazdé a 10-20°C cuando se¢ midié cu los 1i
pidos cxtraidos libres de proteinas. Por microscopia de congela
cion-grabado (327) sc observé a bajas temperaturas un agrupa-
micnto de particulas cn csta membrana.

Si bicn varias enzimas de esta membrana presentan cur
vas de Arrhcenius lineales centre 0-40°C, se ha reportado la prc-
sencia de quebraduras en las curvas de Arrhenius a alrrededor -
de 20°C para rcacciones de oxidacidén y dealkilacién de varios -
sustratos liposolubles, catalizadas por el sistema del citocro-
mo P450 (117, 206, 328, 329). También se rcportd en microsomas
de higado de¢ rata una quebradura para la reduccidén del citocro-
mo I’450 por LADPIl (330), sin embargo, esta reaccién presenta -
una cinética bif'dsica con una fase lenta y otra rapida, y se -
mostrd que solo la fase lenta presenta una quebradura en la cur
va de Arrhenius. Utilizando marcadores de ESR como sustratos se
obscrvd que solamente ocurridé una quebradura en la curva de
Arrhcenius de la rcaccidén de reduccidén si el sustrato es liposo-
luble (doxil estcarato), pero no cuando el sustrato fue hidroso
luble (TEMPO) (117). Sc ha sugerido (117, 321) que la [ADPH-ci

Ltocromo P450 rcductasa estaria rodeada de un anulus de fosfoli-
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pidos que difiere del resto de los lipidos de la membrana, y su
fre una transicidén de fase a 35°C.

También se han reportado quebraduras cn las curvas de
Arrheaius de la glucosa-6-fosfatasa y de la UDP-glucuronil
transfecrasa en microsomas de higado de rata y cobayo, las cua-
les sc han correspondido con alteraciones termotrépicas en los
lipidos detectadas por ESQ y por marcadores fluorcscentes (218,
331). Estas altcraciones termotrépicas parecen ocurrir cn cl in
terior hidrofébico de la membrana (218), ya que fucron dctecta-
das por cl marcador fluorcscente N-fenil-l-naftilamina (ubicado
en ¢l interior hidrofébico de la membrana), pero no sc detecta-
ron con ¢l marcador 8-anilino-l-naftaleno sulfonato quc sc loca
liza en la rcgidén de la bicapa cercana a los grupos polares.
Con marcadores de ES:! (doxil estearatos) se¢ ha rcportado que o-
currié una transicién a aproximadamente 22°C detectada por 12-
doxil o 13-doxil esteidrico (265, 332-334), mientras quc ¢l 5-
doxil e¢stecarato fuc incapaz de detectar algun cambio estructu-
ral (117). El brusco incremento observado en la fluidez de la -
membrana fue atribuido en algunos casos a una transicién dc fa-
sc cristalino-liquido cristalino (335). Sin embargo, la ausen-
cia de transicién de fasc detectable por calorimetria (232, 326
330) sugicre que podria tratarse de la formacién a esas tempera
turas criticas de agrupamientos de "lipidos rigidos" en cl esta
do liquido-cristalino, scparindose lateralmente de los lipidos
mas fluidos y formando dominios discretos. Una transicién de -
fasc va acompaiiada de un cambio en el numero de sitios de unién
para X-fenil-l-naftilamina, pero sin que cambie significativa-
mente la constante de disociacién Kd, como se mostrd en bicapas
de DPPC (120). En los microsomas de higado de rata, las altera-
ciones termotrdépicas fueron acompafiadas por un incremento en Kd
sin un cambio significativo en el nimero de sitios de unién pa-
ra la -fenil-l-naftilamina (218), lo cual también sugicre que
no se trataria de una verdadera transicién de fasc cristalino-

liquido cristalino.



I.12.- SISTEMA DESATURANTE DE ACIDOS GRASOS.

Tanto los microsomas de células animales como las de
vegetales con capaces de convertir acidos grasos saturados en -
monoetilénicos por una desaturacidén oxidativa que forma un do-
ble enlace entre los carbonos 9 y 10 (A9 desaturasa). Por este
proceso son sintetizados los dcidos oleico y palmitoleico en hi
gado de rata (337) o en levaduras (338). La actividad de la A9
desaturasa es modificada por la dieta (339-341). La especifici-
dad de las desaturasas c¢s tal que ellas reconocen el mumero de
dobles ligaduras, la distancia entre el grupo carboxilo y el do
ble enlace prcexistente, y la longitud de la cadena hidrocarbo-
nada (342, 343). Distintas enzimas forman los dobles enlaces en
tre los carbonos 6 y 7, 5y 6, y 4 y 5; y se denominan AG, A5 y
N4 desaturasas respectivamente (344).

La 06 desaturasa es la primera enzima en la secuencia
de reacciones dc¢ la biosintesis de Acidos grasos poliinsatura-
dos en los microsomas de células animales. Ella convierte los -
A9 enoil-CoA monoinsaturados, palmitoil- y oleil-CoA, a los A§
9 16:2 y 06,9 18:2 acil-CoA respectivamente. Ademis, también -
convicrte los tivésteres de los acidos grasos esenciales lino-
leico yoC-linolénico a Y-linolénico y A6,9,12,15 18:4 respecti-
vamente. El orden de actividad es eGlinolénico>linoleico>oleico
(342). La enzima no actia sobre acidos con un doble enlace
trans (343). La actividad de la 06 desaturasa es sensible al a-
yuno y a la composicién de la dieta (345, 346), y a hormonas co
mo epincefrina (347), glucagbén (348) e insulina (345). Esta enzi
ma seria la encargada de regular la sintesis de dcidos grasos -
poliinsaturados (342)

En la rata, el camino preferencial para la biosinte-
sis del acido araquiddnico y otros acidos polietilénicos tanto
de la scriec linolecica como o<¢-1linolénica, comienza con la A6 de-
saturasa, sigue con una elongacién a acidos de 20 carbonos y -
lucgo una nueva desaturacién por la A5 desaturasa (295, 342).
La A5 desalurasa ¢s una enzima microsomal muy activa (344,349),

y ¢s mas bicn insensible a cambios en la dieta y a efectos hor-
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monales (344, 349).

En animales, la desaturacién del acido ecstearico a o-
leico ha sido extensivamente estudiada. La reaccién requicre -
primero de la sintesis del tioéster estearil-CoA y luego proce-
de la desaturacidén que utiliza 02(338, 350), y un donor de elec

trones que puede ser :ADIl o NADPH, aunque se ha mostrado que el

NADIt funciona mcjor que ¢l NADPH (350). Se mostrd también que
la desaturacién también puede ocurrir con L-ascorbato como da-

dor de electrones (351). La caracterizacidén del sistema de la -

estearil-CoA desaturasa de microsomas de higado, por medio de
métodos espectroscépicos y empleando componentes parcialmente -
purificados (352-354), mostré que la formacién del oleil-CoA in
volucra una sccuencia de transporte de electrones del NALDH a la
flavoproteina citocromo b5 reductasa, de esta al citocromo b3,
y de este a un factor sensible al cianuro, el cual finalmente -
los cede al 0,. Postcriormente se sugirié que este factor sensi
ble al cianuro seria la misma desaturasa (355). Sin embargo se
ha mostrado que la desaturacién de estearil-CoA no es inhibida
por cianuro c¢n higado de conejo, en tiroides de cerdo, y en cor
teza adrenal bovina, al contrario de lo que ocurre en microso-
mas de higado de rata y paloma, y en pulmén de rata o cobayo -
(350). Asi, esto sugiere que puede haber dos mecanismos diferen
tes para lafp9 desaturacién, y el factor sensible al cianuro no
seria la Gnica cnzima involucrada.

Las tres proteinas componentes del sistema de la A9 -
desaturasa han sido aisladas y caracterizadas (7, 8, 357). Tan-
Lo la flavoproteina como el citocromo b5 son proteinas anfipati
cas conteniendo un segmento hidrofilico donse sc encuentra el -
sitio catalitico, y un segmento hidrofébico involucrado en la -
unién con la bicapa lipidica de la membrana microsomal (358), y
también a liposomas (359, 300). La A9 desaturasa, por otro lado
¢s un polipéptido de unos 53.000 daltons, que contienc un 0627 -
de aminodcidos no polares y un atomo de hierro no heminico cata

liticamente activo (357).



En la figura 3 se muestra un esquema hipotético del -
sistema desaturante con su cadena de transporte de electrones.
ia velocidad de las distintas etapas del transporte de clectro-
nes pucden ser evaluadas por medio de la utilizacién de acepto-
res de electroncs exdégenos con potenciales de reduccién adecua-
dos. Utilizando ferricianuro como aceptor exégeno (NADI-ferri-
cianuro reductasa), la flavoproteina cede los electrones al fe-
rricianuro en lugar de cederlos al citocromo b5, y asi puede me
dirse la actividad de esta flavoproteina. Si en cambio se utili
za cilocromo c¢ como aceptor exbégeno de electrones (NADIl-citocro
mo ¢ reductasa), ¢l citocromo c aceptard los electrones del ci-
tocromo b5 reducido, y la etapa limitante de esta reaccidén es -
la reduccién del citocromo b5 por la flavoproteina. ,

En base a experiencias donde se observé la cinética -
del transporte de electrones de la reductasa al citocromo b§,
luego de eliminar selectivamente gran parte de la reductasa con
catepsina D, ha sido propuesto que estas dos proteinas forma-
rian un gran complejo formado por aproximadamente 5 moléculas -
de flavoproteina y 50 moléculas de citocromo b5 (361). Por otro
lado, sin embargo, en base a estudios del binding del citocromo
b5 a microsomas, el grupo de Strittmatter (302) propuso un mode
lo para la interaceidn del citocromo b5 con la reductasa, en el
cual ambas proteinas cstan distribuidas al azar sobre la super-
ficie externa de las vesiculas microsomales, y sufren difusidn
lateral en el plano de la membrana previamente a la interaccidn
catalitica, y esta difusidén traslacional seria el paso limitan-
te de la recaccidén. Estudios subsiguientes del binding de la re-
ductasa y del citocromo a vesiculas lipidicas, y también estu-
dios de¢ 1la cinética de la interaccidén de ambas proteinas tanto
en microsomas como en vesiculas de lecitina de huevo proveyeron
mas datos concordando con esta hipétesis (363-365).

Por otro lado, cl mecanismo de la formacién del doble
enlace adn no esta completamente aclarado. Se ha demostrado u-
sando dcido e¢stedrico deuterado que la reaccidn es estercocespe-

cifica y ¢l doble enlace se forma por la separacién de los ato-
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FIGURA 2: Esquema hipotético del sistema desaturante de dcidos

grasos. Los aceptores de electrones exégenos ferricianuro y ci-
tocromo ¢ reciben los electrones de la flavoproteina y del ci-

tocromo b5 respectivamente.
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mos de hidrégeno de una manera concertada (366). Se ha sugerido
quc la eliminacién de los hidrégenos es la etapa limitante en -
la rcaccién total de desaturacién, sobre la base dc¢ experimen-
tos que muestran discriminacién isotdpica con acido estearico -
deuterado o tritiado en las posic¢iones 9 y 10, tanto en siste-
mas bacterianos, como ¢n algas y en animales (300-368). Estu-
dios de¢ inhibicién con isémeros cis y trans de derivados acil-
CoA 9,10 sustituidos (252), mostraron que los derivados cis son
inhibidores competitivos, mientras que los derivados trans mues
tran inhibicién no competitiva o ninguna inhibicién. Esto sugic
re que el estcaril-CoA al interaccionar con la enzima puede asu
mir una conformacién similar a la de la cadena del acido oleicq
es decir las cadenas que salen de los carbonos 9 y 10 estarian
cn una conformacién eclipsada (gauche).

La desaturacién de los acidos grasos insaturados se -

rcaliza también en presencia de NADII o NADPII y O y la reac-

2)
cién también es inhibida por cianuro (309). Asi, es razonable -
considerar que las otras desaturasas también utilizarian un sis
tema de transporte de clectrones similar al utilizado por la A9

desaturasa.

Se ha propucsto que el sistema microsomal desaturante
de dcidos grasos nccesita de lipidos para su pleno funcionamicn
to (358, 370). La reduccién del citocromo bS5 por la reductasa -
también ha demostrado depender de lipidos y ha sido reportada -
una dependencia de PC (358). Estudios del binding del citocromo
b5 y de la flavoproteina a microsomas y a liposomas de lecitina
(251, 358, 360), y también estudios con la desaturasa (252,357)
indicaron que este requerimiento de lipidos esta, al menos par-
cialmente, rclacionado con la capacidad de las regiones hidro-
carbonadas apolares de la bicapa lipidica para actuar como si-
tios de binding para las recgiones hidrofébicas de las moléculas
proteicas, las cuales se agregan en soluciones acuosas puras -

(7,5).



Cuando se incorporaron en liposomas dc D!IPC, distin-
tas cantidades de citocromo b5 y de citocromo b5 reductasa sc -
encontrdé una brusca disminucidén en la velocidad de transfcren-
cia de electroncs desde la reductasa al citocromo b5 (medida co
mo XNADH-citocromo ¢ reductasa), por debajo de la It de la DMPC
(251). Esta caida en actividad no ocurridé al medir la transfe-
rencia de electrones del NADI a la flavoproteina (KADII-ferricia
nuro reductasa). El1 decrecimiento en la actividad de 1la ADil-ci
tocromo ¢ reductasa fue dependiente de la cantidad de proteina
incorporada en las vesiculas de DMPC. La disminucidén de activi-
dad por debajo de Tt es minima a altas concentraciones de pro-
tcina. Estos resultados fueron interpretados como que la reac-
cidén necesita de la difusién lateral de las proteinas en la bi-
capa lipidica y la caida en actividad seria debida a la brusca
disminucién en la difusién traslacional cuando los lipidos es-
tidn en el estado ordenado. A concentraciones de proteina altas,
la distancia promedio entre la reductasa y el citocromo es me-
nor y por lo tanto el efecto de la transicién de fase también -
es minimo. Estos autores observaron que el efecto es casi imper
ceptible cuando la distancia promedio entre ambas proteinas es

o
de unos 5 A. La interaccién entre citocromo b5 y citocromo b5 -
reductasa solubilizadas de microsomas exhibidé una cinética de -
reduccién bifasica en el rango de 15-25°C en etilen glicol acuo
so como solvente, mientras que en microsomas intactos el proce-
so llegd a ser cada vez mas heterogéneo debajo de 0°C, reflcjan
do hetcrogencidades en la estructura de la membrana observables
como distribuciones en velocidades de reaccidn y encrgias dc
activacién aparentes (371).

El sistema completo de la estearil-CoA desaturasa fue
también reconstituido en liposomas de DMPC, y para la rcaccién
de desaturacién se encontrdé una quebradura en la curva de Arrhe
nius a aproximadamentc la Tt de la DMPC (252). Sin embargo,aqui
ocurrié un cambio brusco en la Ea aparente sin discontinuidad -
en la velocidad de recaccidén, y también se encontrdé una disminu-

cion en ¢l efcecto isotdédpico sobre la velocidad con acidos 9,10
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deutcrados, lo cual indicaria que otra etapa de 1la desaturaciodn
distinta a la eliminacién de los hidrégenos llega a ser limitan
tec de la velocidad por debajo de la Tt. La transicién de fase -
de los lipidos podria imponer una alteracién cstructural o rigi
dcz ya sca cn c¢l sustrato o en la desaturasa quec altera la cta-
pa limitante de la rcaccién. Al respecto, Seclig (372) encontré
que la concentracién de conformaciones "gauche" d¢ las cadenas

hidrocarbonadas disminuye marcadamente por debajo de la Tt de -

las bicapas dc fosfolipidos.

1.13.- DESATURACION Y COMPOSICION LIPIDICA DE LA MEMBTANA.

La deficiencia en A4cidos grasos esenciales provoca -
cambios en la composicién de acidos grasos de los lipidos de la
membrana del reticulo endopldsmico de higado de rata (373). Es-
tos cambios scrian en parte debidos al cambio de composicién de
la dieta y cn parte serian provocados por cambios en la activi-
dad de las enzimas encargadas de la biosintesis de Acidos gra-

SO

]

poliinsaturados (342). Las dietas libres de grasa, deficien
tes en 4dcidos grasos escnciales o pobres en acidos poliinsatura:
dos provocan un incremento en la actividad de la A9 desaturasa
(374) y de 1la A6 desaturasa (349, 373). Este mecanismo pocdria
conducir a mantener la fluidez apropiada de las membranas por -
medio de una sintesis incrementada de Adcidos monoenoicos y de -
policnoicos de la seriec no esencial, cuando la dieta no suminis
tra los Acidos necesarios para la sintesis de aquellos de las -
serics csencialces.

Si bien la A9 desaturasa ha mostrado diferente acti-
vidad cuando sc la incorpora en vesiculas de PC con difecrentes
dcidos grasos (252), se ha propuesto que la activacién de csta
cnzima provocada por la carencia de Acidos grasos escnciales en
la dicta no seria una consccuencia directa de la difere:ite com-
posicién en dcidos grasos de los fosfolipidos de la membrana -
(375). Por otro lado, la inyeccién de estrégenos produjo una -

disminucién cn ¢l grado de insaturacién de los fosfolipidos dc
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microsomas de higado de gallo, lo cual incrementé la microvisco
sidad de la membrana y paralelamente se observé un incremento -
en la actividad de la A9 desaturasa (282). Para la A6 desatura-
sa sc mostrdé que el incremento en actividad provocado por la ca
rencia en acidos grasos esenciales fue acompaiiado por un incre-
mento en el Km aparente (373). Sin embargo estos cambios en las
propiedades cinéticas solo fueron bien evidentes luego de un
largo periodo dc carencia, mientras que el cambio cn composi-
cién de 4dcidos grasos ocurre mas tempranamente. Estos cambios -
en la cinética de la A6 desaturacién ocurrieron simultineamente
con un incremento en el nivel de triglicéridos y una disminu-
cién en el contenido de PC en los microsomas (373).

Numerosos estudios han mostrado que la tcmperatura am
biental estd estrechamente relacionada con la composicién lip{i-
dica de la membrana en muchos organismos diferentes (370). Va-
rios tipos de organismos, desde bacterias a plantas supcriores
y animales poikilotermos, responden a alteraciones en la tcmpc-
ratura decl medio ambiente modificando la composicidn lipidica,
y asi las propicdades fisicas de sus membranas celulares. En -
principio, cstos organismos responden a una disminucién en la -
temperatura ambiental, mediante la acumulacién de un mayor por-
centaje de acidos grasos insaturados en los fosfolipidos de sus
membranas. El1 mayor requerimiento para esta adaptacién parecc -
ser el mantenimiento dc las propiedades fisicas O6ptimas de la -
membrana (377). Sin embargo, el mecanismo regulatorio para estc
proccso aun no c¢s muy claro. En animales poikilotermos supcrio-
res como pccces, se ha mostrado un efecto de la temperatura so-
bre la absorcién sclectiva de Acidos grasos por el intestino -
(378). Sin embargo, también ha podido demostrarsc que la activi
dad de la A6 desaturasa en microsomas de higado del pecz Pimelo-
dus maculatus ¢s mayor en animales adaptados a menorcs tcmpera-
turas, en relacidon a animales adaptados a mayor temperatura

379). E1 incremento en la actividad de la A6 desaturasa sc co

rrclacioné con ¢l incremento en el grado de insaturacién de 1las
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cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos.

En plantas y microorganismos, la adaptacién se deberia
principalmente a controles metabdélicos que cambian la actividad
de las enzimas desaturantes. Sin embargo, diferentes organismos
parecen ejecutar esta adaptacién por mecanismos diferentes. En
levaduras y plantas superiores, el incremento en la desaturacién
de Acidos grasos inducido por bajas temperaturas de adaptacién,
puede ser explicado simplemente por la mayor disponibilidad de -
oxigeno (380). Otro tipo de mecanismo regulatorio, que opera en
ciertos sistemas bacterianos, involucra una sintesis adicional -
de moléculas de desaturasas, inducida por la baja temperatura
(376). En protozoarios como Tetrahymena pyriformis algynos estu-
dios parecieron indicar que la adaptacién de las membranas a la
temperatura scria debida a una induccién de la sintesis de la en
zima desaturantc (381), ya que el aumento en la actividad desatu
rante fue inhibido en presencia de cicloheximida, pero estos re-
sultados han sido refutados (382). Por otro lado, ha sido pro-
pucsto que cn cste organismo, el incremento en la desaturacién -
que ocurre a bajas temperaturas de adaptacién seria el resultado
de una activacién de las moléculas de desaturasas ya existentes,
producido por la disminucién de la fluidez de su entorno lipidi-

co inmediato (333, 384).

1.14.- SISTEMA DE LA GLUCOSA-6-FOSFATASA.

La G-0-fosfatasa tiene un rol esencial en el manteni-
miento de los niveles de glucemia ya que cataliza las reacciones
terminales de la gluconeogénesis y de la glucogenolisis. La G-0-
Pasa fuc considerada como un sistema multifuncional, ya que no -
solo cataliza la hidrbélisis de G-6-P, sino que hidroliza también
pirofosfato inorganico (385), y es también capaz de sintetizar -
G-0-P de glucosa y una serie de donores de fosfato que incluyen
pirofosfato inorginico (385), M-6-P (386), fosfoenolpiruvato --
(337), carbamilfosfato (388) y varios nucledsidos di y trifosfa-

tos (387, 389). E1 significado fisiolégico de estas actividades
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fosfolransferasas no se conoce muy bien aun, aunque ha sido pos
tulado que la actividad sintética podria tener un rol cn la re-
absorcién de glucosa en el higado diabético (390) y como una -
forma compensatoria dc fosforilacién de glucosa en la diabetes
(359). Las actividades fosfotransferasas y las fosfohidrolasas
asociadas son muy pobremente manifestadas, a menos que las pre-
paraciones microsomales sean tratadas con detergentes (389-391)
o cxpuestas a pll alto (392). Luego de estos tratamicntos, la ac
tividad PPi-glucosa fosfotransferasa es incrementada entre 3 y
4 veces, mientras que la G-0-Pasa solo es estimulada en un 30%
(393). Dcl mismo modo, una inhibicidén significante por una va-
ricdad de metabolitos celulares solo ocurre luego de tales tra-
tamicntos preliminares (385, 394). Estos agentes han sido utili
zados en estudios del mecanismo por el cual factores hormonales
(395, 396) y nutricionales (397) alteran "in vivo" los niveles
de G-0-Pasa. La fraccidén de la actividad fosfotransferasa total
que es manifestada es marcadamente influenciada por cambios en
el estado endécrino y nutricional del animal. El grado de laten
cia aumenta con el ayuno (397) y la diabetes (390) y disminuye
en respuesta a la administracidn de glucocorticoides (395).

En estudios mas cuidadosos se ha podido demostrar
(398, 399), que en microsomas "intactos", la actividad fosfo-
transferasa es completamente latente y que la glucosa-6-fosfata
sa es especifica para G-0-P. Los microsomas frescos, no trata-
dos, contendrian dos formas: a) estructuras intactas en las cua
les una selectiva barrera de permeabilidad restringe la especi-
ficidad dnicamente a la G-6-P, y b) estructuras altcradas que -
carecen de una barrera de permeabilidad, en las cuales la enzi-
ma cataliza ambas reacciones hidroliticas y sintéticas utilizan
do un amplio rango de compuestos dadores de fosfato. La exposi-
cién a medios hipotdénicos, a extremos de pll, detergentes o ul-
trasonido incrementa la proporcién de la forma alterada. La hi-
drélisis de Ia G-0-P seria la dnica actividad catalizada por es

te sistema que presenta un bajo nivel de latencia (de aproxima-
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damente un 30{0), y todas las otras actividades presentan niveles
de latencia superiores al 85% (398). E1 Km para la hidrélisis de
G-0-P disminuyc al altecrar los microsomas mientras que el Km pa-
ra los otros sustratos no es afectado. Los compuestos que son -
bucnos sustratos en preparaciones alteradas (M-0-P, PPi, y carba
mil-P) son inhibidores débiles de la hidrélisis de G-0-P en mi-
crosomas no tratados. Al contrario, la G-6-P es un inhibidor i-
gualmente potente de la hidrélisis de la M-6-P ya sea en prepara
ciones alteradas o no tratadas. La alteracidén de la estructura -
de los microsomas también reduce la Ea aparente para la hidréli-
sis de G-6-P, sin alterar el valor de la Ea aparente de la hidré
lisis de la M-0-P (398).

Se ha propuesto que la G-0-Pasa estd localiz;da en la
superficie interna (luminal) de la membrana microsomal como se -
muestra en el esquema de la figura 4. Esto es soportado por evi-
dencias de que el fosfato liberado en la reaccién es encontrado
dentro de la vesicula microsomal (316, 400, 401). Aparentemente,
la parte interna del reticulo endopldsmico también posee las ac-
tividades fosfotransferasas hacia los demas sustratos (402). lloy
es conocido que las G-6-Pasas hepitica y renal de rata son siste
mas multicomponentes. Al menos dos componentes del reticulo endo
plismico participan en ¢l proceso de hidrélisis de la G-6-P(399,
403-407): a) Un transportador especifico para G-6-P, que la --
transporta desde el exterior al interior de la vesicula microso-
mal, o "in vivo" desde el citoplasma al lumen del reticulo endo-
plismico a través de la membrana; y b) Un componente catalitico
relativamente no especifico fosfohidrolasa-fosfotransferasa, uni
do a la superficie luminal del reticulo endoplismico (o a la su-
perficie interna microsomal). Este modelo es soportado por una -
variedad de datos cinéticos (399, 403-405), y mediciones de la -
penctracién de la G-0-P en vesiculas microsomales "intaclas" han
provisto cvidencias definitivas para la existencia de un trans-
portador para G-0-P (400). La localizacién luminal del sitio ca-

talitico ¢s soportada por correlaciones entre la especificidad -
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FIGURA 4: Modelo hipotético del sistema de la glucosa-6-fosfata-
sa. Se indican la localizacion de los componentes traslocadores
de G-6-P (Tl), y de fosfato inorgdnico (T2). También se indica
la posible presencia de un componente para el transporte de 1la

glucosa. De referencia 408,



de sustrato y la permeabilidad selectiva de la membrana microso
mal (398, 399, 403), y por investigaciones dec la topologia
transversal de la membrana usando marcadores enzimiticos y qui-
micos no penetrantes (407, 318). E1 fosfato liberado c¢n la su-
perficie luminal seria traslocado al medio externo por otra -
traslocasa difcrente a la encargada de transportar a la G-6-P -
(408), y que también podria traslocar otros sustratos alternati
vos como PPi y carbamil-P pero a bajas velocidades. En microso-
mas de higado de cobayo, sin embargo, se mostrdé por mcdiciones
cinéticas a tiempos muy cortos, que ocurre una rapida libera-
cidn de glucosa antes de alcanzarse el estado estacionario, y -
en base a csto, la teoria de la proteina traslocadora dc G-06-P
fue criticada (409).

lla sido reportado frecuentemente quec la G-0-Pasa es -
dependiente de fosfolipidos. Aunque en un trabajo sc¢ ha propucs
to que los fosfolipidos restringen la miaxima actividad (410), cn
muchas otras investigaciones se llegdé a la conclusidén de que -
los fosfolipidos activan a la G-6-Pasa (411-413). los datos so-
bre la naturaleza de los lipidos necesarios para la rcactiva-
cién son contradictorios. Se ha comunicado que 1la G-0-Pasa solu
bilizada es rcactivada por PC (412), mientras que lucgo del tra
tamiento de los microsomas con fosfolipasa C, la inhibicién puc
de ser rcvertida mas cficientemente por la adicidén de PE (411),
o por PS mas PC (413). Mas recientemente ha sido propuesto que
la PE y PS serian requcridas para la mixima eficiencia de la -
proteina traslocadora de G-60-P y que la PC seria requerida para
la fosfohidrolasa ubicada en la superficie interna de las vesi-
culas microsomales (414).

En algunos estudios realizados con microsomas de higa
do de cobayo (218, 331) y en reticulo endopldsmico de Tctrahyme
na pyriformis (235), la actividad G-0-Pasa presentd una quebra-
dura e¢n su curva de Arrhenius. Estas quebraduras ocurricron a -
uni Lemperatura en la cual se encontraron alteraciones en dis-

tintos pardmectros de movilidad o fluidez de la fasc lipidica.



Estas altcraciones fueron atribuidas en un principio a una tran
sicién de fase orden-desorden (331), pero posteriormente fueron
interpretadas en términos de una separacién de fase cn ¢l esta-
do liquido-cristalino (235, 218). En microsomas de higado de ra
ta, sin cmbargo, han sido reportadas curvas de Arrhenius comple
tamente lincales entre 10 y 40°C, tanto para microsomas no tra-
tados (actividad de la proteina traslocadora), como para micro-
somas cuya barrcra de permeabilidad fue destruida con detergen-
tes (actividad hidrolitica) (398). Asi, el efecto de la fluidez
y la estructura de la fase lipidica sobre la actividad dc este

sistema aun es poco conocida.

i.15.- _2ESUMEN Y OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO.

2

Es generalmentc aceptado que la membrana del recticulo
endoplismico es e¢n su mayor parte una bicapa lipidica que cons-
tituyc una matriz fluida para las proteinas que se hallan mas o
menos cmpotradas en la misma, de acuerdo con el modelo dec Sin-
ger (169), aunque existen evidencias de que parte de los lipi-
dos podrian adoptar estructuras distintas a la bicapa (27,323).

Para un cicrto nimero de cnzimas de membrana sc ha po
dido demostrar que su actividad cs dependiente de 1la estructura
y de la "fluidez" de la matriz lipidica (51), y en algunos ca-
sos se ha postulado que la "fluidez" de la membrana podria ser
un factor de regulacién de estas enzimas, lo que ha sido denomi
nado como rcgulacién viscotrépica (211). Las propiedades de las
enzimas integrales de membranas pueden ser afectadas por las in
teracciones lipido-proteinas. Para estas enzimas, la membrana -
¢s un comportamiento bidimensional, y esta limitacidén debe in-
fluir sobre la cinética de las reacciones, apartandose del com-
portamicnto de las cnzimas homogéncamente distribuidas en un es
picio tridimensional. Una de estas desviaciones es debida a 1la
fluidcz de los lipidos dc la membrana, la cual pucde afectar cl
grado de movilidad de los componentes de la membrana y por lo -
tanto los choques e¢ntrc enzimas, sustratos y cofactores. La de-

pendencia de la difusién lateral para proteinas (1706), y para -
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otros componentes como los lipidos o marcadores incorporados en
la membrana (09), de la fluidez y la estructura de la membrana
ha sido bien demostrada.

Las membranas biolégicas parecen ser heterogéneas y -
contener varias fases de diferente composicidén, y las distintas
proteinas podrian particionarse diferentemente entre esas fases
lluchos factores como temperatura, pH, cationes divalentes, etc,
podrian afectar la composicién de las diferentes fases, pro-
veer un mecanismo de regulacién complejo (253). La fluidez de -
la membrana pucde depender de la composicién lipidica y princi-
palmente del grado de insaturacién de los acidos grasos de los
fosfolipidos. La membrana del reticulo endoplasmico presenta la
particularidad dec que es capaz de sintetizar sus propios acidos
grasos insaturados por medio de desaturasas localizadas especi-
ficamente en csa membrana (295), e incorporarlos en los fosfoli
pidos que la componen.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la depcnden-
cia de la actividad de algunas enzimas microsomalcs de la cs-
tructura y fluidez de dicha membrana. Estos estudios se realiza
ron sobre dos sistemas cnzimdticos no relacionados entre si di-
rectamentc, localizados cn esta membrana: a) El sistema desatu-
rantc de dcidos grasos, con su cadena transportadora de electro
nes; v b) E1 sistema de la Glucosa-6-Fosfatasa. El estudio de -
la dcpendencia de la fluidez de la membrana para c¢l sistema dc-
saturante de dcidos grasos es de particular interés ya que a su
vez por medio de la sintesis de dcidos poliinsaturados y su pos
terior incorporacién en los fosfolipidos de la membrana, este -
sistema podria intervenir en la regulacién de la fluidez de la
bicapa lipidica. Con ¢l estudio del sistema de la G-6-Pasa se -
persigue obtener informacidén sobre el comportamicnito de un sis-
tema no relacionado directamente con la sintesis de componentes
de la membrana, y por lo tanto incapaz por si mismo dc regular
su composicién y fluidez. Por otro lado, como este sistcma tic-

ne al menos un componente localizado sobre la superficic lumi-
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nal de la membrana (407), al contrario del sistema desaturante
que se halla sobre la superficie citoplasmitica (307), esto per
mite estudiar ambas supcrficies de la membrana.

El sistema desaturante, especialmente su cadecna trans
portadora de electrones, aparentcmente requiere de la difusidn
lateral de las proteinas, lo que posibilita las colisioncs en-
tre cllas y la transferencia de electrones (251). El sistema de
la G-0-Pasa, por otro lado, requiere del transporte del sustra-
to a través de la bicapa lipidica (403-407). Asi, con cstos dos
sistemas se estudié la influencia de la fluidez de la fase lipi
dica sobre dos procesos diferentes, como son la difusién late-
ral y ¢l transporte a través de la membrana.

A menudo, ha sido posible obtener una correlacién en-
tre la actividad de cnzimas de membrana y parametros dc movili-
dad o fluidez de la fasc lipidica, por medio de la comparacién
de sus dependencias de la temperatura (curvas de Arrhenius) (14§
219). En la zona de tcmperatura donde se produce una transicién
de fase en la membrana, ocurre un brusco cambio cn la estructu-
ra y fluidez de la misma (23). Muchas enzimas y funciones de -
membrana son afectadas por estos cambios de fase y son altera-
das sus propicdades cinéticas (148, 235, 325). Por c¢stc motivo,
cl estudio dec las curvas de Arrhenius es de gran importancia pa
ra detectar posibles relaciones entre actividad enzimitica y -
fluidez de la matriz lipidica.

En cste trabajo se estudié la estructura de la membra
na microsomal por medio de métodos fisicos como resonancia elec
trénica paramagnética y técnicas espectrofluorométricas, y la -
dependencia de la temperatura de ciertos pardmetros de movili-
dad obtenidos por estos métodos. Se estudié ademas la dependen-
cia de la temperatura (curvas de Arrhenius) de la actividad de
la glucosa-0-fosfatasa, y de enzimas del sistema desaturante de
Acidos grasos. El1 objeto de estos primeros estudios fuc funda-
mentalmente investigar la presencia o ausencia de una transi-

cién de fase o alteracidén estructural en la membrana microsomal
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inducida por la temperatura.

La composicidén de Acidos grasos de los lipidos de 1la
membrana del rcticulo cndopldsmico fue alterada mediante la ad-
ministracién de dictas carentes en acidos grasos csenciales, y
sc obscrvd el efecto de las variaciones en composicidén sobre 1la
cstructura y fluidez de la fase lipidica, y el comportamicnto -
de cstos sistcemas enzimdticos. La composicidén lipidica de los -
microsomas, fuec también alterada "in vitro" mediantc la incorpo
racién de lecitinas saturadas exégenas, con el objeto dc obte-
ner membranas que presenten una transicién orden-desorden en el
rango de tempcratura mcdible, y el efecto de la transicidén de -
fase sobre cl comportamiento de los sistemas enzimiticos nombra
dos fue estudiado.

La fluidez de la fase lipidica fue también incrementa
da por la incorporacién de alcoholes alifaticos dc bajo peso mo
lecular, y sec cstudié su cefecto sobre la actividad dec estos sis
temas enzimiticos. Esto permitié estudiar la influencia de meno
res variaciones de fluidez, al contrario de los cambios bruscos
quc ocurren en una transicién de fasc, los cuales son mas facti

bles de ocurrir fisioldégicamente.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS.

I1.1.- PROCEDENC1A DEL MATERIAL UTILIZADO.

a) Sustratos y cofactores.
Acido linoleico (llormel Inst., Austin, Minn)
Acido palmitico (Hormel Inst., Austin, Minn.)
ATP (Boehringer Mannheim)
Citocromo ¢ (Sigma Chemical Company)
Co A (Boehringer Mannheim)
G-6-P (Sigma Chemical Company)
M-6-P (Sigma Chemical Company)
NADH (Sigma Chemical Company)
b) Radiactivos.
Acido l—C14 linoleico (Amersham International LTD, Amcrsham
UK).
Acido l-C14 palmitico (Amersham International LTD, Amersham
UK).
c¢) Fluoréforos marcadores.
1,0-difenil-1, 3,5-hexatrieno (Aldrich Chemical Company LTD)
N-fenil-1l-naftilamina (Baird & Tatlock LTD, London)
d) Marcadores de ESi.
Acido 5-doxil estedrico (Syva, Palo Alto, California)
Acido 16-doxil estedrico (Syva, Palo Alto, California)
e) Lipidos.
DMPC (Sigma Chemical Company)
LPPC (Sigma Chemical Company)
f) llaterial de cromatografia
Silica gel G (Merk G A, Darmstadt)
SP-2330 10% sobre Chromosorb WAW 100/120 (Supelco 1Inc.)
EGSS-X 15% sobre Chromosorb WAW 80/100 (Supelco Inc.)
g) Otros.
lrodos los solventes y drogas utilizadas en este trabajo fue-

ron de grado analitico.



I1.2.- ANIMALES Y DIETAS.

En estos estudios se utilizaron ratas Wistar, machos.
En los estudios con microsomas normales, estos fueron obtenidos
de ratas de unos dos meses de édad, pesando entre 100-150 gra-
mos, alimentadas con una dieta standard. Los mismos animales -
fucron utilizados para las experiencias de modificacién "in vi-
tro" de los microsomas. En los estudios de los efectos de la ca
rencia de 4acidos grasos esenciales, luego del destcte, las ra-
tas fucron alimentadas por distintos periodos con alguna de las
siguientes dietas:

Dieta standard: alimento balanceado Purina.

Dieta libre de grasa: composicién en calorias (almi-
dén 70%, caseina desengrasada 30%, mi
nerales y vitaminas).

Dieta control: composicién en calorias (almidén 55%,
caseina 20%, aceite de semillas de gi
rasol 25%, minerales y vitaminas).

Dicta libre de acidos grasos esenciales: como la die-
ta control, pero reemplazando el acei
te de girasol por palmitato de meti-

lo.

I1.3.- OBTENCION DE LA FRACCION MICROSOMAL.

Las ratas se mataron por decapitacidén y los higados -
fueron extraidos. E1 tejido hepatico fue homogeneizado con un -
homogeneizador rotatorio con émbolo de teflén. E1 homogencizado
fuc centrifugado a 10.000 xg durante 20 minutos en una centrifu
ga Sorvall, y el precipitado fue descartado. El1 sobrenadante -
fue centrifugado a 100.000 xg durante 1 hora en una ultracentri
fuga Spinco o MSE. El precipitado (microsomas) fue resuspendido
por mcdio de un homogeneizador manual en un volumen aproximado
al doble del volumen del precipitado obtenido. Todo ¢l procedi-
micnto fue realizado a 4°C. En algunos casos los microsomas fue
ron utilizados inmediatamente (determinaciones de actividad de-

saturante), o de lo contrario fueron congelados a -40°C hasta -



///

¢l momento de su uso.

Cuando los microsomas fueron utilizados para determi-
nar G-0-Pasa, la solucidén de homogeneizacién y dec resuspensién
fuc sacarosa 0,25 M - EDTA 1lmM pli 7,0. Si en los microsomas sec
determind actividad desaturante de acidos grasos, se utilizd la-
siguiente solucibén homogeneizadora: sacarosa 0,25 M; KC1l 0,15 M
MgCl2 Smil; y buffer fosfato 62 mM. Cuando en los microsomas se
determiné NADIl-ferricianuro reductasa o NADH-citocromo c reduc-
tasa, se utilizé cualquiera de las soluciones de homogcneiza-
cién mencionadas, sin que se haya notado ningin efccto sobre es

tas actividades.

I1.4.- DETE:XMINACIONES ANALITICAS.
11.4.1.- Determinacidén de proteinas.
En muestras cuyo contenido proteico fue suficicntemen

te grande, este fue determinado por el método de Biurct modifi-
cado (415). En los casos en que el material fue escaso, como -
cuando se alterdé la composicién lipidica "in vitro", las protei
nas fueron cuantificadas por la microtécnica de Lowry y col. -
(416). Estas Gltimas muestras presentaron generalmente una ele-
vada turbidez debido a su alto contenido de lipidos, y esta fue-
eliminada particionando con el mismo volumen de cloroformo. En

todos los casos sc¢ utilizé albimina bovina como standard.

I1.4.2.- Andlisis de lipidos.

a) Extraccidn:

Los lipidos fueron extraidos de la fraccién microso-
mal por ¢l procedimiento de Folch y col. (417), y cuantificados
por pcsada de una fraccién del extracto evaporando el solvente
hasta peso constante. El resto del extracto fue guardado bajo -
atmésfera de v, a -40°C para posteriores analisis.

b) Cuantificacidén de fosfolipidos:

Los fosfolipidos se cuantificaron mineralizando el cx
tracto lipidico con acido percldérico a 120°C, y determinando cl

fosfato por el método de Chen y col. (418), que se basa en la -
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rcduccién del comple jo fosfomolibdico a oxido moilboso.

c) Composicién de lipidos:

La composici6én de lipidos fue determinada por cromato
grafia en capa delgada de silica gel G. Para el andlisis de 1i-
pidos neutros, el solvente de desarrollo fue: éter de petrélco-
éter etilico (libre de peréxidos)-4acido acético en la propor-
cién 90:10:1(v/v/v). Para el andlisis de los lipidos polares el
solvente fue: cloroformo-metanol-agua 65:25:4(v/v/v). Luego de
desarrollada la cromatografia, los restos de solvente se elimi-
naron, las placas se rociaron con una solucién saturada de
Cr‘207K2 en S(),ll2 al 70%4, y se colocaron a 280°C para carbonizar
la materia organica. Las manchas fueron cuantificadas por densi
tometria (419), en un fotodensitémetro Zeiss a 540 nm, regis-
trandose los picos con un registrador Sargent Welch. El area de
los picos es proporcional a la cantidad de carbono en las man-
chas. Las areas de los picos fueron obtenidas por triangulaciédn
y para transformar los porcentajes en peso de carbono en los -
porcentajcs en peso de los lipidos, se multiplicd por un factor
de conversién (el contenido relativo de carbono por unidad de -
peso de lipido) para cada una de las distintas especies de 1li-
pidos. Estos Tactores fueron: lisofosfatidos 1,64; PC 1,50; PE
1,52; acidos grasos libres 1,27; Triglicéridos 1,30; colesterol
1,19; ésteres de colesterol 1,17; diglicéridos 1,33; y esfingo-
mielina 0,70.

d) Composicidén _de 4cidos grasos:

Una fraccién del extracto de los lipidos microsomales
fue interesterificada con metanol-HC1l 3 N anhidro a 04°C du-

rante 180 minutos, en ambiente de N El HCl1l y el metanol se e-

X
liminaron por particién con 3 ml de cloroformo y 2 ml de agua,

eliminando la fase acuosa y repitiendo la operacidén tres veces.
La fase cloroférmica fue evaporada a seco y los ésteres metili-
cos de los acidos grasos fueron disueltos en éter de petrdleo y

guardados en atmésfera de N, y a -40°C hasta el momento del and

2
lisis. Los ésteres metilicos de los acidos grasos fueron anali-
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zados por cromatografia gas-liquido. Se utilizé un aparato llew-
lett Packard 5840 A, equipado con un sistema de deteccidn por -
ionizacién de llama y con un terminal integrador y procesador -
de datos que indica automiticamente la composicion de la mues-

tra. ia columna utilizada fue de SP-2330 10% sobre Chromosorb -
WAW 100/120. Se utilizd N2 como gas carrier. La temperatura de

la columna fuc programada para ser mantenida a 140°C durante cl
primer minuto, y luego incrementada a una velocidad dc 3°C por

minuto hasta los 220°C. La identificacién de los picos se hizo

directamente de sus tiempos de retencién relativos.

Dc la composicidén de acidos grasos obtenida de esta -
manera se calculdé el "indice de dobles ligaduras", que fue uti-
lizado como un indice del grado de insaturacidén (282). Con los
pesos moleculares de los ésteres metilicos de los acidos grasos
se calculdé la composicidén molar, y el "indice de dobles ligadu-

ras" se calculd de:

"indice de dobles
_Z(n° de moles de acidos insat.x n® de d. lig

ligaduras"
2 n° de moles de Acidos saturados

11.4.3.- Determinacibén de citocromo b5 y citocromo b5 reducta-
sa.

La cantidad de citocromo b§ en las preparaciones mi-
crosomales se¢ e¢stimé de la diferencia de absorcién entre cl es-
tado reducido y el estado oxidado. El espectro de difcrencia en
tre microsomas a los que se agregd NADH para reducir al citocro
mo b5, y microsomas sin NADH en los que el citocromo bS5 se ha-
lla completamente oxidado, se muestra en la figura § . Este ecs-
pectro fue registrado en un espectrofotémetro de doble haz Beck
man DK-2, con una concentracién de microsomas de 2 mg de protei
na/ml. El1 incremento en diferencia de absorbancia entre 409 y
424 nm es proporcional a la concentracién de citocromo bS5, con

1 -l(

un coeficiente de extincién de 163 nM T cm 420). Para las medi

das de rutina, sin embargo, un espectrofotémetro de simple haz
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FIGURA 5: Bspectro de diferencia entre microsomas con el cito-
cromo b5 reducido (con NADH) y microsomas con el citocromo b5
oxidado (sin NADH). El incremento en absorbancia entre 409 y

424 nm es proporcional a la concentracidn de citocromo b5.
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Zeiss PMQ II fue usado. Para esto, en dos cubetas se colocaron
0,24 ml de la suspensién microsomal de entre 1-2,5 mg de protei
na/ml en buffer de tris-acetato 50mM pH 8,1 EDTA 1 mM. A una de
las cubetas se le agregd 10 pl de una solucidén de NADII 5§ mM (rg
ducido), y a la otra 10 pl de agua (oxidado), y la diferencia -
cn absorbancia fue registrada a 424 y a 409 nm. Los valores ob-
tenidos de esta manera para el contenido de citocromo b5 en las
preparacionces microsomales, no difirieron significativamente de
los obtenidos cuando se registr6é el espectro de diferencia con
el espectrofotémetro de doble haz. Cuando las muestras conte-
nian una baja cantidad de citocromo b5 y un alto contenido de -
lipidos, como en el caso de los microsomas modificados por la -
incorporacidén de lipidos exégenos, la gran turbidez de las sus-
pensiones molestd en las determinaciones. En estos casos se a-
gregd prcviamente a las mediciones de densidad 6ptica, 0,17 dec
desoxicolato de sodio. En microsomas sin tratar, las concentra-
ciones de citocromo b5 obtenidas con y sin el agregado de deter
gentc fueron similares.

La cantidad de citocromo b5 reductasa en las precpara-
ciones microsomales fuc estimada de la actividad NADII-ferricia-
nuro reductasa a 25°C, asumiendo una actividad molecular de

23.000 pmoles de NADIl oxidados por minuto por pmol de enzima -

(364).

I11.5.- DETE:MINACIONES ENZIMATICAS.
I1.5.1.- Actividad de las enzimas desaturantes de acidos gra-
SOS.

La actividad de las enzimas desaturantes fue determi-
nada utilizando como sustrato los acidos libres palmitico y 1li-
noleico, para la A9 y la A0 desaturasas respectivamente siguien
do la técnica descripta por Brenner (421, 373). Los sustratos -
radiactivos (l-Cl4) palmitico y (l-C14) linoleico (57 y 56 uCi/
pmmol respectivamente, 99% puros) fueron diluidos con los respec

tivos 4cidos no marcados de manera de incubar 0,25 pCi por cada
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tubo. La concentracién de sustratos utilizada fue de 60 pM, a -
menos que otra concentracién se indique. En los casos en que se
incubd una cantidad de sustrato menor, se mantuvo la misma can-
tidad dec dcido marcado de manera de mantener la misma cantidad

de radiactividad para poder detectarla por radiocromatografia.

El volumen final del medio de incubacién fue de 1,5 ml y su com
posicidén la siguiente: sacarosa 0,25 M, buffer fosfato potasico
41 mM pll 7,0; N-acetil cisteina 1,87 mM; NaF 41 mM; KC1 0,15 M;

ATP 1,3 nM; CoA 0,00 mM; NADH 0,87 mM; MgCl, 5 mM; y nicotinami

2
da 0,33 mM. Los sustratos fueron agregados al medio de incuba-
cién disucltos en propilenglicol (10 pl de propilen glicol como
miaximo fucron agregados). La reaccién se largd con el agregado
de los microsomas (5 mg de proteina microsomal por tubo), con -
excepeidn de los experimentos en los que se estudid ¢l efecto -
de alcoholes alifaticos en los que se largd por el agregado de
los sustratos, y se incubd por 1lSminutos a 37°C con agitacién -
constante. Cuando se incubé a diferentes temperaturas, los tiem
pos de incubacién fucron mayores a bajas temperaturas para man-
tencr un nivel de conversién detectable. La reaccién fue deteni
da por el agregado de 2 ml de KOIl 104 en etanol.

Las muestras fueron saponificadas a 80°C durante 4§ -
minutos en ambiente de N2. El medio fue acidificado con 0,5 ml
de lIC1l concentrado, y los Acidos grasos fueron extraidos por me
dio de tres extracciones con 2 ml de éter de petrdleo (30-40°C
p.c.). E1 éter de petrdleo fue evaporado y los dcidos grasos sc
esterificaron con 2 ml de metanol-HC1l 3 N anhidro a 64°C duran-
te 60 minutos bajo Nz. El IICl y el metanol fueron climinados -
por particién con agua y cloroformo como se indicé en la scc-
cién 1I.4.2.

Los ésteres metilicos de los acidos grasos fueron ana
lizados por radiocromatografia gas-liquido. Para esto sc utili-
26 un radiocromatégrafo Packard equipado con un contador propor

cional. Aqui los compuestos son separados en la columna cromato

egriafica (EGSS-X 157 sobre Chromosorb WAW 80/100), mantenida a -
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180°C cuando sc midié la conversién de 18:2 a 18:3 y a 160°C pa
ra determinar la conversién de 16:0 a 16:1. Como gas carrier sc
utilizdé argdn, ¢l que a su vez actiia como gas ionizable en la -
ciamara del contador proporcional. A medida que son cluidos de -
la columna cromatogrifica, los ésteres metilicos de los acidos
grasos son oxidados a CO2 y uzo en un horno de combustién a
900°C con Cul como oxidante. Al salir del horno de combustién,

el agua es retenida en un tubo con Mg(ClO anhidro. Antes de

4)2
ingresar en la camara de conteo, al CO2 y Ar se les suma propa-
no seco en una proporcién del 10% que actia como gas extingui-

dor. El registro se realiza en forma diferencial en un registra
dor loneywell. El1 porcentaje de sustrato convertido en producto
fue calculado de las areas de los picos obtenidas por triangula
cién. Con el porcentaje de conversibén se calcula entonces, la

actividad enzimitica en pmoles de sustrato convertidos por minu

to.

I1.5.2.- Actividad del sistema de transporte de electrones.

La actividad de la flavoproteina citocromo bS5 reducta
sa se determindé utilizando ferricianuro como aceptor exdégeno de
electrones (NADII-ferricianuro reductasa). La velocidad de reduc
cién del citocromo b5 por la citocromo b5 reductasa, por otra -
partc, fue determinada con citocromo c como aceptor exdégeno de
clectrones (actividad KADIl-citocromo ¢ reductasa). Estas activi
dades se dcterminaron espectrofotométricamente en un espectrofo
témetro Carl Zciss PMQ 1I, equipado con un sistema automdtico -
de registro del cambio de densidad éptica en funcidén del tiem-
po. La termostatizacidén dec las cubetas donde sc llevdé a cabo la
reaccion se hizo con un termostatizador Lauda, a distintas tem-
peraturas entre § y 40°C, manteniendo la temperatura constantc
dentro de + 0,2°C.

La actividad NADII-ferricianuro reductasa se determind
siguicndo a 340 nm la oxidacidén del NADII. E1 volumen final de -

la rcaccidén fue de 0,25 ml; y el medio de reaccidén contenia:
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butffer tris-acectato 50 nM pHl 8,1; EDTA 1lmM; ferricianuro de po
tasio 3,0 nM; NADH 0,12 mM; y microsomas, entre 0,5-2,5 pg de
protcina por ml. La recaccibén se largd por el agregado del ferri
cianuro de potasio. Las pendientes de las curvas obtenidas (va-
riacién de absorbancia con el tiempo) fueron convertidas en ve-
locidad de rcaccidon utilizando un coeficiente de extincidn de
6,22 i — (358).

Para la determinacién de la actividad NADIli-citocromo
¢ reductasa, se siguidé en funcién del tiempo la reduccidén del -
citocromo ¢ a 550 nm (358). E1l medio de incubacién contenia:
buffer tris-acetato 50 mM pH 8,1; EDTA 1 mM; NADI 0,12 mM; cito
cromo ¢ 0,08 mM; y microsomas 0,5-2,5 pug de proteina m%crosomal
por ml; en un volumen final de 0,25 ml. En este caso la reac-
cién fue largada por el agregado de NADH y para el calculo de -
actividad se utilizé un coeficiente de extincién dc 18,5 mM-l

-1
cm .

I1.5.3.- Actividad del sistema de la glucosa-6-fosfatasa.

La actividad de la G-6-P fosfohidrolasa sc determiné
por el método dc Baginsky y col. (422), midiendo el fosfato 1li-
berado en la rcaccién con molibdato de amonio, usando acido as-
corbico como agente reductor. El medio de incubacién contecnia:
sacarosa 0,125 }; buffer cacodilato de sodio 25 m pll 6,5; EDTA
0,5 mM; G-0-P 25 mM; y 0,1 mg de proteina microsomal por ml.
E1l volumen final fue de 0,4 ml. La reaccidén se largd por el a-
gregado de los microsomas con excepcidén de los estudios del c-
fecto de alcoholes alifaticos en los que la reaccién se largd
por cl agregado del sustrato. Cuando se determiné la actividad
a mecnores temperaturas, el tiempo de incubacién y/o la cantidad
de microsomas fucron incrementados hasta 15 minutos y 0,3 mg de-
proteina por ml. La reaccién fue detenida por el agregado de 2
ml de una solucién de Acido tricloroacético 10% - Acido ascér-
bico 27. De la misma manera se prepararon: un blanco dc la mis-

ma composicién con la excepcién de que no se le agregd microso-
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mas, un control en el cual los microsomas fueron agregados des-
pués de la solucién tricloroacético-ascérbico (para descontar -
el fosfato proveniente de la preparacidén microsomal), y testi-
gos cen los que en lugar de microsomas se agregaron cantidades -
de fosfato conocidas.

Para la determinacién del fosfato liberado en la reac
cidén, las muestras sc centrifugaron a 2.000 xg durante 10 minu-
tos para precipitar las proteinas; y 0,5 ml de sobrenadante fuc
ron transvasados a otro tubo. Al sobrenadante se le agregé'en -
este orden: 0,25 ml de molibdato de amonio 1%; y 0,5 ml de una
solucién compuesta por arsenito de sodio 2% (p/v) - citrato de
sodio 27 (p/v) ~ 4cido acético 2% (v/v). Esta tltima solucién -
tienc la funcidon de cstabilizar el sistema, eliminando el exce-
so de molibdato de manera que este no pueda reaccionar con los
éstercs de fosfato, o con fosfato formado por hidrdlisis &4cida
del sustrato. Sc dcjé desarrollar el color durante 20 minutos,
y cntonces se leyd la densidad dptica a 700 nm.

Para decterminar la actividad del componentc hidroliti
co dcl sistema G-0-Pasa (407), los microsomas fueron previamen-
te tratados con Triton X-100 o con desoxicolato de sodio para -
romper la barrera de permeabilidad de las vesiculas microsoma-
les. A 9 volumenes de suspensién microsomal (5§ mg de proteina/
ml), sc¢ le agregd un volumen de Triton X-100 1% o de desoxicola
to de sodio 17, Se dejé durante 10 minutos a 4°C, y lucgo sc
determiné la actividad de hidrélisis de G-6-P de la misma manc-

ra quc en microsomas intactos.

11.5.4.- Curvas de Arrhenius.

Para construir las curvas de Arrhenius, las activida-
des enzimdticas fueron determinadas a distintas temperaturas -
cntre 10 y 40°C. La temperatura fue medida con una exactitud de
+ 0,2°C, con un termémetro digital con el sensor sumergido en -
una cubcta testigo en el caso de las determinaciones espectrofo

tométricas, o ¢n un tubo testigo para las otras determinaciones



Las curvas fueron trazadas por el método de los cuadrados mini-
mos. Mediante el andlisis estadistico de las regresiones, se -
calculd el error standard y el intervalo de confianza del 95% -
para las pendientes de las curvas y las energias de activacién

aparentes obtenidas de las mismas.

I1.5.5.- Latencia de la actividad manosa-6-fosfatasa.

Ain las preparaciones microsomales no tratadas, con-
tienen dos tipos de estructuras: a) vesiculas intactas y b) es-
tructuras rotas que carecen de una barrera de permeabilidad
(398, 399). La actividad de bajo Km de la M-0-P fosfohidrolasa,
Unicamente es expresada en los microsomas rotos, ya que los mi-
crosomas"intactos" son completamente impermeables a la M-6-P a
esta concentracién (399). Asi, la proporcidén de los dos tipos -
de estructuras puede ser fidcilmente determinada midiendo la ac-
tividad M-0-Pasa antes y después del tratamiento de los microso
mas con detergentes.

La actividad M-6-Pasa fue determinada en microsomas -
no tratados y en microsomas tratados con triton X-100 0,1% de -
la misma manera como se determindé la actividad G-6-Pasa, con la
excepcién de que la G-6-P 25 mM en el medio de incubacién fue -
reemplazada por M-6-P 1 mM. En algunos casos, se utilizé desoxi
colato de sodio 0,1% en lugar de Triton X-100, para romper la -
barrera de permcabilidad. El1 porcentaje de latencia es la pro-
porcion de actividad que es expresada unicamentce después de rom
per la barrcra de permeabilidad de las vesiculas microsomales,
y corresponde a la proporcién de enzima que se encuentra cn ve-

siculas "intactas".

de latencia ( actividad de microsomas tratados - act. dc mi-

crosomas sin tratar) X 100

actividad de microsomas tratados



I11.6.- DETECCION DE LA TRANSICION DE FASE ORDEN-DESO..DEN POX

LIGHT SCATTERING (88).

El uso de este método para la deteccidén dc transicio-
nes de fase orden-desorden en sistemas lipidicos se basa en la
diferente capacidad que presentan las estructuras lipidicas pa-
ra dispersar la luz, cuando se hallan en el estado ordenado o -
cuando se hallan en el estado desordenado. La intensidad de luz
dispersada aumenta notoriamente cuando la estructura de los 1li-
pidos cambia del estado fluido al estado cristalino. Esto seria
debido al aumento del grado de empaquetamiento de las cadenas -
hidrocarbonadas que acompafian a este cambio de estado.

La luz dispersada en un angulo de 90°, fue medida en
funcién de la temperatura. Para esto se utilizé un espectrofluo
rémetro Aminco-Bowman y las mediciones se hicieron con ambos mo
nocromadores de excitacidén y de emisién a 400 nm. La temperatu-
ra fuec regulada con un termostatizador Lauda y fue variada en-
tre 5 y 40°C a razén de 0,5-1°C por minuto. La temperatura fue
medida directamente en la cubeta con un termémetro digital con
salida para un rcgistrador, con el sensor ubicado en la cubeta
en un lugar que no interfiere el paso de luz. La intensidad de
light scattering a 90° y la temperatura fueron ambas registra-
das continuamente en un registrador de doble canal Packard. Un
canal fue conectado a la salida del fotomultiplicador del espec
trofotémetro, y el otro a la salida del termémetro digital. De-
bido a que la variacién de temperatura no fue lineal con el
tiempo fue necesaria la transformacién de las curvas obtenidas.
Ademds, por conveniencia para la comparacidén con las curvas de
Arrhenius, la intensidad de light scattering se graficé en fun-
cién de la inversa de la temperatura absoluta.

Las determinaciones se hicieron en suspensiones de mi
crosomas (normales o modificados) de aproximadamente 0,25 mg de
proteina/ml, en un volimen de 1,5 ml. Para las determinaciones
en dispersiones de los lipidos microsomales libres de proteina,
los lipidos fueron extraidos como se indicé en la seccién 1I. 4.

2, y los liposomas se prepararon haciendo una dispersién de 1,5

b
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mg de lipido por ml de agua, sonicando 3 minutos a 32°C bajo un

flujo de N.,. Esta dispersién se diluydé 15 veces para hacer las

2
determinaciones.

I1.7.- DETECCION DE LA TRANSICION DE FASE POl LA FLUORESCEN-

CIA DE N-FENIL-1-NAFTILAMINA (88, 236).

La N-fenil-l-naftilamina presenta la propiedad de que
es altamente fluorescente cuando se halla en un medio hidrofébi
co, pero su rendimiento cudntico es pridcticamente nulo en un me
dio de alta polaridad como el agua. Ademas, este compuesto es -
muy soluble en estructuras lipidicas en el estado fluido, pero
es bastante menos soluble cuando los lipidos se hallan en el es
tado ordenado. Asi, c¢n dispersiones acuosas de estructdras lipi
dicas liquido-cristalinas, este compuesto se particiona de mane
ra muy favorable en la fase lipidica con respecto a la fase a-
cuosa, presentando una alta intensidad de fluorescencia. Cuando
los lipidos sufren un cambio de estado y forman una fase ordena
da, gran parte de la N-fenil-l-naftilamina es excluida dc esos
dominios y pasa a la fase acuosa donde no es fluorescente. De
esta manera sc observa una brusca disminucidén en la emisidn de
fluorescencia al cambiar los lipidos del estado fluido al esta-
do cristalino.

Por encima o por debajo del rango de la transicidén de
fase, la intensidad de fluorescencia es dependiente de la tempe
ratura aun sin que haya un cambio de fase. La depcendencia es de
tipo exponencial, y es rectificada graficando el logaritmo de -
la intensidad de fluorescencia emitida en funcidén de la inversa
de la temperatura absoluta. Asi, estas curvas son lineales en -
los rangos de temperatura donde no hay cambio de fase, y se ale
jan de la linealidad presentando cambios de pendiente en el ran
go de temperatura en que ocurre una transicién de fasc.

Para la preparacién de las muestras, a 5 ml de la sus
pensién microsomal conteniendo 0,5 mg de proteina por ml., se -

agregaron 5 nl de una solucién metanélica de N-fenil-l-naftil-
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amina (lmg/ml), para dar una concentracién final de 4,5.10 M.
El contenido de mctanol fue mantenido siempre debajo del 3%
(v/v) para evitar alguna influencia sobre la estructura de los
lipidos de la membrana. Las muestras se sonicaron en un sonica-
dor Ultrasonics por 10 segundos a 0°C e incubadas durante 10 mi
nutos a 37°C bajo NZ’ antes de hacer las determinaciones. Cuan-
do las determinaciones se hicieron con liposomas de los lipidos
microsomales, ¢stos se prepararon como para las determinaciones
de ligth scattering. La incorporacién del marcador se realizé -
agregando la solucidn metanélica de N-fenil-l-naftilamina a una
suspensién de liposomas de 0,15 mg de lipidos por ml, de manera
que el marcador quede en una concentracién final de 4,5.10-6M,
y entonces se incubdé por 15 minutos a 42°C bajo NZ'
La dependencia de la temperatura de la fluorescencia
emitida por la N-fenil-l-naftilamina fue medida en un espectro-
fluorémetro Aminco Bowman a una longitud de onda de 350 nm para
el monocromador de exitacién, y de 420 nm para el monocromador
de emisidén. Un filtro de NOZNa 2,0 M, que deja pasar unicamente
la luz de longitud de onda superior a 390 nm, fue colocado a la
salida del monocromador de emisidén para eliminar la posible in-
tensidad debida a ligth scattering. El registro de las curvas -
se realizé de la misma manera que para las determinaciones de -
ligth scattering en un registrador de doble canal. Las curvas -
obtenidas de esta mancra fueron convertidas en logaritmo de 1la

intensidad de fluorescencia en funcién de la inversa de la tem-

peratura absoluta.

I1.8.- POLARIZACION DE FLUORESCENCIA.

I1.8.1.- Teoria general.

Las aplicaciones de la polarizacién de fluorescencia
a estudios de sistemas bioldgicos se han expandido rapidamente
desde el trabajo pionero de Weber (423). En todos cstos estu-
dios sc¢ utilizan gencralmente fluordéforos aromaticos, en los -

cuales los procesos de exitacidén y de emisidn involucran dipo-
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los de transicidén clectrdnica exclusivamente. Estos dipolos de
transicidén presentan una orientacidén bien definida cn la molécu
la del fluorémetro. Cada banda de absorcidén tienc un determina-
do dipolo de exitacién. pero la fluorescencia esta asociada ge-
neralmente a un unico dipolo de emisién. Ambos dipolos, de exi-
tacidn y de emisidén, estian en el plano del anillo aromdtico de
la molécula y estan desplazados entre si por un determinado an-
guloo<

Para una molécula individual del fluoréforo, ilumina-
da con luz monocromatica totalmente polarizada, la probabilidad
de absorcién es proporcional al coseno del angulo formado entre
el dipolo de exitacién y el plano que coincide con el campo e-
léctrico de la luz polarizada. Asi, la probabilidad de ;bsor—
cién es mixima cuando el dipolo de exitacién esti en el plano -
del campo eléctrico de la luz polarizada con que se exita, y es
nula cuando el dipolo de exitacién es perpendicular a dicho pla
no. De la misma manera, la probabilidad de que la fluorescencia
de una molécula individual del fluoréforo exitada, sea emitida
con cl plano de su campo eléctrico coincidente con la direcciédn
del dipolo de cmisidén ¢s maxima, y es nula la probabilidad de -
que sea emitida con el plano de su campo eléctrico perpendicu-
lar a la dircccién del dipolo de emisidén. La probabilidad de -
que la luz emitida tenga el plano del campo eléctrico orientado
a un angulo detcrminado con respecto a la direccién del dipolo
de emisidén es proporcional al coseno de dicho angulo.

Para una solucién del fluoréforo, la absorcién solo -
puede ser polarizada si las moléculas presentan una orientacidn
preferencial. Si las moléculas estan orientadas completamente -
al azar en un medio isotrdépico, la absorcién serd completamente
depolarizada, e independiente de la direccién de iluminacién.
Sin embargo, si una solucién isotrépica del fluoréforo, es ilu-
minada con luz polarizada, debido a que son exitadas preferen-
cialmente aquellas moléculas que presentan una orientacién ade-

cuada, la fluorescencia emitida puede ser parcialmente polariza
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da.

Cominmentc, la polarizacién de fluorescencia se mide
por medio de la exitacidén con luz monocromidtica polarizada ver-
ticalmente. La intensidad de emisidén es detectada a un angulo -
de 90° con respecto a la exitacién, a través de un segundo pola
rizador (analizador), orientado paralelo (Ifl) o perpendicular -
(I1) a la direccidén de la polarizacién de la luz de exitaciédn.
Los valores absolutos para la pblarizacién de fluorescencia son
cominmente expresados como I//IL, P, o r, los cuales se definen

a continuacién:

PIy- T4 _ In/Iar-1

= grado de polarizacién de fluorescencia
Ig+ I Ipn/It+ 1

r Ins- 10 _ Ij/I4-1_ 2

14 +2IL In/I++ 2 3-P

_anisotropia de fluorescencia

La intensidad de fluorescencia total estd dada por: F = IN+2I4i

La polarizacién de fluorescencia emitida por un fluo-
ré6foro en un medio isotrdpico depende del dnguloec entre las di-
recciones de¢ los dipolos de exitacién y de emisidén (propiedad -
caractlteristica para cada fluoréforo), y de la pérdida de orien-
tacion que sufren las moléculas durante el tiempo de vida del -
estado exitado. La pérdida de orientacidén, a su vez depende de
la velocidad de rotacibén de la molécula del fluoréforo y del -
ticmpo de vida medio del estado exitado.

En una solucidén congelada, en la cual las moléculas -
exitadas mantienen su orientacidén durante el tiempo de vida del

estado exitado, los valores de polarizacién limite son (48):

2 2
1°7 2 cos o<+l o .. 3 cos o<~ 1 o
—_— P P == r

2 2
I°L 2 - cos e cos o< + 3 5

2
- 3 coso<-1 2
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De estas ecuaciones se pueden calcular lcs limites en
trec los cuales puede variar la polarizacidén limite en un medio
congelado. Como en un medio fluido la rotaciodon de las moléculas
contribuird a una disminucién de la polarizacién, los valores -
de polarizacibén en cualquier medio siempre se encontraran den-

tro de estos limites:

Lellg s Jlaped s _lopdd
R Y 3 2 5 5

En el caso en que los dipolos de absorcién y de emi-
sién sean paralelos, como ocurre en el caso en que la exitacién
se realice en la ultima banda de absorcién del fluordéforo, lo -

2

cual ocurre en la mayoria de las mediciones de fluorescencia,

®C= 0 y los valores limites de polarizacién cn un medio congela

1% /1% =3 ; P° =1/2 5 r° =2/§

Sin embargo, estos valores teéricos de polarizacidén -
limite son raramente alcanzados, debido a un gran nimero de cau
sas (424). Las ecuaciones anteriores son vadlidas dnicamente
cuando la orientacibén de las moléculas del fluordéfoforo es com-
pletamente al azar. En los casos de fluoréforos incorporados en
un medio anisotrépico, como por ejcmplo en membranas bioldgicas
o artificiales, el fluoré6foro puede presentar ciertas orienta-
ciones prefercenciales dentro de la bicapa lipidica. Sin embargqg
la orientacién de las mismas membranas en una suspensién acuosa
es completamente al azar, lo que hace que las ecuaciones ante-

riores sean validas.

11.8.2.- Polarizacién de fluorescencia en medios fluidos.

El andlisis de la fluorescencia en sistemas dinamicos
puede ser recalizado por mediciones del decaimiento de la pola-
rizacién de fluorescencia luego de una exitacidén con un pulso,

o por medio de determinaciones con una exitacién continua. En -
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el segundo caso, cl cual es el mas comin y el utilizado en nues
tras cxperiencias, los resultados obtenidos son un promedio de
las caracteristicas de todo el sistema; en cambio las determina
ciones del primer tipo pueden dar informacién de la heterogenei
dad del sistema y en algunos casos permiten la resolucién de -
subpoblaciones.

La depolarizacidén rotacional de la fluorescencia ocu-
rrc cuando las moléculas cxitadas se desplazan de su oricnta-
cibén original durantc el tiempo de vida del estado exitado. En
las mediciones con exitacién continua, la ecuacién que describe
la relacién general entrc la depolarizacidén de la fluorescencia
de un fluoréforo y las propiedades hidrodinidmicas del medio en

3

que sc cncucntran, es conocida como la ecuacidén de Perrin:

donde A, la vclocidad de emisibén, es la reciproca del tiempo de
vida medio del estado cxitado; y K es la constantc de veloci-
dad dec intercambio de orientacién entre dos ejes definidos, y -
es la reciproca del tiempo de relajacién rotacional‘f

Para una estructura esférica, el tiempo de rclajacién

rotacional‘f estd dado por la ecuacién de Stokes-Einstein:

f;svn 4

k T

donde v es el volimen efectivo de la esfera, 7zes la viscosidad
del medio, k es la constante de Boltzmann y T es la temperatura
absoluta. Por lo tanto al reemplazar, la ecuacién de Perrin que

da:



Sin cmbargo, la estructura de los fluordéforos sc¢ ale-
ja bastante de lo que es una esfera, y tienen una seric de mo-
dos rotacionales, los cuales influyen de mancra diferente c¢n el
proceso de depolarizacién de la fluorescencia. Ademads, la con-
tribucién de cada modo de rotacién puede variar a su vez consi-
dcrablemente al variar la velocidad de rotacidén. La ecuaciédn de

Perrin pucde ser escrita como:

I~

R R 1 6

. n

donde C (r) ¢s un pardmectro que depende de la forma y decl tama-
fio de la molécula del fluoréforo, y varia con el grado de pola-
rizacién. Asi, para una esfera, C (r) es constante c¢ igual a
k/v, pero para casi todas las demds estructuras, C (r) no es -
constante y puede variar considerablemente con r.

La ecuacién de Perrin fue usada para la determinacién
de f y de los parametros hidrodindmicos relacionados, principal
.
mentc en proteinas (425). En principio, también puede ser usada
la determinacién de 7“072. La iltima posibilidad ha sido ultima
mente ampliamente explotada en estudios de la dindmica de es-
tructuras lipidicas naturales o artificialcs. Para cste propési
to, un marcador fluorescente con propiedades espectrales bien -
conocidas (420) es introducido selectivamente en la regién ana-
lizada y la polarizacién de fluorescencia del sistema marcado -
es medida por exitacidén con luz monocromadtica polarizada verti-
calmente. Con la ayuda de los demids pardmetros en la ecuacién -
de Perrin, c¢s posible calcular n_, o mas especificamente, la -
viscosidad promedio que se opone a las rotaciones del marcador

(microviscosidad).

11.8.3.- Viscosidad en cstructuras liquido-cristalinas. Con-

ceplto de microviscosidad.

La viscosidad de un liquido isotrépico e¢s la fucrza -

friccional intermolecular que se opone al flujo. El coeficiente
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de viscosidad]l, o simplemente la viscosidad, es definida como
la fuerza longitudinal por unidad de area f (dinas. cm—2) que -
¢s requerida para mantencr una diferencia de una unidad en la -
velocidad de flujo (cm.seg—l) entre dos capas paralelas scpara-

das por una unidad de loagitud (cm):

En ¢l sistema c.g.s., la unidad de)? es 1 dina. seg/cmz, lo que
se define como 1 P (poise). La reciproca de la viscosidad es -
llamada fluidez ¢= l/"z , Y sus unidades son P—l.

En estructuras liquido-cristalinas, como en Ricapas -
lipidicas, la verdadcra viscosidad no es por supuesto isotrépi-
ca, y existen diferentes viscosidades a lo largo de cada eje de
simetria. Para relacionar estas viscosidades intrinsecas a la -
de un sistema isotrdépico-macroscépico, es apropiado definir el
término "microviscosidad", 7? como la media geométrica de las -
viscosidades aparcentes a lo largo de los distintos cjes de sime

tria:
- n
n :(-]J- Ny Hi/m 8

La microviscosidad debe ser tomada como un término o-
peracional que fue introducido para la aplicacidén de las ecua-
cioncs hidrodinamicas clasicas a regiones fluidas microscdpicas
como las bicapas lipidicas de las membranas. Como ha sido mos-
trado por Shinitzky y Barenholz (48), la simulacién entre micro
- y macroviscosidad sc sostiene excepcionalmente bien, lo que -
da una gran ventaja practica al término 71. En sistemas hetero-
géneos, como son las membranas biolégicas, la microviscosidad -
obtenida serda un promedio de los distintos dominios, y por su-
pucsto también dependerd de la particién del fluoréforo marca-
dor cntre las diferentes regiones. E1 1,6-difenil-1,3,5-hexa-

trieno (DPIl), sin embargo, parece particionarse igualmcntc en-
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tre dominios fluidos y dominios ordenados (48), en cambio otros
marcadores como el 12-(9-antroiloxi)-estearato se particionan -

preferiblemente en los dominios fluidos (427).

11.8.4.- Cdlculo de la microviscosidad del grado dc polariza-

cién de fluorescencia.

Una determinacidén rigurosa deji requiere de proccdi-
micntos especiales para evaluar C (r) y ®. En principio 'T'pug
de ser medido directamente por técnicas especialecs, o indirecta
mente de la dependencia de la temperatura de la intensidad to-
tal de fluorcscencia (427, 428). C (r) puede ser calculada ex-
perimentalmente midiendo la dependencia de r°/r de T.77n en un
solvente de referencia que tenga una constante dielécttica y -
viscosidad similar a la de la regién de la membrana en la cual
se ubica el fluoréforo. La viscosidad debe ser exactamente cono
cida en un rango amplio de temperatura.

Sin embargo, afortunadamente, la variacién de C(r) o
de T entre una seriec de sistemas marcados con el mismo fluoréfo
ro con la tempcratura cs considerablemente menor quc la varia-
cién de ﬁ . Ademas, ¢l incremento de la tempcratura produce una
disminucién en C(r) y T de tal manera que el producto T.T.C(r)

permanece aproximadamente constante (48). Si la ecuacién 6 es

rcordcenada de la forma:

-

r° -1 Yl 9

(— - 1) =
r T.T.c(r)

podemos ver que el témino (r°/r - l)—1 pucde ser utilizado como
un paramectro de microviscosidad, que puede dar informacién rela
tiva entre sistemas marcados con el mismo fluoréforo, o para cs
tudiar la variacién dc.ﬁ,con la temperatura. E1 factor T.7.C(r)
ha sido evaluado experimentalmente (48), graficando (r°/r —l)_l
vcrsus'ﬁ para una scrie de valores publicados para difercntes -

tipos de liposomas y membranas a diferentes temperaturas, las -
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cuales fueron marcadas con DPIl. Este gridfico dio una linea rec-
ta cuya pendicnte C(r).T.T dio 2,4 P. Si se substituye cste va-

lor en la ccuacidén 9, sc obtienc la expresién simple:

ii 2,4 r 10

que permite estimar la microviscosidad de sistemas marcados con

DPil, midiendo Unicamente la polarizacién de fluorescencia.

11.8.5.- Grado de ordenamiento estructural cen las membranas.

Paridmctro de orden (SDPII).

Segiin Shinitzky e Imbar (429), la pendiente del grafi
co del log ﬁ versus 1/T, podria servir como una indicacién ccl
grado de orden en el interior de las bicapas lipidicas. Utili-
zando un fluoréforo planar (l-dimetilamino naftaleno-5-sulfoami
da), fue posible resolver los modos de rotacién en y fuera del
plano, y la relacién dec las microviscosidades aparentes que sc
oponcn a ambos modos de rotacidén fue usada como una estimacién
del grado de orden (430).

Ultimamentc, mediciones del decaimiento de la aniso-
tropia de fluorescencia en funcibén del tiempo en el orden de -
nanoscgundos luego de un corto pulso de luz polarizada, en mem-
branas de lipidos puros (431-433), en membranas conteniendo co-
lesterol (434, 435) y cn membranas biolégicas (436, 437), han -
mostrado lo siguiente: Inicialmente, debido a la fotoscleccién
por la luz polarizada, los dipolos de emisidén estan oricntados
cercanamente paraleclos a la direccién de la polarizacién de la
luz de exitacién (si sc exita en la dltima banda de absorcidn),
y la anisotropia de fluorescencia ces alta, cercanamente igual
al r° tedrico. Debido a la difusién rotacional del fluoréforo,
1a orientacién de los dipolos de emisién llega a scr cada vez -
mas desordenada y la anisotropia de fluorescencia deccac cxponen

cialmente. En solventes isotrdépicos como aceites, la anisotro-
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pia de fluorcscencia decrece hasta cero, pero en membranas lipi
dicas se alcanza un nivel finito ree, debido a que cl fluoréfo-
ro no asume tltodas las orientaciones posibles con igual probabi-
lidad luego de un prolongado periodo de tiempo, indicando que -
la distribucién final de los dipolos de emisién es anisotrépi-
ca. Asi, el valor de res da informacién sobrc ¢l ordenamiento -
cstructural de la membrana.

La rclacibén reo/r°®, que fue llamada ¢l grado de '"res-
triccién orientacional" por Kinosita y col. (438), fuc poste-
riormente reconocida como el cuadrado del parametro de orden S,
NMR. los valores de S

(439, 440), deducido de estudios de ESR

pucden depender de la téenica, del tipo la localizacién del -

< «

marcador. En sistemas marcados con DPIl, "DPH sc¢ rcfiecre a la po
sicion media del marcador a lo largo de las cadenas hidrocarbo-
nadas de los lipidos (441), opuestamente a los pardmctros de or
den locales de un scgmento particular de las cadenas hidrocarbo
nadas determinados por ESR y NM}, los cuales disminuycn hacia -
el final de la cadena de los restos acilos. Los valores dec SDPH
calculados para liposomas de DPPC (439, 440), concucrdan con -
los valores de S determinados por WM para el scgmento de los -
carbonos 10-12 de las cadenas hidrocarbonadas, y sc sugiridé quc
esta podria scr la localizacibén de las moléculas dc DPIl.

El valor de ree, necesario para el cdlculo del parai-
mctro SDPll, pucde ser determinado directamente por mediciones -
de decaimiento de la anisotropia de fluorescencia, para lo cual
son nccesarios cquipos sofisticados. Sin embargo, ha sido mos-
trado por Van litterwijk y col. (442), que r oo puecde scr obte-
nido de mediciones con cxitacién continua. E1 decaimiento de 1la
anisotropia de fluorcscencia puede scr expresado como:

) e-(t/f)+ reo 11

r(t) = (r° - ree

en la cual r° e¢s la midxima anisotropia de fluorescencia obteni-

da en la auscncia de movimiento rotacional del fluoréforo, y‘f



es el tiempo de correlacidn rotacional para la rcorientacidn -
del e¢je mayor de la molécula. La intensidad de fluorescencia to

tal sigue un decaimiento exponencial simple:
F(t) =1/0 ¢ ¥/T 12

entonces, la anisotropia de fluorescencia con iluminacién conti
nua es:
[ ]
Lr(t) F(t) dt 13
s - <o
] F(t) dt
o

lo cual da:

r’° - r
r =+ roo = r. + ros 14

o1+ Tp

en la cual re representa el componente cinético o de rapido de-
caimiento y ree €l componente de decaimiento infinitamente len-
to, que estid determinado por la anisotropia o el orden estructu
ral dc la membrana. Del grafico de los datos experimentales de

r, ¥ Too para una gran variedad de membranas bioldégicas y arti-
ficiales marcadas con DPH, obtenidos de la literatura, pudo ob-
servarse que la resolucidén de I €N I, Y Teq €5 Unica en el sen
tido de que si dos membranas tienen el mismo T, ellas tienen -
casi idéntico ree (442). La contribucidén de ree a r5 es nula pa
ra valores muy pequenos de rs, y llega a ser cada vez mas impor
tante al aumentar s hasta alcanzar el 100% del valor de rs pa

ra valores de r grandes. En la regién O,l3<:rs £ 0,28, la cur-
s .

va ¢s lincal siguiendo la ecuacidn:

reo = 4/3 r - 0,10 15
s
Asi, los valores de ree pueden calcularse con el valor de r_ob
s 02
tenido de mediciones con exitacién continua con la ccuacidn 15

para valores de r entre 0,13 y 0,28; o con la curva empirica -
S
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de Van Blitterswijk y col. (442) para valores dec Podue caen -
s s
fucra de este rango. El1 parimetro de orden DPIl es entonces cal

culado directamente dec:

[ 16
Sppil = q ro2
r,o

donde r° es el valor de polarizacién limite del fluordéforo en -

un medio congelado. Para el DPH se han reportado valores de r°
de 0,395 (432); 0,390 (433); y de 0,362 (428). En nuestro caso
usamos directamente el valor teébrico de 0,4 tal como recomenda-

ron Van Blitterswijk y col. (442).

11.5.0.- Procedimiento experimental.

En estos estudios de polarizacién de fluorescencia se
utilizé DPH como fluoréforo marcador. Las ventajas del DPH para
estudios en membranas han sido dadas por Shinitzky y Barenholz
(48). Este presenta un alto rendimiento cuintico en medios hi-
drofébicos y una fluorescencia despreciable en medios acuosos,
como todos los fluordéforos aromiticos; y es facilmente incorpo-
rado en sistemas lipidicos. Sus caracteristicas ecspectrales
(ver seccién 111-1.3.2) lo hacen muy ventajoso para este tipo -
de estudios.

Para realizar la incorporacién del LPIl en la membrana
microsomal, a menos quc¢ otra cosa se indique, 1 yl de una solu-
cién de DPH 10—3M en tetrahidrofurano fueron agregados a 3,5 ml
de una solucién dc sacarosa 0,25 M=-EDTA 1,0 mM; agitando vigoro
samente. Esto produce dispersiones claras, estables y prictica-
mente no fluorescentes del marcador en un medio acuoso. Sobre -
esta sc¢ agregd una cantidad de suspensién microsomal contenien-
do 200 ug de proteina, y se completé a un volumen de 4 ml con -
la solucidén de sacarosa-EDTA. De esta manera queda una concen-
tracidon final de 0,25 puM de DPH y de aproximadamente 2§ a 30 yM

en lipidos. Cuando se realizaron mediciones con liposomas de -
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DMPC, se utilizdé la misma concentracién de DPIl, y una concentra
cién de liposomas de 100 yg de lipido/ml; y los liposomas se -
prepararon por sonicacidén durante § minutos a 28°C de 2 mg de -
DMPC e¢n 1 ml de sacarosa 0,25 M-EDTA 1,0 mM. La incorporacién -
del DPIl en la zona hidrofébica de las membranas puede ser segui
da por el incremento en la intensidad de fluorescencia (seccién
III1.1.3.2). Se dejé agitando durante 1 hora a tempecratura am-
biente y en oscuridad antes de hacer las mediciones. Conjunta-
mente con cada muestra se prepard un blanco exactamente de la -
misma manera, con la excepcién de que en lugar de la solucién -
de DPII se agregaron 2 nl de tetrahidrofurano. Estos blancos sir
vieron para descontar la contribucién del light scattering a la
seinal de fluorescencia.

Las mediciones de polarizacién y los espectros de emi
sién y de exitacién fueron realizados en un espectrofotémetro -
Aminco Bowman equipado con dos polarizadores '"glan" desmonta-
bles y ubicables en posicién vertical u horizontal, uno a la sa
lida del monocromador de exitacibén y el otro a la entrada del -
monocromador de emisién (analizador). Los espectros fueron re-
gistrados con un registrador x - y lewlwtt-Packard, mientras -
que ¢l seguimiento de la intensidad de fluorescencia con el -
tiempo se realizd con un registrador Sargent Welch. lLa tempera-
tura fue mantenida con un termostatizador Lauda y medida con un
termémetro digital con el sensor ubicado en un lugar dc la cube
ta sin que interfiera c¢l haz de luz.

Para las mediciones de polarizacidén sc exitdé a 352 nm
con luz polarizada verticalmente, y la intensidad de fluorescen
cia fue medida a 435 nm con el analizador en posicidén vertical
(in), o en posicién horizontal (I4). Una solucién de KOZHa 2,0
*{ fue utilizada como un filtro que permite pasar uGnicamente la
luz de longitud de onda superior a 390 nm, la cual fue colocacda
a la salida del monocromador de emisidén para disminuir la con-
tribucién del scattering de la luz de exitacidén a la seilal de -

fluorescencia que llega al fotomultiplicador. Sin embargo, a pe
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sar del filtro, fuc necesario aplicar una correccién por light
scattering a 1)/ e Il ; a las cuales se descontaron los respec-
tivos I// e 11 de los blancos preparados sin DPII.

Dos tipos de errores en las mediciones de polariza-
cién son producidos por el light scattering (428). Uno es la -
contribucién a la sefial de fluorescencia por el scattering de -
la luz de exitacién. Esta contribuird principalmente a un incre
mento en 1/, y se corrige ficilmente como se indicé. El otro -
error es debido al scattering de la luz emitida por fluorescen-
cia, el cual puede producir una depolarizacién adicional que -
puede ser importante en soluciones de gran turbidez, pcro fue -
despreciable bajo nuestras condiciones de medicién (ver seccién
I11.1.3).

Fue nccesario también aplicar una segunda corrcccién
debida a factorcs instrumentales de error. Un factor de correc-
cién G, fuc calculado exitando con luz polarizada horizontalmen
te y midiendo la fluorescencia con el analizador en posicién ho
rizontal (Ihh) y vertical (Ihv) respectivamente. La rclacién
Ihh/Ihv es ¢l factor de correccidén G. Bajo condiciones ideales,
G seria igual a 1. Sin embargo, debido a imperfecciones ¢n la -
geometria de la celda y otros factores instrumentales puede ha-
ber una cierta polarizacién no debida a las muestras. Este fac-
tor G es constante si se mantienen constantes las condiciones -
instrumentales como el ancho de los slits y usando las mismas -
cubctas, etc.; y fuc de 0,92 en las condiciones normales de me-
dicidn.

La polarizacién y la anisotropfa de fluorescencia se
calcularon de las siguientes ecuaciones:

I/ - G.IT L I/ - G.14
P = r =

1/ + G.1I L Iy + 2.G.1I L

donde I # ¢ 1 L son las intensidades ya corregidas por la con-

tribucién del light scattering. Con estos valores de anisotro-
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’ A P4 S *
pia, se calcularon la 72 y el pardmetro DPH, mediante las ecua

ciones 10, 15 y 16 utilizando un valor de 0,4 para r° (442).

11.9.- DETEXMINACIONES DE RESONANCIA ELECTROMNICA PATANMAGKETE
cA.
I1.9.1.- Teoria general. Principios bdsicos.

La caracteristica bdsica de la resonancia clectrénica
paramagnética es su capacidad para detectar electrones desapa-
reados. La propicdad csencial detectada es el momento magnético
asociado con el spin del electrén. La aplicacién de un campo -
magnético externo a una muestra de una sustanci: con cleclrones
desapareados divide a estos electrones en dos grupos: aquellos
con su spin alineado paralelo y aquellos con su spin antiparalc
lo a la dircccidén del campo magnético aplicado. Los clcctrones
son su momento magnético alineado paralelo a la direccién del -
campo magnético tendrdn su energia reducida en una cantidad 1/2
g{S.H, mientras que los alineados antiparalelos tendrdn su ener
gia incrementada en la misma cantidad, y se produciran dos nive
les de energia (niveles Zeeman). Aqui 1/2 viene el nimero cuin-
tico del spin electrénico igual a + 1/2, el factor(& es llamado
el magnetdédn de Bohr que convierte las unidades de momento angu-
lar ¢n momento magnético, g es una constante adicional, el fac-
tor dc separacién espectroscédpico, y H es la intensidad del cam
po magnético aplicado exteriormente.

Si conjuntamente con el campo magnético externo, se -
aplica una radiacién electromagnética; esta sera absorbida y se
inducira la transicién del nivel de energia inferior al supe-
rior, si se produce la condicién de resonancia de manera que la
cnergia del cuanto de la radiacién hy sea igual a la diferencia

de energia cntre ambos niveles Zeeman, esto es:

hv = g.3.1 1

Asi, los espectros de ES} pueden ser determinados igualmente -

mantenicendo fija la intensidad del campo magnético aplicado II,



y variando la frccuencia de la radiacién electromagnética; o a

la inversa, mantcniendo fija la frecuencia de la radiacidén y va
riando Il. De csta Gltima manera es como funcionan la mayoria de
los espectrémetros de ES.l. De acuerdo con la ecuacién 1, la con
dicidén de resonancia se podrd cumplir con una radiacién electro
magnética de cualquier frecuencia, simplemente aplicando la a-

propiada intcnsidad de campo magnético. Sin embargo,la intensi-
dad de la absorcidén depende de la diferencia de poblacién entre
los niveles y scgun la ley de Maxwell-Boltzman, la distribucién
de poblacidén estd dada por la diferencia de energia cntre los -

niveles a una dada temperatura:

N1 o hY/kT 2

Asi, para aumentar la intensidad de absorcién y la sensibilidad
del método, X1/N2 se¢ hace lo mas grande posible utilizando al-
tas intensidades de campo magnético y radiacién de alta frecuen
cia. Algunos espectréometros funcionan en la region de radiofr;—
cuencia, y otros mas scnsibles en la regién de microondas.

Para un clectrén complectamente libre con ningin movi-
miento orbital, cn ¢l cual todo su momento angular surgce de su
spin, ¢l factor g dc la ccuacidén 1 es de 2,0023. Un gran namcro
de radicales libres, en los cuales el electrén ticnc un orbital
molecular ampliamente deslocalizado, ticnen valores de g cerca-
nos a cste, indicando muy poco acoplamiento a un orbital atémi-
co. Por otro lado, si ¢l clectrén se estid moviendo cn un orbi-

tal atdémico asociado con un Unico adtomo, puede poseer un consi-

derable momento angular orbital, y g estara dado por:

J(J+1) + S(S+1) -L(L+1) 3
2J(J+1)

donde J, S, y L. son los nimeros cudnticos que definen el spin -

total y los momentos magnéticos orbitales. Si el clectrén desa-
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pareado no estd asociado con un atomo libre, sino con un atomo

contenido en una red cristalina sélida o en una cstructura mole
cular, como casi siemprc es el caso, los campos c¢léctricos ac-

tuan sobre los estados de los orbitales y pueden alterar radi-

calmente sus energias, y por lo tanto la ecuacidén 3 ya no es a-
plicable (443).

Varios tipos de interacciones pueden ocurrir en un -
sistema paramagnético. Estas se pueden manifestar dependicndo -
de la naturalcza del sistema y del medio en ¢l que se halla.las
interaccioncs magnéticas pueden ser intra- o intermoleculares,
sin embargo c¢stas iltimas pueden ser evitadas usando mucstras -
en las quc las moléculas paramagnéticas estdn suficicntemente -
diluidas en una sustancia diamagnética. Una interaccién Zceman
pura producird Unicamente dos niveles energéticos, por lo que -
el espectro de ES2 consistird de una unica linea de absorcién -
correspondiente a la transicidén del nivel inferior al nivel su-
perior. Ademds de las interacciones Zeeman, puedcn ocurrir in-
teracciones cntre el clectrén y los momentos magnéticos del ni-
clco (acoplamiento hiperfino), y en el caso de moléculas con -
mas de un electrén desapareado ocurren interacciones entre sus
spins. En ambos tipos de interacciones se pucde producir una se
paraci6én (splitting) en varias lineas de absorcién. Las interac
ciones cntre los spin electrénicos no serin discutidas aqui, ya
que los sistemas normalmente usados en técnicas de marcacidén -
son moléculas con un tnico electrdén desapareado (radicales 1li-
bres).

La scparacién hiperfina surge de la interaccién del -
clectrén desapareado con el momento magnético del nicleo de al-
gin atomo con el cual su O6rbita esta asociada. Si bien no todos
los ndcleos poscen spin y momento magnético no nulo, los que lo

poscen incluyen un gran namero de Atomos que son constituyentes

normalcs de compuestos bioquimicos, como H (I=1/2), (1=1), y
p . 12

F (1=1/2). E1 carbono y cl oxigeno en sus isétopos normales C
1o ) . L, 13, 17 .

Yy O ticnen spin nuclcar cero, pero los isétopos C y 0 tic
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nen spin nuclecar de 1I=1/2 e I=5/2 respectivamente. Si ¢l clec-

tron desaparcado esta confinado a un orbital atémico asociado -
con un solo atomo, entonces las interacciones serin con el mo-
mento magnético de esc dtomo en particular. En ¢l caso de elecc-

trones desaparcados que se mucven en orbitales molecularces al-

rrcdedor de varios atomos, la separacién hiperfina pucde ser -

producida por la intceraccién con varios niicleos difcrentes. La

estructura de miltiples lineas del espectro de ES: surge del he
cho que ¢l momento magnético del spin del electrdén intcractuan-
do con el niclco, "siente" un campo magnético total difcrente -
de acuerdo a cual de las 2I+1 orientaciones posibles es asumida
por el spin nuclecar en el campo magnético estatico. Para un e-

lectron desaparcado interactuando con un nicleo de spin 1, se -
producird la separacién de cada nivel Zeeman en 2I+1 diferentes
subniveles. Solo son posibles las transiciones electrdénicas que
conservan ¢l spin nuclear (AMI=0), y asi el espectro de¢ ESQ con
sistird de 2I+1 lineas de absorcién.

Una valiosa informacién sobre el medio ambiente que -
rodca al electrén desapareado puede ser obtenida del ancho de -
las lincas dc absorcién. Existen dos tipos principales dc inter
accioncs que pueden contribuir al ensanchamiento de las lineas
de absorcidén: las "intcracciones spin-lattice" y las "interac-
ciones spin-spin". E1 primer tipo rcpresenta las interacciones
que pucden tener lugar cntre el electrédn desapareado y su medio
ambiente, ya sca la red cristalina o el resto de la molécula ecn
la que se halla. Estas interacciones son responsables de que la
cnergia captada de la radiacién clectromagnética por cl clec-
trén sc relaje cn el medio o en cl sistema molecular, y hace -
que ¢l proceso de absorcién sea continuo. Este proceso de rela-
jacién spin-lattice acorta el tiempo de vida dc los niveles mag
néticos. De acucrdo con el principio de incertidumbre de lciscm
berg, si un sistema mantiene un estado particular por un tiempo
no mayor que At, la incerteza en la energia del estado no puedc

ser menor que AE~h/At, y por lo tanto estos procesos produci-
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rian un ensanchamiento de las lineas espectrales. El tiempo de -
rclajacién longitudinal o spin-lattice Tl es definido como el -
tiempo quc le lleva al electrén para perder 1/c¢ de la encrgia -
que recibidé de la radiacién electromagnética, y c¢stid inversamen
te reclacionado con el ancho de la linea espectral. Sin embargo,
en condiciones de baja intensidad de radiacidén elcctronagnéti-
ca, para cvitar problcmas de saturacidén, los anchos dc las 1i-
ncas son causados por otros tipos de mecanismos quc modulan 1la
encrgia de los niveles sin causar transicién entre ellos. Estos
procesos mantiencn constante la energia Zeeman total en contras
te con los mecanismos de rclajacién spin-lattice y estan carac-
terizados por un "tiempo de relajacién transversal" T2. Estos -
P

proccsos producen una curva de absorcién Lorentziana cn el es-

pectro dc ES2, del cual puede ser obtenido T2:

1/r2 = ( 3/2)§ 4

dondec J cs la distancia pico a pico de la curva derivada, que -
corrcsponde al ancho de la linea de absorcidén en los puntos de
maxima pendicnte.

Las interacciones spin-spin agrupan a todos los meca-
nismos mecdiante los cuales los spin puecden intercambiar cnergia
cntre cllos mismos. Tales interacciones pucden producir un en-
sanchamiento en la lineca de absorcidn ya seca por accidén directa
de los spins enlre si, o por la induccién de un menor Licmpo dco
vida de los c¢stados de spin. Una de las principales interaccio-
nes de este tipo es la interaccidén dipolo-dipolo ordinaria, 1la
cual pucde considerarse equivalente a la interaccidén clasica de
dos barras magnéticas. Asi, cada uno de los electrones desapa-
rcados rcaccionarid no solo al campo magnético aplicado cxterna-
mente, sino también al campo producido por los otros electroncs
desaparcados. Utro tipo de interaccidén que conduce a un cnsan-
chamicnto de la linea de absorcién son el intercambio dc ener-

gia que ocurre por colisiones entre moléculas paramagnéticas.
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Estas interacciones son despreciables si la molécula que presen
ta el electrén desapareado estd muy diluida en un solvente dia-
magnético. Pero pueden se¢i importantes a altas concentraciones

de la sustancia paramagnética. E1 intercambio de energia por co
lisiones constituye la base del método utilizado en este traba-

jo para la determinacién del coeficiente de difusién lateral.

I1.9.2.- Efecto de la movilidad y el orden sobre el espectro
de ESR. T

Los espectros de moléculas paramagnéticas en solucién
difieren de aquellos para las mismas moléculas ordenadas en una
estructura cristalina. La separacién hiperfina consiste bisica-
mente de dos tipos de interacciones. La primera puede asemejarse
con la clasica interaccién dipolo-dipolo entre los momentos mag
néticos del spin electrénico y el spin nuclear. Esta interac-
cién tendrd una variacién angular dada por (3 c0529 - 1), y va-
riard de un midximo de 2 a un minimo de -1 al variar el angulo -
de 0 a /2. E1 segundo tipo de interaccién es conocida como 1la
interaccién de contacto o de Fermi (19, 443), la cual es casi -
independicnte del 4ngulo entre el campo magnético aplicado y 1la
particular orientacién molecular. Estas interacciones estarin -
presentes para cada nucleo cercano al sitio donde se encuentra
el electrén desapareado, y en el estado sélido se tendri una su
ma de todas estas interacciones. Asi, en una estructura crista-
lina con las moléculas paramagnéticas perfectamente orientadas,
tanko el valor de g como la separacién hiperfina dependeri del
dngulo entre la direccién del campo magnético aplicado y la del
eje del campo eléctrico interno de la estructura cristalina u -
otro elemento determinante de simetria. Por lo tanto, al rotar
el cristal en el campo magnético aplicado se obtendrin diferen-
tes valores de la intensidad de campo de resonancia para las 1li
neas de absorcién, y diferente separacién entre los componentes
hiperfinos. Si por el contrario, las moléculas estén orientadas
completamente al azar en un medio s6lido o de muy alta viscosi-

dad, el espectro de ES2 serid la suma de los espectros individua
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les para cada posible orientacién y asi se observard un'gran en
sanchamiento e las lineas de absorcién.

En el caso de una solucién al estado liquido, las mo-
léculas estan orientadas al azar con respecto a las otras molé-
culas y con respecto a la direccién del campo magnético aplica-
do. Podria suponerse que al promediarse al azar las diferentes
posiciones de resonancia para las lineas de absoreién y las di-
ferentes separaciones hiperfinas asociadas, se produciria un es
pcctro desparramado sobre un amplio rango de intensidad de cam-
po magnético. Sin embargo, este no es el caso general, y en el
estado liquido se produce una promediacién que resulta simamen-
te til. En el cstado liquido, todas las moléculas se estin mo-
viendo rapidamente, de manera que'las moléculas cercanas a un -
determinado electrén desapareado cambian de posicién rapidamen-
te y usualmente en un tiempo mucho mas corfgﬁﬁue el requerido -
para la transicién del spin electrénico. Esto hace que la con-
tribucidén del entorno al campo magnético experimentado por el -
electron desaparcado sea en efecto, un promedio de todas las in
teracciones producidas por las diferentes moléculas que estaban
instantdneamente presentes en el curso de la transicién del
spin. Un promedio de (3 00529 - 1) tomado sobre todos los angu-
los posibles seri de hecho igual a cero. Por lo tanto, si la mo
vilidad de las moléculas paramagnéticas es suficientemente ripi
da,” todos los electrones desapareados experimentarin un mismo -
campo dipolar producido por su entorno, el cual ha sido prome-
diado a cero por tales movimientos.

De esta manera el ancho de las lineas de absorcién -
puede ser ampliamente reducido por este efecto de la movilidad,
y esto explica por que de soluciones liquidas pueden obtenerse
espectros con muy alta resolucién, mientras en los espectros' de
los mismos compuestos en sélidos no orientados se observan 1li-
neas de absorcién muy anchas. Condiciones intermedias de movili
dad, de manera que las reorientaciones ocurran en un tiempo com

parable con el tiempo requerido para la transicién del spin,
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producirin cspectros intermedios. Estas son las razones que ha-
cen que los esjpectros de ESR de sustancias paramagnéticds scan
sensibles a la movilidad y al grado de orientacién de las molé-
culas.

En ausencia de interacciones intermoleculares spin-
spin, la cnergia de los distintos niveles estd dada por la Ha-

miltoniana (47):

donde el primer término representa a las interacciones Zeeman,
el scgundo se debe a la interaccién hiperfina, y el tercero re-
presenta la interaccién entre el spin nuclear y el campo aplica
do y es despreciable bajo las condiciones usuales. En la ecua-
cién § , el vector Hes el campo magnético aplicado,@e y Gn -

son los magnetones electrénico y nuclear réspéctivamente, es

g
el tensor electrénico, g es el operédor spin electrénico, 1 es
el operador spin nuclear, y ? es el tensor de acoplamiento hi-
perfino. Si se define un sistema de coordenadas, los componen-
tes de los tensores g y=% en las tres principales direcciones
(gxx, gyy’ g,,0 T Tyy’ y Tzz) pueden calcularse introduciendo
la sustancia paramagnética en cristales de una sustancia diamag
nética, y determinando el espectro de ESR en las tres orienta-
ciones principales con respecto al campo magnético aplicado. Co
nociendo estos componentes principales, se puede calcular el va
lor esperado de g y de la separacién hiperfina para cualquier -
orientacién (19). Esta anisotropia en E y’? son la base del cal
culo del parimetro de orden S en membranas (444).

Si una molécula paramagnética en un solvente isotrépi
co sufre un movimiento isotrépico ripido en comparacién con el
tiempo de la transicién spin-spin, pueden ser desarrolladas c-
cuaciones relativamente simples para calcular el tiempo de co-

rrelacién 7~ para la rotacién de la molécula, directamente del

ancho de las lineas de absorcién (47). Cuando el movimiento es



muy lento, otro método relativamente simple para el cél?ulo de

T es posible (:7). E1 tiempo de correlacién rotacional puede -

ser usado para calcular la microviscosidad aparente del medio -
dec acuerdo a la ecuacién de Stokes-Einstein, aunque esto solo -
serd rigurosamente vdlido cuando el tamafio de las moléculas mar
cadoras es bastante mayor que las moléculas del solvente (47).

La condicién de movimiento isotrépico, sin embargo,

raramente es aplicable. Aldn pequeifias moléculas en medios isotré
picos pueden sufrir un movimiento isotrépico (47, 445, 446), y
asi sera caracterizado por al menos dos tiempos de correlaciédn,
uno que caracteriza el movimiento alrrededor del eje principal

de la molécula, y otro que caracteriza el movimiento de dicho -
eje (445). Otras posibles complicaciones para calcular T han -
sido dadas por Schreier y col. (47). Estas complicaciones hacen
inaplicable la derivacién de valores de vi§5o§idad de los tiem-
pos de corrclacién. Ademis, en sistemas de membranas el cdlculo
de los tiempos de correlacién serid inexacto debido al ordena-

miento molecular, lo cual contribuird a errores en el calculo -
de T~. Asi, generalmente otros parimetros mas utiles que T~ son
calculados para caracterizar la fluidez de membranas biolégicas

y artificiales.

I1.9.3.- .ladicales nitroxilos.

Los radicales libres que contienen un grupo nitréxido
con un dtomo de N unido a un carbono terciario forman los marca
dores de ESQ mas adecuados (19), ya que tienen una gran estabi-
lidad y presentan un espectro que varia con la orientacién del

radical. Estos radicales tienen la siguiente estructura:

2 R
TRIe
Ny
i ¢ Nx~ cn
3 | 3
0

H
CH4
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Los cuatro grupos metilos ejercen un efecto protector que le -
conficren una gran estabilidad. El espectro de ESQ de estos com
ponentes comprende tres lineas hiperfinas que resultan del aco-
plamiento del spin dcl electrén desapareado con el spin nuclear
del % (I=1).

Radicales nitroxilos han sido unidos a una gran varie
dad de compuestos con diferentes eslructuras y propiedades. Pa-
ra estudios en membranas, el grupo 4-4-dimetil-ii-oxil oxazolidi

na:

es generalmente utilizado unido a‘ﬁcidos grasos, ésteres de Aaci
dos grasos, fosfolipidos o esteroides en diferentes lugares -
(19, 47).

Definiendo un sistema de coordenadas con el eje x a -
lo largo del enlace N-0 y el eje z a lo largo del orbital 2pT
del N, para muchos nitréxidos, los componentes de los tensores
g y T a lo largo de las direcciones x, y, y z, generalmente -
son: gxx':.-ﬁZ,OO9; gyyn_-/2,006; gzzz 2,002; Txx:‘\_f Tyyf_\;ﬁ G; Tzz
2232 G (47). Estos valores pueden diferir en alguna extensidn
de un compuesto a otro con este radical, y también dependen de

la polaridad del medio ambiente (19).

I1.9.4.~- Pardmetro de orden S.

' E1l parametro de orden S en membranas ha sido definido
como una medida de la distribucién de las orientaciones molecu-
lares en relacién a un eje de referencia (47), el cual es gene-

ralmente elegido como perpendicular al plano de la membrana,

s _ _(3 coszfg - 1) 6
2

siendo/B el 4ngulo entre la perpendicular a la superficie de 1la
membrana y la direccién del eje z (a lo largo del orbital 2p TV

del ;i) del grupo nitroxilo. Debe notarse que la derivacién del



parametro de orden no involucra la velocidad de movimiento de -
los marcadores paramagnéticos, y asume que estos son suficiente
mente rapidos en rclacidén al tiempo de la transicibén spin-spin.

Ha sido mostrado que el pardmetro de orden S, en bica
pas oricentadas y cuando el c¢je z es paralelo al eje molecular -
(como ocurre en los doxil-icidos grasos), puede ser calculado -

de (444):

S _Tw - T 7

’ T + T 2
Fzz ( XX yy)/

donde T'y y‘rh. son las separaciones hiperfinas medidas con la -
perpendicular a la superficie de la bicapa paralela y perpendi-
cular respectivamente al campo magnético aplicado. Si los valo-
res principales del teusor T no se conocen en el sistema bajo -
estudio, sc¢ pueden usar los valores de otro sistema, multipli-
cando por un factor dc¢ corrceceién por polaridad all/a’, donde a,

— ~ ' '1 . i [
=1/3 (1“ Tyy Jzz) y o =1/3 (T1n+ 2 TL) (75).

En dispersiones de lipidos distribuidas al azar, los
espectros son la suma de los espectros de todas las posibles o-
rientaciones de la normal a la superficie de la bicapa con res-
pecto al campo aplicado. Aunque hay una distribucién macroscépi
camente isotrdépica de los lipidos, el espectro es dependiente -
del ordenamiento local presente en la bicapa. En este caso, se
pueden estimar I% y T'i de la separacién de las lineas de absor
cidén. lLa distancia entre el primer maximo y el ltimo minimo de
la primera derivada del espectro es una muy buena estimacién de
2t para pardmetros de orden superiores a 0,2 (19). La distan
cia entre el primer minimo y el Ultimo mdximo, por otro lado,
¢s una estimacidén aproximada pero no exacta de 2 Th , y la di-
vergencia se hace mayor al disminuir S (19). Esto hace que el -
cidlculo de S de la scparacién de las lineas de absorcidén sea i-
nexacta en muestras con bajo grado de orden. En sistemas muy or

denado ., el Mltimo miximo no estd bien definido, y esto imposi-



bilita la aplicacidén del método para S» 0,8. Existen otras ma-
neras de¢ calcular S en estus casos, pero exigen mediciones a -

temperaturas tan bajas como -196°C (19).

I[.0.5.- Procedimi:nto cxperimental.

Como marc¢: ‘ores se utilizé &cido estearico con el gru
po doxilo (4,4 dimetil-N-oxil oxazolidina) unido en el carbono
5 0 cn el 16 de la cadena hidrocarbonada (5- y 16-doxil estea-
rico}. Los marcadores fueron disueltos en etanol '(2.10-2 M) vy
agregados a una suspensién microsomal en buffer fosfato 41,7 miMf
p:l 7,4; sacarosa 0,25 M; KC1 48,6 mM y MgCl 1,6 mM para dar una
concentracién rinal de 2.10—4 M. Las muestras fueron sonicadas
por unos scgundos a 4°C bajo atmésfera de N2 e incubadas por 45
minutos a 37°C en oscuridad y bajo Rz. Posteriormente las mues-
tras fuecron inmediatamente enfriadas a 0°C y mantenidas a esta
temperatura hasta el momcnto de las determinaciones de los es-
pectros (antes de las 24 horas). La concentracién final de pro-
tcinas fuc de 20 mg/ml y la relacién en peso del marcaddr a 1i-
pido fue de aproximadamcnte 0,012. A esta relacién, Sackman y
col. (69) mostraron quc las interacciones spin-spin son despre-
ciablces.

Para asegurar la incorporacién del marcador, los mi-
crosomas incubados con estos fueron recentrifugados a 100.000
xg por 00 minutos. El sobrenadante fue separado y el precipita-
do resuspendido en la so0lucidén de buffer fosfato. La compara-
cidén de las intensidades de los espectros de ESR de ambas frac-
ciones mostrd que mas del 907 del marcador se incorporé en los
microsomas.

En algunos experimentos, los lipidos de los microso-
mas marcados con los Acidos doxil-estedricos fueron extraidos -
por el método <. Folch (417), sonicados en la solucién de buffer
fosfato, v el espectro de ESQ fue registrad’c;/.-3

Los espectros fueron registrados a distintas tempera-

turas catre 4 y 45°C, en un espectrémetro Varian 4501 con un -
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klystron como fuente de radiaciédn de microondas, y equipado con
un control de temper.atura variable V 4540. La temperatura fue -
medida con una exactitud de + 0,2°C con un termémetro digital -
con transductor de cstado sé6lido. La intensidad d¢ campo magné-
tico fue d:1 orden de los 3510 gauss, la constante de tiempo de
0,3 y ¢l sweeping range de 250.

Calculo del pardmetro dc orden S: Estos fueron calculados de -

los espectros del dcido §-doxil estearico incorporado en los mi
crosomas o0 en los lipidos microsomales de acuerdo a la ecuaciodn
7. Como los valores de los tensores T no son conocidos en nues-
tro sistema {microsomas de higado de rata), como fue recomenda-
do por Schreier y col. (47), utilizamos los valores del sistema

de Scclig (442) T =1 = 6,1 Gauss T = 32,4 Gauss. Sin embar-
XX vy zz

<

go fue nccesario multiplicar la ecuacién por el factor de co-

rre "_, ) 1 .d d i . 4 do d a = 1 T +T +T =
eccién por polarida a,/ a , nae /3 ( XX | yy zz)

N N
14,9 Gauss y a’ = 1/3 (Th + 2 TL). 2 T fue estimada de la se
paracién entre el primcr minimo y el dltimo miximo y 2 T/Lse es
timé de la separacidén entre el primer maximo y el Gltimo mini-

mo.

Espectros del 4cido 10-doxil estedrico: Debido al bajo grado de

ordcnamicnto en la recgién de la membrana "sentida" por el 4cido
16-doxil estedrico, 1 pardmetro de orden S no pudo ser calcula
do, ya quc la scparacion entre el primer midximo y el Gltimo mi-
nimo en cste caso no es una buena estimacién de 2 T'L . Con este
Acido, la fluidez de la membrana fue caracterizada por la rela-
cion eintre las intensidades de los picos & medio y alto campo -

ho/h-1.

Determinacion del coeficiente de difusidén lateral del

[
.
!

11.9.

adcido 5-doxil esteclrico.

Para estas determinaciones se utilizé el método de -~
Sackmann y col. (69), el cual se basa en la consideracién de -

gque la velocidad de difusién lateral de las moléculas lipidicas
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estd dircctamente relacionada con el nimero de choques por uni-
dad de tiempo entre particulas difundiendo libremente. Un para-
metro convenicnte para medir esta difusién es el ensanchamiento
del cspectro de ESI producido por el intercambio de energia por
colisiones entre moléculas paramagnéticas marcadoras. Esta in-
teraccidn causa un e¢nsanchamiento detectable del espectro a re-
laciones molares de label a 1lipido mayores de 0,025.

E1l ancho de l1a linea central (AH) del espectro del -

dcido §5-doxil estearico incorporado en membranas puede ser ex-~

presado c¢omo:
Al = Ao + Audip + AHex 8

donde AHo ¢s el ancho de linea cuando las interacciones entre
los marcadores son despreciables, es decir cuando 1la sustancia
paramagnética estd muy diluida, y se tom6 para este el valor da
do por Sackmann y col. (69) de AHo = 4 gauss;AHdip es el ensan
chamicnto de linea debido a las interacciones dipolo-dipolo, y
se tomdé para esta ¢l valor de 1 gauss dado por los mismos auto-
res (09). De cstos datos se calculd la frecuencia de intercam-

bio (Wex) por la ecuacibén (69):
)
Wex = 1,4 . 10 . f\Hex 9

La frecuencia de intcrcambio Wex ha sido relacionada a la rela-
cién molar de marcador a lipido e¢ por la siguiente ecuacién

(69):

Vlex =

donde F es el ‘rea por molécula de lipido, dc es la dista ncia
critica para que se produzca la interaccién de intercambio, y
A\ es la longitud de un salto difusional. Todos estos parametros

han sido evaluados por Tratible y Sackmann (84) y por Chapman y
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col. (447), y la ecuacién fue convertida a:

Wex = 5,5 . 1014

Ddiff c/l+c 11

WVex es medida en Hz y Ddiff tiene las dimensiones de cmz/seg.
Esta ecuacién es lineal, por lo que midiendo Wex de QHex es po-
sible graficar Wex en funcién de c/l+c y calcular Ddiff de la -
pendiente.

El espectro de ESR fue registrado a tres diferentes -
relaciones de marcador a lipido. La relacién molar c fue calcu-
lada, con el peso molecular promedio de los lipidos microsoma-
le; obtenido de la composicién lipidica y de la composicidén de

4cidos grasos determinadas como se describié en la seccién II.

4.2.

I1.10.- INCORPORACION DE LIPIDOS EXOGENOS EN MICROSOMAS.

Para modificar la composicién lipidica de los microso
mas, se utilizaron tres métodos diferentes: fusidén, substitu-
cidén y solubilizacidén-reconstitucién. Los primeros dos métodos
son leves modificaciones de los descriptos por el grupo de Met-
calfe y col. (237, 239, 448).

a) Fusién: En este caso los microsomas (30 mg de protefna/ml) -
fueron incubados durante 30 minutos a 30C con cantidades varia-
bles de liposomas de DMPC en una solucion de sacarosa 0;25 M;
KCl 0,75 M y buffer tris-acetato 50 mM pH 8,0. Los liposomas de
DMPC utilizados aqui fueron preparados esencialmente por el mé-
todo de Barenholz y col. (449), por sonicacién de la DMPC en el
medio de incubacién a 28°C (por encima de Tt) durante 12 minu-
tos, seguido de ultracentrifugacién a 160.000 xg durante 120 mi
nutos, y descartando el precipitado y el tercio inferior del -
centrifugado. lla sido mostrado que por este método se obtienen
vesiculas monolamelares de un tamafio bastante homogéneo, quedan
do en el tercio inferior del centrifugado los grandes liposomas

multilamelares(449).



b} Substitucidn: En estec caso, los microsomas (30 mg de protei-
’ g p

na/ml} fueron incubados durante una hora a 2-4°C con diferen-
tes cantidades de DIPC en una solucidén de sacarosa 0,25 M; ﬁCl
0,75 !5 AITP 10 mM; HgSO4 10 mM; y buffer tris-acetato 50 mM pil
8,0 que contenia cantidades variables de desoxicolato de sodio.

Lucgo de la incubacibén, en ambos casos, fusién y subs
tilucidon, los microsovmt; fueron centrifugados a 100.000 xg du-
rante 1 hora, rcsuspendidos en una solucibén de sacarosa 0,25 M
EDTA 1,0 m pH 7,0 v recentrifugando nuevamente, repitiendo -
tres veces estos lavados.

c¢) Solubilizacidén-rcconstitucién: En este caso los microsomas -

fueron diluidos a aproximadamente 10 mg de proteina por ml en -
una solucidn que contenia buffer tris-acetato 50 mM pH 7,5; di-
tiotreitol: KC1l 1,0 !i; glicerol 10% y desoxicolato de sodio
0,55. Se agitd durante 15 minutos a 2-4°C, y se centrifugd a
100.000 xg durante 1 hora y el pequefio precipitado fue descarta
do. El1 sobrenadante rfue mezclado con diferentes cantidades de -
DMPC o DPPC disueltas en desoxicolato 0,5% y dializado durante
24 horas contra 10 volimenes de tris-acetato 50 mM pH 7,5 y di-
tiotreitol 1,0 m{. E1 liquido de didlisis fue cambiado cada 8
horas. Lucgo dec la didlisis, la suspensibén fue centrifugada a -
100.000 xg durante una hora y el precipitado resuspendido en -
una solucidén de sacarosa 0,25 M - EDTA 1,0 mM pH 7,0.

l.os porcentajes de 4cido palmitico (16:0) y dc¢ido mi-
ristico (14:0) exbégenos fueron utilizados como una estimacidén -
de la proporcién de DPPC y de DMPC, respectivamente, que se in-
corpord ¢n los microsomas. El porcentaje de 16:0 exégeno fue -
calculado de¢ la composicién de Acidos grasos determinada por -

cromatografia gas liquido con la siguiente expresién:

% de 16:0 original x

de 16:0 exdgeno =5, d-- 16:0 final-
% de 18:0 original

3 de 18:0 final



donde el ¢ de 16:0 final y el % de 18:0 final son los porccnta-
jes de esos 4cidos en los microsomas tratados, y el % de 16:0 y
de 18:0 original son los porcentajes de esos acidos en los mi-
crosomas originalcs antes de someterlos a los tratamientos. De
la misma manera sc calculé el % de 14:0 exégeno, sin embargo,
ya que el contenido enddgeno en 14:0 de los microsomas es muy -

9

bajo, el de 14:0 exégeno es pricticamente el mismo que el 7%

de 14:0 final.

IT.11.- 111COSCOPTIA ELECTRONICA.

Para los estudios de microscopia electrénica, el mate
rial fue fijado en tetréxido de osmio 1% durante 90 minutos,
deshidratado en etanol y fijado en araldite. Secciones ultrafi-
nas fueron montadas en rejillas de cobre y tefiidas con uranil -
acetato y citrato dec plomo. Las preparaciones fueron observadas

en un microscopio electrénico Elmiscop I.

I1.12.- MODIF1CACION DE LA FLUIDEZ DE LA MEMBRANA POR LA Iii-

CURPORACION DE ALCOHOLES DE BAJO PESO MOLECULAR.

Para estos estudios se utilizaron n-butanol e isoami-

2—CH2—0H. Estos alcoholes se incorporan esponti-

necamente y rapidamente en la membrana, lo cual pudo ser seguido

loi (cng)zcn-cu

por las variaciones producidas en la polarizacién de fluorescen
cia cuando los microsomas fueron marcados previamente con DPIl

(seccidén 1II.4.1). Para las determinaciones enzimiticas los al-
coholes fueron agregados junto a los microsomas directamente al
medio de incubacidén, y luego de 3 minutos las reacciones fueron

largadas por el agregado del sustrato.
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CAPITULO IITI: RESULTADOS Y DISCUSION .
IT1.1.- ESTRUCTURA Y ACTIVIDAD ENZIMATICA DE MICROSOMAS DE -

IITGADO DE QRATA.

IIT.1.1.- Composicién lipidica de la membrana microsomal.

La composicién lipidica de los microsomas de higado -
de ratas aislados como se indicé en la seccibén II.3. se muestra
en la tabla I. Puede verse en ella que los constituyentes mas -
importantes son PC y PE. Ademids de fosfolipidos, los microsomas
obtenidos de ¢sta manera también contienen cantidades importan-
tes de colesterol y de triglicéridos.

En la tabla II se muestra la composicidén de acidos -
grasos de los lipidos microsomales, y en ella se puede ver la -
presencia importante de 4cidos grasos saturados como palmitico
y esteadrico y de una abundante cantidad de{énidos grasos insatu

rados como araquidénico, linoleico y oleico.

ITI.1.2.- Determinaciones de resonancia electrénica paramagnéti-

Ca.

a) Movilidad de las cadenas hidrocarbonadas.

La primera derivada del espectro de ESR del grupo do-
xilo consiste de tres lineas; de alto, medio y bajo campo. Si -
el grupo doxilo puede moverse libremente en cualquier direccién
como ocurrc cuando sc¢ halla en un medio isotrdépico como metanol
a temperatura ambiente, las tres lineas son angostas y tienen a
proximadamente la misma altura. La movilidad del radical libre
es muy restringida si se cncuentra en un medio congelado, y en
este caso la distancia entre las lineas externas y la linea cen
tral aumenta mucho, y a su vez estos picos externos se encuen-
tran distorsionados (450). Cuando el 4cido esteirico es incorpo
rado en microsomas o en dispersiones de lipidos microsomale;,
muestra un espectro intermedio (figuras 6 y 7).

En la figura 6 se ilustra la derivada del espectro -
de ES: del 4cido 16-doxil estedrico incorporado en microsomas -
de higado de rata, y es comparado con el espectro del mismo mar

cador en los lipidos extraidos de los microsomas y del marcador



TABLA I

COMPOSICION LIPIDICA DE MICROSOMAS DE HIGADO DE RATA

LIPIDO PORCENTAJE EN PESO
FOSFATIDILCOLTIY! 34,1 + 1,5
FOSFATIDILETANOLAMINA 20,7 + 3,7
TRIACILGLICEROLES 10,4 + 0,5
LISOFCSFATIDILCOLIIA 6,4 + 1,0
LISOFOSFATIDILETANOLAMINA 11,5 + 2,7
ACIDOS GRASOS LIBRES 4,7 + 0,2
COLESTEROL 9,5 + 2,8
ESFINGOMIELINA 1,1 + 0,1
ESTERES DE COLESTEROL 1,1 + 0,1
‘DIACILGLICEROLES 0,5 + 0,3

fe urilizaron ratas machos de dos meses de edad.
Los valores indicados son la media de tres animales
+ ¢l crror standard. Pequenas cantidades de fosfa-
tidilserina v de fosfatidilinositol son incluidas
junto con fosfatidiletanolamina y esfingomielina

resvectivamente.

— -
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TABLA 1T

CoMPOASTCION DL ACILDOS CRASOS DE LOS LIPIDOS TOTALES

DK MICROSOMAS DL LIGADO DE RATA

ACIDO GRASO PORCENTAJE EN PESO
14:0 0,9+ 0,3
16:0 30,3 % 0,9
16:1 0,5 * 0,3
18:0 25,6 * 1,0
18:1 6,2 * 0,8
18:2 10,8 * 0,3
22:0 0,6 ¥ 0,2
20:4 (wf) 20,0 * 2,6
20:4 (w3) 0,1 % 0,1
20:5 (w3) 0,7 * 0,3
242 G 0,3 % o0,1
22:4 (W) 0,3 0,1
22:5 (W) 0,1 X o0,1
22:5 (W3) 0,2 *o,1
22:6 (W3) 3,4 X 0,3

l.Las determinacicnes se realizaron en los micro-
somas de tres ratas machos de dos meses de edad.
[.Los norcentajes se indican junto al error stan-
dard. Sclo se indican aquellos componentes al-

canzand. nor lo menos un nivel del 0,1 %



disuclto en metanol. Los tres espectros muestran las tres 1li-
ncas tipicas para el grupo doxilo. Los espectros del marcador -
¢n los microsomas, y c¢n la dispersién de los lipidos extraidos
de los microsomas son muy similares, lo cual sugiere que el me-
dio ambiente en el que se encuentra el grupo doxilo es esencial
mente el mismo en ambos casos y serfia fundamentalmente lipidica
El efecto de las proteinas constituyentes de los microsomas no
es percibido.

En ambos espectros, la linea de alto campo es menos -
intensa y mas ancha que el pico correspondiente del espectro -
del marcador disuelto en metanol. Esto puede ser atribuido g -
una restriccién en la movilidad impuesta al marcador por su ubi
cacién en la bicapa lipidica como ha sido demostrado (75, 69).

En la figura 7 se muestra el espectro del 4cido 5-do
xil estedrico en metanol, en microsomas, y en liposomas de los
lipidos extraidos de los microsomas. Puede observarse que tam-
bién para este marcador, el espectro es pricticamente el mismo
en los microsomas que en las dispersiones de los lipidos micro-
somales libres de proteina.

Por otro lado, sin embargo, al comparar los espectros
de ambos marcadores en metanol con los correspondientes espec-
tros en microsomas o en los lipidos microsomales en las figuras
6 y 7, se puede observar que la incorporacién en microsomas o -
en ‘los liposomas de los Acidos §5-doxil o 16-doxil estedrico pro
voca alteraciones en el espectro completamente diferentes para
ambos dcidus. Para el Acido 16-doxil estedrico (fig.6) solo se
observa un pequeiio ensanchamiento de todas las lineas y un apla
namiento del pico de alto campo, indicando que la movilidad del
grupo doxilo esta poco restringida. Para el 4cido §5-doxil estei
rico, por el contrario, las dos lineas extremas de bajo y alto
campo son mu)y alteradas cuando se los jncorpora en microsomas o
en los liposomas, en comparaciédn con el espectro en metanol
(fig. 7), dando espectros tipicos de marcadores moderadamente -

immovilizados. Asi, esto indica una mayor restriccién a la movi



FIGURA 6: Primerz derivada del espectro de ESR del dcido 16~
doxil estedrico en diferentes medios. A) en metanol. B) en mi-
crosomas de higado de rata. y C) en liposomas preparados con

los 1{pidos microsomales.
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lidad cuando el grupo doxilo ge encuentra en la posicidén 5 que
cuando esti en la posicién 16, cuando el marcador se encuentra
incorporado en la membrana microsomal o en vesiculas preparadas
con los lipidos microsomales libres de proteina.

Yo que ~l grupo N-O, responsable del espectro, estd -
rigidamcnte unido a la cadena hidrocarbonada del acido esteari-
co, el espectro refleja la libertad de movimiento de la cadena
del marcador. Por lo tanto, esto indica que la movilidad esta -
mas restringida en el carbono 5 que en el carbono 16 de la cade
na del 4cido estearico.

lla sido demostrado que los marcadores derivados de a-
cidos grasos como los usados en estas experiencias se orientan
con su eje mayor aproximadamente perpendicular a la superficie
de ciertas mcmbranas (451) y de interfases agua-fosfolipido -
(452), ubicandose su grupo carboxilo en la regién de los grupos
polares de¢ los fosfolipidos que constituyen la membrana. Asi,
como fue demostrado (09), el 4cido 5-doxil estedrico es sensi-
ble a los cambios estructurales y de movilidad de la regién po-
lar de la membrana, micntras que el adcido 16-doxil estedrico ex
plora e¢l interior hidr;fébico de la bicapa lipidica. En conse-
cuencia como se ilustra en la figura 8, la libertad de movimien
to es mayor en el interior hidrofébico de la membrana microso-

mal que en la zona mas cercana a la interfase agua-lipido.

b) Paradmetro de orden S.

Del espectro obtenido con §5-doxil estedrico se calcu-

1

Ch

el pardmetro de ordon S, por el procedimiento descripto en -
el capitulo 1I. Este dio un valor de S=0,58 a 37°C y de S=0,65

a 23°C para microsomas de higado de ratas de un mes de edad. Un
valor de $-0,71 fue calculado para microsomas de higado de cone
jo (321). Estos valores caen en el extremo mas bajo del rango -
de valores del pardmetro de orden S determinados por este méto-
do en membranas biolégicas. Por ejemplo, se han calculado valo-

res de S=0,8 para sarcosomas, S=0,83 para eritrocitos humanos,



y $-0,%0 para linfocitos humanos (453).

los valores del parimetro de orden S para los liposo
mas preparados con los lipidos microsomales como se menciond
anteriormente, muestra valores de $=0,56 a 37°C y de S=0,63 &
23°C. los cuales son pricticamente los mismos que para los mi-
crosomas completos. Asi, la alta fluidez de la membrana micro-
somal de higado de rata, a temperatura fisiolégica, estaria -
fundamcntalmente determinada por sus constituyentes lipidicos,
ya que la prescncia de las proteinas microsomales no influye -

mayormente .

c) Influencia de la temperatura sobre la movilidad y el grado

de orden.

En la figura 0 se muestran los espectros del acido -
16-doxil estcdrico incorporado en los microsomas medidos a d&-
ferentes temperaturas. Puede observarse un progresivo agudiza-
miento y enangostamiento de todas las lineas del espectro al -
incrementar la temperatura, indicando un aumento en la "flui-
dez" dc¢ la regién hidrofébica de la membrana al aumentar la -
temperatura. Algo similar se observé cuando los microsomas fue
ron marcados con 5-doxil estedrico (fig. 10), por lo que el in
cremento en movilidad por la temperatura también ocurre en la
regidén mas ccrcana a la superficie hidrofilica de la membrana -
microsomal.

La dependencia de la temperatura del parametro expe-
rimental bo/h-1 del espectro de ESR de microsomas y dispersio-
nes de lipidos microsomnales marcados con 1l6-doxil esteirico se
muestra en la figura 11. Ninguna quebradura o cambio brusco de
pendiente que pueda indicar una transicibén de fase puede recono
cerse en e¢sas curvas, ni en los microsomas completos ni en los
liposomas preparados con los lipidos microsomales. Asi, esto -
mostraria que en ¢l rango de temperatura medido, no ocurre nin-
guna transicién de fase liquido cristalino-cristalino o cambio
de una estructura ordenada a un estado desordenado en la regidn

hidrofébica de la membrana microsomal. Los microsomas y los 1i-
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FIGURA 9: Efecto de la temperatura sobre el espectro de ESR del

dcido 16-doxil estedrico incorporado en microsomas de higado de

rata.



FIGURA 10; Efecto de la temperatura sobre el espectro de ESR del
dcido 5-doxil estedrico incorporado en microsomas de hfgado de

rata.
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pidos microsomales mostraron curvas muy similares y la relacién
ho/h-) no fue muy diferente entre ellos a alguna temperatura.

Los valores del parametro de orden S, obtenidos de -
lus espectros de j-duxil cstedrico en microsomas y en los lipo-
somas fucron determinadus a diferentes temperaturas entre 4° y
42°C. Estos valores fucron graficados versus la temperatura en
la figura 12. Puede verse que S decrece continuamente al aumen-
tar la tempcratura par. ambos sistemas. Esta disminucidén se pro
duce sin quebraduras que podrian indicar una transicién de fase
en la regién polar de la membrana, a la cual es sensible este -
marcador.

l.La figura 12 muestra una concavidad hacia arriba en -
la curva, que es mas notable en los microsomas. Esto puede ser
originado por la prescincia de dos zonas lipidicas diferentes de
la membrana que presentan distinta dependencia de la fluidez -

con la temperatura.

d) Difusién latcral del dcido §-doxil estedrico en la membrana.

El coeficientc de difusidén lateral para éste acido -
fue determinado para los mismos microsomas. E1 espectro de ES2
fue determinado a tres difercntes relaciones de marcador a lipi
do microsomal. Las rclaciones molares de marcador a lipido se -
calcularon determinando el peso molecular promedio de los lipi-

dos microsomales, por mcdio de la composicién lipidica de los

microsomas determinada por cromatografia en capa delgada y de -
la composicion de Acidos grasos determinada por cromatografia -
gas-liquido.

Los valores dc¢ AHex y Wex calculados son resumidos -
en la tabla 1I1. El coeficiente de difusién lateral calculado -
fue de 0,5 . 10~ cmg/seg. a 37°C. Este valor es menor que el -
enconlrado para la difusién de fosfolipidos en reticulo sarco-
plismico (7,5 . 10—8 cmz/seg. a 40°C) (175) y en microsomas de
concjo (lO—7 cmz/seg. a 30°c) (117).

Este resultado aunque aproximado, demuestra una ripi-

da difusién lateral de las moléculas lipidigas en la membrana -
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microsomal. Esta difusién puede llevar en primera instancia a
una distribucién al azar de las moléculas. Esto también mues-
tra que la membrana funciona como un sistema bidimensional des

de el punto de vista cinético.

II1.1.3.- Determinaciones espectrofluorométricas y épticas.

a) Fluorescencia de N-fenil-l-naftilamina y light scattering.

En la figura 13 se observa la influencia de la tempe
ratura sobre la intensidad de fluorescencia emitida por la K-
fenil-l-naftilamina, cuando se la incorporé como marcador fluo
rescentc en la membrana microsomal completa y en liposomas pre
parados con los lipidos extraidos de microsomas.

Si la membrana en la que se encuentra incorporado es
te marcador sufre una transicién de fase, ocurre un brusco cam
bio en la intensidad de fluorescencia debido a que es excluido
hacia la fase acuosa cuando la fase lipidica cambia de un esta
do fluido a un estado ordenado.

lLas curvas obtenidas tanto para microsomas completos
como para los liposomas de los lipidos miciEsamales fueron com
pletamente linealcs en ¢l rango de temperatura estudiado. Esto
indica que ninguna transicidén o separacién de fase, capaz de -
excluir a este marcador desde la fase lipidica hacia la fase -
acuosa, ocurre en este rango de temperatura.

En la figura 14 se muestran las curvas de intensidad
de light scattering en funcién de la temperatura para los mi-
crosomas completos y para una dispersi6n de los lipidos extrai
dos dec los microsomas. La intensidad de luz dispersada es ma-
yor cuando la bicapa se encuentra en el estado ordenado que -
cuando se encuentra e¢n el estado fluido. Asi, si la membrana -
sufre una transiciéon de fase ocurre un cambio brusco en la in-
tensidad de luz dispcrsada.

Como tanto en los microsomas completos como en las -
dispersiones de los lipidos microsomales libres de proteina -

las curvas de light scattering fueron lineales, esto indica ‘la
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FIGURA 13: Efecto de la temperatura sobre la intensidad de fluo-
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ausencia de un cambio de fasc de los lipidos en este rango de

temperatura que pucda ser detectado por este método.

b) Polarizacién de fluorescencia.

La incorporacién del 1,6-difenil-1,3,5,-hexatrieno -
cn microsomas puede ser seguida en el tiempo por el incremento
en la intensidad de fluorescencia. En la figura 15 se puede -
ver que cuando a una suspensién no fluorescente de DPH(lO—éM)
en sacarosa 0,25 M-EDTA 1,0 mM pH 7,0 se le agregaron microso
mas (100 ug de proteina/ml), la intensidad de fluorescencia au
menté continuamente con el tiempo hasta alcanzar un valor midxi
mo constante a los 40 minutos (a 25°C). lo cual indica que se
completé la incorporacibén del fluoré6foro en la fase lipidica -
de 1a membrana.

En la figura 16 se pueden observar los espectros de
exitacién y de emisién para el DPH incorporado en microsomas -
de higado de rata. Estos espectros son muy similares a los que
se obtienen cn hexano y en liposomas artificiales (428). La -
gran scparacién entre las bandas de absorcién y de emisién dis
minuye la probabilidad de depolarizacién por transferencia de
energia entrec moléculas de DPH vecinas, y facilita la elimina-
cidon de la contribuciéon del scattering de la luz de exitacidn
a la senal de fluorescencia detectada. En la misma figura se -
muestra que la polarizacién de fluorescencia (medida como I /

I1) se mantiene constantc cuando se exita a lo largo de la ul-

-
~ e ~

tima banda de absorcidn.
Como se vio en la seccién II.8.6., el scattering pro
ducido por soluciones turbias puede dar lugar a dos tipos de ¢
rrores en las medicioncs de polarizacién. Uno es producido por
el scattering de la luz de exitacién que se corrige facilmente
como se indicé. El otro tipo de error es debido a una depolari
zacién adicional producida por el scattering de la luz emitida
por fluorescencia. Para evaluar este error, una suspensién de
microsomas (1,6 mg de proteina/ml) marcada con DPH (8 nM), fue

sucesivamente diluida, y relacién Iy/IL (corregida por el sca-



ve
3
it

relat’

40.

o

Fluorescencia

1) 2 ki) 0

Tiempoiminutos!

FIGURA 15: Incremento en la fluorescencia emitida por el DPH al

incorporarse en la zona hidrofdbica de la membrana de microso-

mas hendticos de rata.



| /2 nm
I
ec .
1
| =
! )
' i
A 436 nm e
< P
> J \ ] “ &
- GC L} ! ‘\\ :
- 1
\ N
" ﬁ ! \ aQ
o ! ' o
|} -
- 1 \ L o
N \ 3
\ —
© AO / ! \ —
3 . | \ J
© \ N
.. ! \ e
V) ‘ \
c ! \
) ' \ |
-~ ]
C \
< 26 , .
! \\
L
! \\
' \
AN
l' \\ -
b S 4 . — - > =
300 4do 500 600 nm

tongitud de onda

FIGURA 16: Espectrous de exitacién, de emisidn y de polarizacidn

del DPH incorporado en microsomas de hfgado de rata.

(

(m==-- ) cspectro de fluorescencia

) espectro de exitacidn.

(e——e) espectro de polarizacidn de emisidn (Ij/Il).



-154-

///

ttering de la luz de exitacién y por G) fue evaluada en cada -
uina de las diluciones. Como puede verse en el tabla IV, a medi
da que la suspensién fue diluida la polarizacién (If/I1) aumen
td hasta alcanzar un valor constante por debajo de 100 ug de -
protceina microsomal/ml, indicando que la depolarizacién debida

al scatteing c¢s despreciable a esas concentraciones de la sus

—
<
- v

pension microsomal.

Por otro lado, en la tabla V se puede ver que cuando
una suspensién de microsomas (50 ug de proteina/ml) fue marca-
ca con distintas cantidades de DPH, la polarizacién de fluores
cencia {IMn/71) se mantuvo constante ain para una concentracién
de DPIl de L m'i, lo cual corresponde a una relacién molar de 1i
pido a DPIl de 25:1 aproximadamente. Esto indica que ain a es-
Las concentraciones altas de marcador no ocurre depolarizaciodn
por transicrencia de energia cntre moléculas de DPH y que la -
microviscosidad aparencte de la membrana microsomal no se ve a-
fectada por la incorporacién del DPH en estas concentraciones.
Por cstas raczones, para cvitar estos errores se eligieron las
condiciones dadas en la seccién II.8.6., para las determinacio
nes de fl v de SDPH.

la microviscosidad aparente de la membrana, calcula-
da del grado de polarizacién de la fluorescencia emitida port -
¢l DPH incorporado como marcador en la fase lipidica, fue cal-
culada a distintas temperaturas entre 5° y 40°C. E1 logaritmo
de la microviscosidad aparente graficado en funcién de la in-
versa de la temperatura absoluta se muestra en la figura 17.
Puede observarse que esto da una recta sin algin cambio de pen
diente que indique alguna transicién de fase o alteracidén de -
la estructura dc la fasc lipidica capaz de afectar a la veloci
dad d¢ rotacién del fluordforo.

La microviscosidad obtenida a 36°C fue de 1,20 Poise
y a 23° de 1,90 Poisc. La microviscosidad aparente en membra-
nas bioldégicas varia entre 1 y 10 Poise a temperatura ambiente

(48). Asi, la membrana de microsomas de higado de rata presen-



DEPOLARTZACINN DEBIDA AL SCATTERING DE LA
FLUORESCE'CIA EMITIDA

CONCENTRACION CONCENTRACION
_ ' In/Io*
DL DPE DE MICROSOMAS
me de protefna
(M) '
ml
8,00 1,60 1,215
4,09 0,80 1,275
2,00 0,40 1,330
1,00 0,20 1,365
0,50 0,10 1,373
0,25 0,05 1,370
Cew
0,125 0,025 1,375

* Determinado a 2/°C.



TABLA V

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE DPH SOBRE LA POLARI-
ZACION DE FLUORESCENCIA EN MICROSOMAS DE HIGADO DE
RATA*

CONCENTPACION DE DPH In/11
N (nM)

1,00 1,350

0,50 1,347

0,25 1,351

0,125 1,348

* 50 ueg de proteina microsomal/ml en sa-
carosa 0,25 M; EDTA 1,0 mM; pH 7,0 a
27°C.
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FIGURA 17: Influencia de la temperatura sobre la microviscosidad
aparente (fi) de microsomas de hfgado de rata, calculada del
grado de depolarizacidn de fluorescencia del DPH incorporado en

1a membrana como marcador.
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den (Sppy) de microsomas de hfgado de rata, calculado del grado
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porado en la membrana como marcador.
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ta un valor de microviscosidad aparente que cae en el extremo
inferior del dicho rango. Esto indica un alto grado de fluidez
para esta membrana.

En la figura 18 se muestra la dependencia de la tem-
peratura del pardmetro de orden SDPH. SDPH disminuye progresi-
vamente con la temperatura sin que se produzcan cambios brus-
cos de pendiente, indicando asi la ausencia de una transicién
de fasc. SOPli dio un valor de 0,44 a 36°C. Esto indica un bajo
grado de ordenamiento que permite una relativamente alta liber
tad de rotacién del fluorbé6foro en el interior hidrofdébico de -
la membrana. La gran mayoria de las membranas bioldégicas pre-
sentan parametros de orden SDPH superiores a este (442).

—~
- ‘5
< e

I1I.1.4.- Efecto de la temperatura sobre la actividad de enzi-

mas microsomales.

a) Sistema de la glucosa-6-fosfatasa.

ia figura 19 muestra la curva de Arrhenius de la ac-
tividad dc la G-0-P fosfohidrolasa en microsomas de higado de
rata. Esta muestra una linea recta sin discontinuidades o que-
braduras cntre 10 y 40°C. Ha sido reportado sin embargo, que -
esta actividad cnzimdtica muestra curvas de Arrhenius no linea
les en microsomas de higado de cobayo (331) y en microsomas de
Tetrahymena pyriformis (235), las cuales fueron atribuidas a -
alteraciones estructurales termotrépicas en la fase lipidica -
de la membrana. Asi, estos resultados pueden ser considerados
como indicativos de la ausencia de una alteracién en la estruc
tura ¢de los lipidos que circundan a esta enzima en el rangoide
temperatura estudiado.

Como vimos en la parte de Introduccién, la reaccidn
de la G-0-Pasa consta dc dos etapas: a) el transporte de la G-
0-P desde cl exterior hacia el interior de la vesicula microso
mal y 1) la hidrélisis de la G-6-P por una hidrolasa unida a -
la superficie interna de la membrana microsomal. La etapa limi

tante de todo el proceso cn vesiculas intactas es la etapa del
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FIGURA 19: Curva de Arrhenius de la actividad glucosa-6-fosfata-
sa en microsomas de higado de rata: a) sin nigdn tratamiento
previo (o—o0), ) pretratados con desoxicolato de sodio 0,1 %
(p/@) (a—0), y <) pretratados con Triton X-100 0,1 % (v/v)
(e——e). Los intervalos del 95 % para las energfas de activacidn
aparentes son las siguientes; Microsomas sin tratar = 14,8 + 0,8
Kcal/mol; Microsomas pretratados con desoxicolato = 10,2 + 0,5
Kcal/mol; y Microsomas pretratados con Triton X-100 = 10,1 + 0,6
Kcal/mol. Hubo una diferencia altamente significativa (p< 0,001)

entre las Ea de los microsomas sin tratar y los tratados con los

detergentes.
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transporte. Asi, la curva de la figura 19, en microsomas no
tratados. nos muestra la dependencia de la temperatura del pro-
ceso de transporte de la G-6-P a través de la bicapa lipidica.

Cuando los microsomas son tratados previamente con -
detergentes, desaparece la barrera de permeabilidad a la G-6-P,
y ¢sta tiene libre acceso a la hidrolasa en el interior de las
vesiculas. En estas condiciones puede medirse entonces la acti-
vidad del componente hidrolitico. En la figura 19 se muestran -
también las curvas de Arrhenius de la actividad G-6-Pasa en mi-
crosomas de higado de rata previamente tratados con desoxicola-
to de sodio 0,1 ¢ o con Triton X-100 0,1 4. De su observacién y
comparaciéon con la de los microsomas no tratados pueden extraer
se dos conclusiones: a) La energia de activacién (Ea) aparente
de la reaccién es menor en los microsomas tratados con detergen
tes (10,2 Kcal/mol) que en los microsomas sin tratar (14,8 Kcal
/mol). Estas fueron significativamente diferentes en el nivel -
del 0,1 al ser analizadas estadisticamente. Esto indica que -
la temperatura tiene una mayor influencia sobre el transporte -
de la G-0-P a través de la membrana que sobre la actividad hi-
drolitica propiamente dicha; y b) La curva de Arrhenius de la -
actividad hidrolitica también es completamente lineal en el ran
go de temperatura estudiado, como lo muestran las curvas obteni
das en microsomas en los que se elimindé la barrera de permeabi-
lidad mediante el tratamiento con detergentes.

En el cuadro VI, se resumen las actividades obtenidas
a l5 y a 20°C en los microsomas tratados con detergente y en -
los no tratados. El1 incremento en actividad al eliminar la ba-
rrera de permeabilidad indica que la etapa determinante de la -
velocidad de la reaccién en los microsomas no tratados es la ac
tividad traslocadora de la G-6-P a través de la bicapa Yipidi-
civ.

Los microsomas pretratados con Tritén X-100 mostraron
una actividad levemente superior que los tratados con desoxico-

lato de sodio. Esto puede ser debido a un leve efecto inhibito-
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rio de este Gltimo detergente sobre la actividad hidrolitica,
que yu ha side descripto por el grupo de Arion(393). Sin embar
2o ¢n algunas expericicias posteriores se continudé utilizando

desoxicolato de sodio va que a estas concentraciones la inhibi

cidén es muy leve.

b) Sistema desaturante de acidos grasos.

La figura 20 muestra la curva de Arrhenius de la A9
desaturacion del 3dcido palmitico a palmitoleico y la de la A6
desaturacién del 4cido linoleico a 18:3 wd en microsomas de hi
gado de rata. lLas curvas de Arrhenius para ambas reacciones -
muestran un cambio lineal del logaritmo de la actividad sin -
ninguna quebradura o discontinuidad en el rango de temperatura
estudiado. La Ea aparente es bastante similar para ambas reac-
ciones, del orden de 15 Kcal/mol.

Las reacciones de desaturacién medidas son el resul-
tado de una serie¢ de reacciones individuales que comienzan con
la sintesis de los tioésteres acil-CoA, continiia con el trans-
portce de clectrones desde el NADH hasta el oxigeno molecular a

través de una serie de proteinas: la citocromo b_ reductasa,

5
el citocromo b_, y la desaturasa. Conjuntamente con la reduc-
cién del Fekk+‘no hceminico de la desaturasa y su reoxidacién -
por el oxigeno molecular se produce la desaturacién del acil-
CoA. La etapa mas lenta de toda esta secuencia de reacciones -
es la desaturacion del acil-CoA (357, 252).

Asi, los resultados obtenidos reflejan el efecto de
la temperatura sobre esta etapa determinante, y por lo tanto -
la linealidad de las curvas de Arrhenius indica la ausencia de
una transicién de fase en los lipidos que circundan a las desa
turasas ¢n el rango dc temperatura medido.

Ha sido demostrado que al menos la A9 desaturasa es
capaz de responder a la transicién de fase de los lipidos.Cuan
do esta enzima puriricada fue incorporada en liposomas de DMPC,

conjuntamente con citocromo b5 y citocromo bS reductasa, mos-
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FIGURA 20: Curvas de Arrhenius de las actividades desaturantes de
dcidos grasos en microsomas de hfgado de rata. a) A9 desaturacidn
de dcido palmitico (e—e), y b) A6 desatur.a.cién del _éc}do lino-
leico (o——o0). Los intervalos de confianza del 95 % para las Ea
fueron; 6 desaturasa 15,2 + 1,3 Kcal/mol; y A9 desaturasa 14,8

+ 1,2 Kcal/mol,
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tré una quebradura en su curva de Arrhenius con un cambio de -
pendiente alrrededor de 24°C, que es la temperatura de transi-
cién de fase de la DHPC.

Cuando las actividades NADH-ferricianuro reductasa y
NAbil-citocromo ¢ reductasa se investigaron en microsomas de hi
gado de rata, sus curvas de Arrhenius fueron también completa-
mente lincales entre 10 y 40°C como se puede-ver en la figura
21.

La primera reaccidén consiste en la reduccién del fe-
rricianuro por el LAJIl, y es catalizada por la NADH-citocromo
b5 reductasa, que es una flavoproteina anfipitica unida a la -
membrana microsomal (363, 364). La segunda reaccién mide la -
transferencia de electrones desde el NADH hasta el aceptor e-
xégeno citocromo ¢, a través de la flavoproteina citocromo bS
reductasa y del citocromo bS, siendo la etapa determinante de
esta rcaccion la reduccidén del citocromo bS por la flavoprotei
na (251).

Es importante serialar que la Ea aparente para la
XADH-ferricianuro reductasa (9,2 Kcal/mol) es algo algo menor
que la Ea aparente para la NADH-citocromo c¢ reductasa (11,7
Kcal/mol). Asi, la temperatura tiene una influencia algo mayor

sobre la reduccibén del citocromo bS por la citocromo b_ reduc-

tasa, que sobre la reduccién de la flavoproteina por ei NADH.
Esto puede verse mejor en la figura 22 en la cual se expresa -
la actividad NADH-citocromo c¢ reductasa como un porcentaje de
la actividad NADl-ferricianuro reductasa en funcién de la tem-
peratura. Puede verse en esta figura, que la actividad relati-
va de NADIll-citocromo c¢ reductasa a NADH-ferricianuro reductasa
aumenta linealmente al aumentar la temperatura. A una tempera-
tura determinada, la actividad NADH-ferricianuro reductasa pue
de ser considerada como la velocidad mixima de la actividad -
NADli-citocromo c reductasa que se alcanzaria cuando la rela-
cidén de citocromo b5 a citocromo b_ reductasa es suficientemen

5

te alta (363, 251). Asi, la figura 22 muestra un incremento en
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FIGURA 21: Curvas de Arrhenius de las actividades del sistema de
transporte de electrones del citocromo b5 de microsomas de higa-
do de rata. a) NADH-ferricianuro reductasa (e—e), y b) NADH-
citocromo ¢ reductasa (o—o0). Los intervalos de confianza del
95 % rara las Ea fueron: NADH-ferricianuro reductasa = 9,2 + 0,9

Kcal/mol; y NADH-citocromo ¢ reductasa = 11,7 + 0,5 Kcal/mol.
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FIGURA 22: Influencia de la temperatura sobre la actividad NADH-
citocromo ¢ reductasa relativa a la NADH-ferricianuro reductasa.
La actividad relativa se calculd de:

% de activi-  jsactividad NADH-citocromo c reductasa ) 100
dad relativa ‘2 xactividad NADH-ferricianuro reductasa -

El factor 2 que multiplica a la actividad NADH-ferricianuro re-
ductasa sc debe a jue esta se expresa como nmoles de NADH oxida-
dos en la unidad do tiempo, mientras que la NADH-citocromo ¢ re-
ductasa es cxpresada como nmoles de citocromo ¢ reducidos por
minuto, y la estequiometrfa de la reaccidn requiere 2 moles de

citocroro ¢ por mol de NADH.
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v/Vmax con la temperatura para una determinada relacién de ci-

tocromo b_ a flavoproteina. En estos microsomas, la cantidad -

5
de citocromo bs fue estimada en 0,44nmoles/mg de proteina, y -
la cantidad de citocromo b5 reductasa fue de 0,041 nmoles/mg -

de proteina. Esto da una relacién de 11 moléculas de citocromo

b_ por cada molécula de citocromo b_ reductasa aproximadamente

c
’ El grupo de Strittmatter %251) incorporé en vesicu-
las artificiales de DMPC distintas proporciones de citocromo, -
b5 y de citocromo b5 reductasa purificadas, y observaron que -

cuando la relacibén de citocromo bS a citocromo b5 reductasa
fue baja, la reaccién NADH-citocromo c¢ reductasa mostré un
brusco decscenso en su actividad al disminuir la temperatura -
por debajo de 24°C, que es la temperatura de transicién de fa-
se de la DMPC. La curva de Arrhenius de la NADH-ferricianuro -
reductasa, por el contrario fue completamente lineal. Ademis -
cuando sc¢ representd la actividad NADH-citocromo c¢ reductasa -
como porcentaje de su actividad maxima, la NADH-ferricianuro -
reductasa, esta mostré un brusco incremento al subir la tempe-
ratura por encima de 24°C. Sin embargo, cuando la relacién de
citocromo b5 a flavoproteina fue alta, ninguna de las dos reac
ciones fuec afectada por la transicién de fase y la representa-
cién de la actividad NADIli-citocromo ¢ reductasa como porcenta-
je de la actividad NADH-ferricianuro reductasa fue lineal.

' Estos resultados fueron atribuidos a que a bajas re-
laciones de citocromo b5 a citocromo bS reductasa, el factor -
determinante de la velocidad de la reaccién NADH-citocromo c -
reductasa es la difusién lateral de las proteinas citocromo b5
y citocromo b; reductasa en el plano de la bicapa lipidica. La
velocidad de difusién lateral limitaria el nimero de encren—
tros entre las proteinas y la consecuente transferencia de e-
lectrones cntre ellas.

E1l brusco dcscenso en la actividad de la NADH-cito-

cromo ¢ reductasa por debajo de 24°C fue atribuido a una dismi

nucién de la velocidad de difusidén lateral de las proteinas -
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cuando la fase lipidica se encuentra en el estado cristalino.
A altas relaciones de citocromo bs-a citocromo b5 reductasa,la
difusién lateral ya no es limitante de la velocidad, sino que
lo es la actividad de la flavoproteina, y esta parece ser inde
pendicnte del estado fisico de los lipidos de la membrana.

En nuestros experimentos, la linealidad de la curva
de Arrhenius de la NADH-citocromo c reductasa podria indicar -
la ausencia de una transicién de fase en los lipidos de la mem
brana microsomal, o bien una relacién de citocromo b5 a cito-
cromo b5 reductasa lo suficientemente alta como para hacer qye

la difusién lateral no sea determinante de la velocidad. Sin -

embargo, esta ultima posibilidad puede ser descartada ya que

en todo el rango de temperatura estudiado, la actividad NADI-
ferricianuro reductasa fue bastante superior a la actividad -

NADH-citocromo ¢ reductasa. Ademds, la relacién de citocromo

b; a citocromo b5 reductasa calculada esta por debajo de 45,
que es el valor por encima del cual la transicién de fase de -
la dimiristoil fosfatidilcolina dejé de afectar a la curva de
Arrhenius de la NADH-citocromo c¢ reductasa (251). Por lo tanto
puede concluirse que en la membrana microsomal de higado de ra
ta, no ocurre ninguna transicién de fase que pueda afectar a -
la difusién lateral del citocromo bS y a su reduccién por la -
citocromo bS reductasa.

E1l incremento en el porcentaje de su velocidad maxi-
ma con la temperatura para la reaccién NADH-citocromo c¢ reduc-
tasa (figura 22), puede indicar un aumento en la velocidad de
difusién lateral del citocromo b_ debido a un aumento en 1la

5

fluidez de la fase lipidica con la temperatura.

I1I.1.5.- Discusién.

a) Estructura de la membrana microsomal.

Los espectros de ESR de derivados doxil estearico in
corporados en la membrana microsomal indican que el grupo doxi

lo es capaz de sufrir un rdpido movimiento anisotrépico. Sin
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embargo, estas experiencias también mostraron que el movimien-
to de las cadenas hidrocarbonadas es mucho mayor y mas isotré-
pico ¢n el interior hidrofébico de la membrana que en la zona
mas polar de la misma.

Este gradiente de movilidad o de fluidez al ir de 1la
zona mas polar a la regidén hidrofébica central de la bicapa 1i
pidica ha sido mostrado también en otros tipos de membranas -
biolégicas (178, 179) y en membranas artificiales (74, 75, 71,
72) por métodos de resonancia electrdénica paramagnética (74,75
178, 179, 73), por resonancia magnética nuclear (71, 72) y por
polarizacién de fluorcscencia (76).

i,a determinacién del pardmetro de orden S del espec-
tro de ES: del dcido 5-doxil estedrico, y también el determina
do del grado de depolarizacién de la fluorescencia del DPH, in
dican que a temperaturas fisiolégicas, la membrana microsomai
de higado de rata presenta un grado de fluidez muy alto, ya -
(que este parimetro cae entre los valores mas bajos determina-
dos para otras membranas biolégicas.

La microviscosidad aparente determinada de la depola
rizacién de fluorescencia del DPH, indica también que este mar
cador presenta una gran libertad de movimiento rotacional cuan
do se encuentra incorporado en la membrana microsomal.

ias proteinas de membrana pueden afectar de diversas
mancras a la estructura y fluidez de la fase lipidica en la -
que se encucntran (ver capitulo I). Sin embargo, las proteinas
integrales de la membrana microsomal parecen tener muy poca in
fluencia sobre la movilidad de los acidos doxil estedrico, uti
lizados cn estas experiencias como marcadores de ESR:. Esto su-
giere que ¢l medio ambiente en el que se ubican estos marcado-
res es esencialmente lipidico y estaria de acuerdo con lo suge
rido por Marcelja (138) en que las proteinas solo afectarian a
la c¢structura la movilidad de unas pocas moléculas de lipi-
dos en su cntorno inmediato. Asi, estos efectos no serian per-

cibidos por estos marcadores si estos son excluidos de ese



"anulus" lipidico que circunda a las proteinas o si la propor-
cién de los lipidos afectados por las interacciones lipido-pro
te’na es baja en relacién al total de los lipidos de la membra

Como sc¢ vio .en el capitulo I, transiciones de fasé -
de un c¢stado desordenado a un estado ordenado de los lipidos -
han sido detectadas en una gran variedad de membranas biolégi-
cas por diferentes métodos fisicos. En el caso de la membrana
del reticulo endopldsmico se detectaron por polarizacién de -
fluoresceancia en microsomas de corteza adrenal (325). También
en membranas de reticulo endoplésmico de Tetrahymena pirifor-
mis sc¢ encontraron alteraciones en la estructura y movilidad -
de la fase lipidica por medio de ES:l y por la intensidad de -
fluorescencia de 8-anilino l-naftaleno sulfonato, pero no se -
detecté ninguna transicién de fase por encima de 0°C por medio
de calorimetria diferencial (235).

En microsomas de higado de rata, se ha reportado que
no presentan transicién de fase por calorimetria diferencial -
atribuible a los lipidos entre O y 50°C (232), pero se ha re-
portado quec estos microsomas en presencia de etilenglicol 50%
presentan una transicién por debajo de 0°C (326). Por micros-
copia de congelacién grabado también se observé un agrupamien-
to de particulas a bajas temperaturas en microsomas de higado
de rata (327).

También se han reportado en microsomas de higado de
rata (218)y de cobayo (331), alteraciones termotrdépicas'en los
lipidos detectadas por ESY y por marcadores fluorescentes a al
rrededor de 20°C. Estas alteraciones parecieron ocurrir en el
interior hidrofdbico de la membrana ya que fueron detectadas -
por ..-fenil-l-naftilamina que se ubica bien en el interior de
la bicapa lipidica y no por 8-anilino-l-naftaleno sulfonato -
que sc ubica en la regién de la bicapa cercana a los grupos po

larcs (218). Con marcadores de ESR, estas alteraciones fueron



detcctadas por 12 o 13-doxil estedrico (265, 333, 334, 454), pc
ro no con 5-doxil estedrico (117). El brusco cambio en la flui-
dez observado cn ciertas zonas de la membrana fue atribuido en
algunos casos a una transicién de fase cristalino-liquido cris-
talino (335). Sin embargo, la ausencia de una transicién detec-
table por calorimetria parece sugerir lo contrario (232, 320,
330). Se ha propuesto que estas alteraciones, en lugar de una -
verdadera transicién de fase cristalino-liquido cristalino, se
tratarian dec la formacidén de agrupamientos de lipidos "rigidos™
pero aun en el estado liquido-cristalino, separados lateralmen-
te de los lipidos fluidos y formando dominios discretos (218).

En nuestros experimentos, sus resultados muestran que
ninguna transicién de fase cristalino-liquido cristalino ocurre
en la membrana microsomal de higado de rata, ni tampoco alguna
alteracion brusca en la estructura o fluidez de la fase lipidi-
ca que pucda afectar a la movilidad del grupo doxilo cuando es-
t4 ubicado en las posiciones 5 o 16 de la cadena del A4cido es-
tedrico, ni a la particién de la N-fenil-l-naftilamina centre la
fasc acuosa y la membrana, ni a la velocidad de rotacién del -
DPIl en el rango de temperatura que va de 10 a 40°C.

Estos datos indican que los microsomas de higado de
rata se encuentran en el estado liquido cristalino por lo menos
por cncima de 10°C. Este alto grado de fluidez no solo permite
una alta movilidad rotacional de los marcadores fluorescentes y
de ES, sino quc también permite una alta velocidad de difusién
lateral del 4dcido 5-doxil estedrico en la membrana del orden de
10—8 cmz/sep.

Este estado de alta fluidez puede ser debido al alto
contenido de Aacidos grasos polietilénicos como araquidénico y

linolecico que prcsenta esta membrana.

b) Actividad y curvas de Arrhenius de enzimas microsomales.

Se ha reportado que 1la actividad‘g:6—Pasa presenta -

una curva de Arrhenius no lineal en microsomas de higado de co
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bayo (331), con un cambio de pendiente a aproximadamente 19°C -
que fue atribuida 2 una transicién de fase de los lipidos detec
tada por resonancia electrénica paramagnética. Una dependencia
de 1a fluidcz de la membrana de la curva de Arrhenius de la glu
cosa-0-fosfatasa fue también observada en membranas de reticulo
cndoplésmico de Tetrahymena piriformis (235). Mas ain, las cur-
vas de Arrhenius de la G-6-Pasa han sido utilizadas para detec-
tar transiciones de tase (455).

En nuestras cxperiencias, no se detecté6 ninguna que-
bradura, ni cn la curva de Arrhenius de la actividad de trans-
portec de la G-0-P a través de la membrana en microsomas trata-
dos con dctergentes. De esto puede deducirse que ninguna altera
cién brusca en la estructura de los lipidogmgue pucda afectar a
estas actividades ocurre en la membrana mi;;oéomal de higado -
de rata entre 10 y 40°C.

De las enzimas del sistema desaturante de &cidos gra
s0s, al menos la A9 desaturasa y la NADH-citocromo ¢ reducta-
sa han mostrado responder a la transicién de fase de la bicapa
lipidica cuando las proteinas purificadas fueron incorporadas
en vesiculas de D:PC (251, 252). Asi, la ausencia de quebradu-
ras cn las curvas de Arrhenius de estas actividades en la mem-
brana de microsomas de higado de rata indica que en el rango -
de temperatura estudiado no ocurre ninguna alteracién en la es
tructura de la fase lipidica que afecte al comportamiento de -
estas actividades enzimAticas. Ninguna alteracién en los lipi-
dos por la temperatura que pueda afectar a la A6 desaturacidn
del acido linoleico a 18:3 w6 ocurrié tampoco en este rango -
de temperatura. También se ha mostrado en nuestro laboratorio
que las rcacciones de A6 desaturacién de oC-linolénico a oc-
tadecatetranoico y la elongacién del 4cido palmitico a acido -
estecirico, dieron curvas de Arrhenius completamente lineales -

cntre 10 y 40°C (456).



Asi, estos resultados sugieren que los lipidos que -
circuandan a la G-06-Pasa, ./ADli-citocromo ¢ reductasa y desatura
sas, también estidn en un estado fluido y no muy diferente al -
resto «c¢ los lipidos de la membrana.

Es importantc remarcar que este no seria el caso pa-
ra cl otro sistema de transporte de electrénes microsomal, el

del citocromo P {la sido demostrado que el citocromo P

450° 450
prcscenta un anulus de lipidos en un estado mas rigido quc el -
resto de los lipidos de la membrana (117, 321), y que este
"anulus" sufre una transicién de fase a aproximadamente 36°C

y prcsentaria un alto porcentaje de fosfatidiletanolamina (27)
cn la forma de micellas invertidas. Ademas, las curvas de
Arrhenius de varias recacciones de monooxigenacidon de drogas -
que dependen del citocromo P450 como la li-demetilacidén de etil
-morfina, benzfetamina aminopirina y p-nitroanisol muestran -
quebraduras a aproximadamente 24°C (329). Resultados similares
han sido obtenidos para la dealkilacién de 7-etoxicumarina
(266).

Ltilizando marcadores de ESX como sustratos, se pudo
obscrvar quc tales quebraduras en las curvas de Arrhenius de -
estas reacciones solo ocurren si el sustrato es liposoluble,
pero no cuando c¢s hidrosoluble (117). Si el sustrato es liposo
luble, la dnica mancra de acceder a la enzima seria a través -
de la difusiébn lateral atravesando el "anulus" lipidico y esta
difhsién sc¢ veria muy reducida por debajo de la temperatura en
quc los lipidos del "anulus" cambian de estado.

En consecuencia, los lipidos de la membrana del reti
culo cndoplésmico estidn aparentemente distribuidos de una mane
ra heterogénea, y mientras que la gran parte de los lipidos -

forman una bicapa fluida, algunas zonas lipidicas pueden pre-

sentar otra cestructura.



I1T.2.- EFECTO DE LA CARENCIA DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES SO-
BE LA ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA MICROSOMAL Y SOBRE
LA ACTIVIDAD DE ALGUNAS ENZIMAS MICROSOMALES.

II1.2.1.- Efecto de la deficiencia en &cidos grasos esenciales

sobre la composicién lipidica de la membrana microso-

mal.

La carencia de Acidos grasos esenciales en la dieta -
produjo importantes cambios en la composicién de acidos grasos
de los lipidos de la membrana del reticulo endoplidsmico de hi-
gado de rata. En la tabla VII se muestra un experimento tipico
en el cual las ratas fueron alimentadas con una dieta libre de
grasas durante un periodo de un mes y la composicién de Acidos
grasos de sus microsomas se compara con la de ratas de la mis-
ma edad alimentadas con una dieta standard.

l.os cambios mas importantes que se observan son: una
disminucién en la proporcién de acido araquidénico y linoleico
un incremento cn la proporcién del Acido oleico y de palmito-
leico, y la aparicién del 4cido eicosa-5,8,11-trienoico, el -
cual estd ausente o pricticamente ausente cuando los animales
son alimentados con una dieta standard. Sin embargo, no hubo -
un gran cambio en el grado de insaturacién, como lo indica el
indice de doble enlaces.

Fue dc interés estudiar el efecto de la deficiencia
en ‘dcidos grasos csenciales en periodos de tiempo mas cortos.
Con este objeto, inmediatamente después del destete, las ratas
fueron separadas en dos grupos de 15 animales. Uno de estos -
grupos fue alimentado con una dieta control y el otro fue ali-
mentado con una dieta carente en 4cidos grasos esenciales. A -
los 4, 11 y 23 dias luego del destete, cinco animales dé cada
grupo fueron sacrificados y se determindé en ellos la composi-
cién de lipidos y de 4dcidos grasos de los microsomas de higa-
do.

Durante esta experiencia no se detecté ninguna dife-

rencia significativa en la distribucién de las distintas cla-
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TABLA VII

EFECTO DE LA ALIMENTACION CON UNA DIETA LIBRE DE GRASA SOBRE
LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE LOS LIPIDOS DEL RETICULO
ENDOPLASMICO DE HIGADO DE RATA

PORCENTAJE EN PESO

ACIDO GRASO

DIETA STANDARD DIETA LIBRE DE GRAS\
16:0 25,5 27,1
16:1 0,3 3,8
18:0 27,3 20,8
18:1 5,1 26,8
18:2 13,4 2,9
20:3 5,6
20:4 23,2 10,5
22:6 5,2 2,5
INDICL DE DO- 2.65 2,07

BLES LIGADURAS

Las determinaciones fueron hechas en un pool de los micro-
somas de higado de tres ratas de cada grupo.
Un mes de alimentacidn con la dieta carente.

Solo los acidos nrincivales fueron considerados.



ses de lipidos entre los dos grupos de animales, a ninguno de
los tres periodos de tiempo en que se estudié. La composicidn
de lipidos dc estos microsomas fue esencialmente similar a 1la
mostrada en la tabla II. Tampoco se modificé por la deficien-
cia de dcidos grasos esenciales la relacién de lipido a pro-

teina de los microsomas.

La composicién de Acidos grasos de los lipidos mi-
crosomales, por el contrario, fue modificada muy rapidamente
por la carencia de dcidos grasos esenciales en la dieta. Esto
se puede observar en la tabla VIII. Al cabo de solo cuatro -
dias de carencia, ya pudo detectarse un pequefio decrecimiento
en la proporcidén del acido linoleico y una gran disminucién -
en €l contenido de 4cido araquidénico. La cantidad de acido -
linoleico siguié decreciendo hasta el undécimq dia de caren-
cia y a partir de alli su proporcién se estabilizdé. El conte-
nido de Acido araquiddénico no siguibé decreciendo luego del -
cuarto dia de carencia. Sc puede observar también que ocurrié
un incremento cn la cantidad de acido palmitico hasta el undé
cimo dia de carencia v a partir de alli volvidé a disminuir.

Csta pérdida de Acidos grasos polietilénicos deriva
dos de los 4cidos grasos csenciales fue inmediatamente compen
sada por un incremento en la cantidad de 4cidos grasos insatu
rados de la familia no esencial. Un incremento gradual en la
proporcién de los Acidos palmitoleico y oleico fue observada
a medida que aumentd el tiempo de carencia. Una significativa
proporcién del dcido eicosa-5,8,ll-trienoico, sin embargo, u-
nicamente fue detectada a partir del undécimo dia de carencia
de dcidos grasos escenciales en la dieta.

Las relaciones de eicosa-5,8,ll-trienoico a araqui-

«
dénico y de oleico a estedrico son consideradas a menudo como
un indice del grado de deficiencia en 4cidos grasos esencia-
les. E1 indice 20:3/20:4 tiene un valor de O para los anima-
les alimentados con dieta completa y aumentdé en funcién del -

tiempo de carencia hasta alcanzar un valor de 0,11 a los 11 -
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dias de carencia y de 0,39 a los 23 dias de carencia. El indi-
ce 18:1/18:0 tiene un valor de 0,22 en los animales alimenta-
dos con dieta completa, y aumenté ya a 0,51 a los cuatro dias
de carencia y a 0,52 a los 11 dias, valor que se mantuvo cons-
tante a los 23 dias de carencia.

ia proporcién relativa de acidos insaturados a aci-
dos saturados es generalmente considerada como uno de los fac-
tores mas importantes (ue determinan la fluidez de una bicapa
lipidica. Por esta razén, se calculé de la composicién de A4ci-
dos grasos, el "indice de dobles ligaduras", como se indicé en
la seccién iI.3.2. Estec indice ha sido utilizado como una esti
macién relativa de la fluidez de la membrana (282, 457). La -
fluidez de la membrana también puede depender de la proporcidn
de las diferentes clases de lipidos, como la relacién de coles
terol a fosfolipidos o de fosfatidiletanolamina a fosfatidilco
lina. Sin embargo, si la composicién lipidica se mantiene cons
tante, como ocurrc en este caso, este indice podria dar una -
buena indicacién de la fluidez de la fase lipidica de la mem-
brana. Dcbe tenerse en cuenta, sin embargo, que otros factores
no contemplados en ¢l indice de dobles ligaduras, como por e-
Jemplo la longitud de las cadenas hidrocarbonadas de los aci-
dos grasos, pueden también ser importantes en la determinacién
del grado de fluidez de la membrana.

El indice de dobles ligaduras disminuyd significati-
vamente ya a los cuatro dias de carencia de 2,63 a 1,81 (A=-
0,82). En el undécimo dia de carencia, el incremento en la can
tidad de dcidos monoenoicos no fue todavia capaz de compensar
la pérdida de acidos poliinsaturados de la familia del 4cido -
linoleico, ya que el indice de dobles ligaduras disminuyé aidn
mas, de 2,37 a 1,19 (8 = -1,18). Este indice, sin embargo, fue
normalizado en gran medida en el vigésimotercer dia de caren-
cia (A = -0,44), debido al aumento en la proporcién de 4cidos
monoenoicos y a la sintesis e incorporacién del 4cido eicosa-

5,8,11-trienoico.
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Asi, esta experiencia muestra que la alimentacién
con aictas curentes en acidos grasos esenciales, provoca tem-
pranos cambios en la composicién y en el grado de insaturacién
de los dcidos grasos de los lipidos de los microsomas de higa-
do de rata. Estos cambios son, sin embargo, en gran medida com
pensados mas tarde por un aumento en la proporcién de adcidos -
insaturados de la familia @9, como palmitico, oleico y eicosa-
5,8,l1-trienoico, lus cuales pueden ser sintetizados "de r.ovo"
a partir dc acetil CoA. Estos &cidos reemplazan como constitu-
yentes de los lipidos de la membrana, a los 4cidos de la fami-
lia w0, como linoleico y araquidénico, los cuales no pueden -
ser sintetizados "de novo", y ellos o sus precursores estin au

sentes en la dieta.

I1Y.2.2.- Efecto de la deficiencia en écidosgggasos esenciales

sobre la estructura de la membrana microsomal.

lLa estructura de la membrana microsomal fue investi-
gada comparativamente en animales alimentados con dieta comple
ta y con dieta carente en acidos grasos esenciales. Para ello
se utilizaron distintos métodos fisicos como ESQ y fluorescen-
cia, utilizando distintos marcadores con el fin de explorar -
distintas zonas de la membrana. Estas mediciones se realizaron
en los microsomas completos y con dispersiones de los lipidos
extraidos de la membrana microsomal. La relacién entre la in-
tensidad de los dos picos de mayor campo, ho/h-1, se calculd a
distintas temperaturas del espectro de ESX del 4cido 16-doxil
¢stedrico incorporado en los microsomas. En la figura 23 se -
puede ver que la relacién ho/h-1 es en todos los casos una fun
cidén continua de la temperatura, sin discontinuidades ni cam-
bios abruptos de pendiente, ain en los microsomas de los anima
les deficientes cn acidos grasos esenciales. Esto puede inter-
pretarse como una indicacién de la ausencia de una transicién
de fase o0 un brusco cambio en la movilidad de las cadenas hi-
drocarbonadas, en el interior hidrofébico de 1la membran%.

Nuevamente, las curvas obtenidas en los microsomas -
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FIGURA 23: Efecto de la deficiencia en 4dcidos grasos esenciales
sobre la dependencia de la temperatura del pardmetro ho/h-1 del
espcctro de BSR del &cido 16-doxil estedrico incorporado en hi-
crosomas nepdticos de rata (o=—o0), y en liposomas preparados

con los 1i{pidos extrafdos de los microsomas (x---x).



completos y en las dispersiones de los lipidos microsomales 1li
bres de proteina son muy similares, indicando que las protei-
nas no tienen una gran influencia sobre la movilidad del grupo
doxilo en la zona central de la bicapa lipidica.

La deficiencia en 4cidos grasos esenciales, no tuvo
ningin cfecto significativo sobre el pardmetro ho/h-1. Asi,
los cambios en la composicién de &cidos grasos, que prodi.jeron
una disminucidén en el grado de insaturacién como lo indicé el
indice de doble enlaces, no se vieron reflejados en un cambio
significativo en la movilidad del grupo doxilo en el interior
hidrofébico de la membrana.

En la figura 24 se muestra la dependencia de la tem-
peratura del parametro de orden S, calculado del espectro de -
ES. del acido 5-doxil estearico, que explora la regidén de la -
membrana cercana a los grupos polares. La linealidad de estas
curvas indica que tampoco en la regién mas polar de la membra-
na ocurre alguna altceracién brusca de movilidad o transicién -
de fase de los lipidos, ni en los microsomas o en los lipidos
microsomales de los animales normales o deficientes en 4cidos
grasos esenciales.

Los valores del parametro de orden S calculados a -
37°C son mostrados en la tabla IX, tanto para los microsomas
completos como para las dispersiones de los lipidos microsoma-
les. la similitud de cstos valores indica que dentro de la sen
sibilidad del método, la deficiencia en 4cidos grasos esencia-
les no altera el grado de ordenamiento de las cadenas hidrocar
bonadas en la regidn cercana a los grupos polares. Asi, tampo-
co li: estructura de esta regién seria mayormente afectada por
los cambios en la composicién de acidos grasos y la disminu-
cién en ¢l grado de insaturacién que ocurre por la carencia de
acidos grasos esenciales.

El coeficiente de difusién lateral del écidosS—doxil
estedrico fue determinado en microsomas de higado de ratas ali

mentadas con dieta carente en 4cidos grasos esenciales durante
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22 dias v en los respectivos controles a 37°C. Los valores ob-
tenidos se muestran en la tabla IX, e ind};ag un alto grado -
de fluidcz que permite una ripida velocidad de movimiento late
ral de este marcador en el plano de la membrana. Sin embargo,
tampoco hubo diferencias significativas en el coeficiente de -
difusién lateral para microsomas de higado de ratas suficien-
tes deficientes en Acidos grasos esenciales. Esto indic.. que
1a velocidad de movimiento lateral de los lipidos en el plano
de la membrana dentro de la sensibilidad del método, tampoco -
es afectada por los cambios en composicién y en el grado de in
saturacién de los 4acidous grasos de los lipidos de la membrana
microsomal provocados por la deficiencia en acidos grasos esen
ciales.

En la figura 25 se muestran las dependencias de la -
temperatura de la intensidad de light scattering de los micro-
somas completos y de las dispersiones de los lipidos microsoma
les de higado de ratas alimentadas con dieta completa y con -
dieta carente en acidos grasos esenciales. En la figura 26 se
muestran para los mismos microsomas y liposomas, la dependen-
cia de la temperatura de la fluorescencia emitida por la N-fe
nil-l-naftilamina, incorporada en estas membranas como marca-
d.r. Solo nucstran en estos casos los resultados que se obtu-
vieron al cabo de 11 dias de alimentacién con la dieta corres-
pontliente, los cuales fueron similares a los obtenidos a los 4
y 23 dias. Ambos métodos confirman los resultados obtenidos -
por las técnicas de resonancia electrénica pa;amagnética. Nin-
guna transicién de fase ocurre en el rango de temperatura estu
diado, capaz de cambiar bruscamente el grado de dispersién de
luz o la particidén de la N-fenil-l-naftilamina entre la fase -
lipidica y la fase acuosa, ni en los microsomas ni en los lipi
dos microsomales de higado de ratas suficientes o deficientes
en adcidos grasos esenciales.

ia microviscosidad aparente de la membrana microso-

mal fuc calculada del grado de polarizacién de fluorescencia -
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FIGURA 25: Efecto de la temperatura sobre la intensidad de 1light
scattering de microsomas (AyB) y liposomas de los lfpidos micro-
somales (CyD) de nfgado de ratas suficientes (AyC) y deficientes

en dcidos grasos esenciales(ByD). (11 dfas de carencia).
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FIGURA 26: Dependencia de la temperatura de la intensidad de

fluorescencia de la N-fenil-l-naftilamina incorporada en micro-
somas (Ay8) y en liposomas de los lfpidos microsomales (CyD) de
hfgado de ratas suficientes (AyC) y deficientes (ByD) en 4cidos

grasos esenciales. (11 dfas de carencia).
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del DPH, incorporado en la membrana como marcador, a distintas
temperaturas para un lote de ratas alimentadas con una dieta -
control y un lote ratas alimentadas con una dieta carcnte en A
cidos grasos esenciales durante 15 dias.

En la figura 27 se grafica el logaritmo de la micro-
viscosidad aparente en funcién de la inversa de la temperatura
absoluta. Estas curvas fueron completamente lineales entre O v
40°C, tanto para los microsomas de animales controles como pa-
ra los de los animales deficientes en acidous grasos escnciales
indicando la ausencia de transicién de fase.

La microviscosidad aparente de los microsomas dc ani
males deficientes en acidos grasos esenciales es mayor que la
f
de los microsomas de animales controles a bajas temperaturas.
pero la diferencia se va haciendo cada vez menor a medida quc
aumenta la temperatura. A temperaturas fisiolégicas, la micro-
viscosidad aparente es practicamente idéntica en ambos tipos -
de microsomas. La microviscosidad obtenida a 6°C y a 30°C para
ambos tipos de microsomas se indica en la tabla X.

En la figura 28 se grafica el parametro dc orden
SDPH en funcién de la temperatura para ambos tipos de microso-
mas. Estas curvas muestran la auscucia de una transicidn de fa
se en el rango de temperatura estudiado. A bajas temperaturas,

el parametro de orden S fue mayor para los microsomas de hi

DPH
gado de los animales deficientcs en 4cidos grasos esenciales -
que para los microsomas de higado de los animalcs alimentados
con dieta completa. Sin embargo, a medida que aumenta la tempe
ratura, las diferencias se van haciendo cada vez menores, a
temperaturas fisioldégicas ambas membranas presentan parametros

de orden practicamente idénticos. Los pardmetros de orcei S -

calculados a 6°C y a 36°C se indican en la tabla X al igual -
60

que el tratamiento estadistico de estos resultados. A C, tan
to el paradmetro de orden SDPH como la microviscosidad aparcate
fueron significativamente mayores en los microsomas dc anima-

les deficientes, que en los microsomas de animales suficicutes
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FIGURA 27: Bfecto de la deficiencia en dcidos grasos esenciales
sobre la dependencia de la temperatura de la microviscosidad a-
parente (71) de microsomas, calculada de la depolarizacidn de
fluorescencia del DPH. (0-=-0) microsomas de ratas suficientes
en dcidos grasos esenciales; (e——e) microsomas de higado de ra-

tas sometidas a 30 dfas de carencia en dcidos grasos esenciales.
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FIGURA 28: Efecto de la temperatura sobre el pardametro de orden
(Sppy) de la membrana microsomal de hfgado de ratas suficientes

(0---0) y deficientes (e—eo) en dcidos grasos esenciales. 30
dfas de carencia.



TABLA X

EFECTO DE LA DEFICIENCIA EiN ACIDOS GRASOS ESENCIALES SOBRE LA

MICROVISCOSIDAD APARENTE (71) Y EL PARAMETRO DE ORDEN (SDPH)

DETERMINADOS DEL GRADO DE POLARIZACION DE FLUORESCENCIA DEL
1,6-DIFENIL-1,3,5-HEXATRIENO

36°C 6°C

f-(P ise S (Poise) S
1 oise) DPH 72 DPH
MICROSOMAS 1,18 0,436 3,43 0,730
CONTROLES + 0,06 + 0,011 + 0,07 + 0,005
MICROSOMAS 1,24 0,451 4,12 0,769
DEFICLENTES + 0,04 + 0,012 + 0,13 + 0,006
p n.s.* 0,001 0,001

* No significativo

Los valores indicados son las medias de las determinaciones
en seis ratas por grupo + el error standard. El grupo deficien-
te en acidos grasos esenciales fue sometido durante 15 dias a
una dieta libre de grasa luego del destete, mientras que el gru-
po control fue alimentado con una dieta completa durante el mis-
mo periodo. El Indice de dobles ligaduras en estos microsomas
fue en promedio de 2,70 en los microsomas controles y de 1,80 en

los microsomas deficientes en &cidos grasos esenciales.
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en Acidos grasos cscnciales. Sin embargo, a 36°C, tanto la mi-

croviscosidad como el pardmetro de orden S no mostraron di

DPH’
ferencias significativas entre ambos tipos de microsomas.

Asi, estos resultados indican que los cambios en la
composicién de dcidos grasos por la deficiencia en acidos gra-
sos esenciales, indujcron una mayor restriccién a la libertad
de movimiento rotacional del 1,6-difenil hexatrieno incorpora-
do a la fase lipidica de la membrana, a bajas temperaturas.Sin
enbargo, la movilidad rotacional de este fluoréforo no se vip

afectada a temperaturas fisioldégicas, en los microsomas de hi-

gado de rata.

111.2.3.- Efecto de la deficiencia en acidos grasos esenciales

sobre la actividad de las 4cido graso desaturasas y

la transferencia de electrénes.

la deficiencia en 4cidos grasos esenciales produjo -
cainvios sigificatives en la actividad ae las enzimas desatu-
rantes de dcidos grasos. En la figura 29a) se muestra la varia
cién de actividad de la A9 desaturasa con el tiempo de alimen
tacién con una dieta carente en Acidos grasos y con una dieta
completa. En la figura 29 b) se muestra la variacién de activi
dad cxpresada como porcentaje de variacibén relativa entre los
animales deficientes y suficientes en 4cidos grasos esenciales
La'nctividud de esta enzima se incrementé ripidamente con la -
carencia. Ya en el cuarto dia de carencia, su actividad fue -
significativamente mayor que en los controles. El aumento de -
actividad fue mayor ain en el undécimo dia, alcanzando casi
tres veces el valor de actividad en los animales suficientes,
y se mantuvo en el vigésimo tercer dia de carencia. Este incre
mento en la actividad de la [ 9 desaturasa, podria explicar el
incremento observado en la proporcién de 4cidos monoenoicos,
provocada por la carencia en acidos grasos en la dieta.

La actividad de 1la A6 desaturasa fue modificada mas

lentamente y menos intensamente que 1la A9 desaturasa por 1la -



! P +2001
A - B -—
[ ]
i
g R /
ry |
S / 5
a | -
o o/ < +1007
© | =
= 2
£ |
€ 0,54 °
£ i e e—
; 1 x e o\°
s |
E 0
|
- 10 o 20 dias ' 10 ) 20 dias
periodc de deticienca periodo de deticiencia

FIGURA 29: Efecto del tiempo de alimentaciédn con una dieta caren-
te en dcidos grasos esenciales sobre la A9 desaturacidn de dcido
palmitico. (x=———x) microsomas de hfgado de ratas controles.
(0o=——o0) microsomas de higado de ratas alimentadas con una dieta
carente en dcidos grasos esenciales, A) actividad absoluta. B)
actividad de los microsomas de animales deficientes relativa a 1la

de los animales controles.
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deficiencia en acidos grasos esenciales. En la figura 30 a) se
puedc obscrvar que micntras en los animales alimentados con
una dicta completa, la actividad pasé por un minimo a los 11 -
dias, y lucgo volvié a incremcntarse, en los animales alimenta
dos con una dieta deficicnte en 4cidos grasos esenciales, la -
actividad aumentdé continuamente con el tiempo de carencia. En
la figura 30 b) se mucstra el porcentaje de variacién relativa
de la actividad en los microsomas deficientes con respecto a -
la actividad de los microsomas de los animales controles. La -
actividad se vio incrementada significativamente recien a los
11 dias de carencia, cuando fue un 75% mas alta que en el con-
trol, y a los 23 dias de carencia aiin permanecié un 257% mas al
ta que en el control.

También se determinaron las actividades de las pro-
teinas transportadoras dec eclectrones, NADH-ferricianuro reduc-
tasa y i.ADH-citocromo ¢ reductasa. En la figura 31 a) se puede
ver que la actividad (/ADli-ferricianuro reductasa se modificéd -
con la edad de los animales pasando por un maximo a los 11 -
dias y luego disminuyendo a los 23 dias. Estos cambios fueron
independientes de la dieta, ya que con ambos tipos de dietas,
completa y deficiente en acidos grasos esegni§les, las modifi-
caciones fueron similares. Cuando se expresa el porcentaje de
variacidén dc¢ actividad por la dieta en funcién del tiempo, fi-
gurs 31 b), sc puede ver que la carencia en acidos grasos esen
ciales no tuvo efecto sobre esta actividad.

Por otro lado, la actividad NADH-citocromo c reducta
sa mostrd cambiar diferentemente con la edad, dependiendo de -
la dieta con que fueron alimentados los animales. En la figura
32 a) sc¢ puede observar que la actividad NADH-citocromo c re-
ductasa aumentdé mas rapidamente con la edad en los animales a-
limentados con dieta completa, alcanzando la mixima actividad
a los 11 dias. En los animales deficientes en Acidos grasos e-
senciales, la actividad NADH-citocromo c reductasa, aumenté mu

cho mas lcntamente, aunque a los 23 dias alcanzé el valor de -
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FIGURA 30: BEfecto del tiempo de alimentacidn con una dieta ca-

rente en dcidos grasos esenciales sobre la A6 desaturacidn de a-
cido linoleico. Microsomas de hfgado de ratas controles (x——x).
Microsomas de higado de ratas deficientes en dcidos grasos esen-
ciales (o——0). A) actividad absoluta. B) actividad de los ani-

males deficientes relativa a la de los controles.
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FIGURA 31: Efecto de la deficiencia en dcidos grasos esenciales
sobre la actividad NADH-ferricianuro reductasa. Microsomas de
hfgado de ratas controles (x—x). Microsomas de hfgado de ratas
deficientes en dcidos grasos esenciales (o——o0). A) actividad
absoluta. B) actividad de los microsomas de animales deficientes

relativa a la de los microsomas de los animales controles.
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FIGURA 32: Efecto de la deficiencia en {cidos grasos esenciales
sobre la actividad NADH-citocromo ¢ reductasa. (x—X) microso-
mas de animales controles. (o—o0) microsomas de hfgado de ratas
deficicentes en dcidos grasos esenciales. A) actividad absoluta.
3) actividad relativa de los animales deficientes con respecto a

los animales controles.



los animales alimentados con la dieta completa. En la figura -

12 b) donde se represeunta el porcentaje de variacién de la ac-

e

tividad en los animales deficientes en acidos grasos esencia-
227
les c¢o respecto a los animales con dieta completa, se puede -
- . - L s l . -
observar rque la carencia produjo una disminucion en la activi-

dad NADH-citocromo ¢ reductasa a aproximadamente la mitad del
valor de actividad de los animales con dieta completa a los 11
dias de carencia, alcanzando nuevamente a los 23 dias el valor
de actividad normal. Jebe notarse que la disminucién en activi
dad de la NADH-citocromo ¢ reductasa en los animales deficien-
tes con respecto a los animales suficientes en acidos grasos e
senciales ocurrié a los 11 dias de carencia, precisamente cuan
do el grado de insaturacién dc los acidos grasos de los lipi-
dos microsomales alcanzé ¢l valor minimo.

La actividad NALll-ferricianuro reductasa, y por lo -
tanto la cantidad de citocromo bS reductasa es igual en los mi
crosomas dc¢ los animales deficientes y suficientes en acidos -
grasos escnciales. Por lo tanto, una posibilidad es que la dis
minucidén en actividad de la NADH-citocromo c reductasa por 1;
deficiencia en acidos grasos esenciales sea debida a una dismi
nucién en la velocidad de difusién lateral de las proteinas ci
tocromo b5 v citocromo b5 reductasa, debido a una disminucién
en la fluidez de la membrana al disminuir el grado de insatura
ciég de los Acidos grasos de sus lipidos constituyentes. Sin -
embargo, una disminucién en la concentracién de citocromo b5 -
en la membrana no puedc¢ scr descartada.

Los cambios en actividad de NADH-ferricianuro reduc-
tasa y NADl-citocromo ¢ rcductasa con la deficiencia en Acidos
grusos esenciales, no sc¢ correlacionan con los cambios en acti
vidad de las desaturasas. En consecuencia, el transporte de e-
lectrones no puede ser determinante de las respuestas de las -
desaturasas. Ademds, la velocidad de transferencia de electro-

nes se mantiene siempre muy por encima de la velocidad de desa

turacidén, por lo que la etapa de desaturacién es siempre deter



minante de la velocidad de la reaccién total.

Iir.2.40.- iifecto de la deficicncia en acidos grasos esenciales

sobre las curvas de Arrhenius de enzimas microsoma-

les.

a) Sistema de 1la glucosa-6-fosfatasa.

ias curvas de Arrhenius de la actividad G-6-Pasa se
muestran en la figura 33, para microsomas de higado de ratas a
limentadas con una dieta standard y para microsomas de ratas a
limentadas durante 30 dias con una dieta libre de grasas.

Ambas curvas son completamente lineales entre 10 y
40°C. Asi, los cambios en la composicién de acidos grasos pro-
vocados por la deficiencia en acidos grasos esenciales, no fue
ron suficientes para provocar una transicién de fase o cambio
en la estructura de lu fase lipidica, capaz de afectar a los -
lipidos circundantes dec la proteina encargada del transporte -
de la G-06-P a través de 1la membrana, en el rango de temperatu-
ra estudiado.

la detficiencia en acidos grasos esenciales tampoco -
tuvo ningin efecto sobre la Ea aparente para la reaccién de 1la
G-6-Pasa.

La actividad de la cnzima, sin embargo, fue modifica
da significativamente por la carencia en 4cidos grasos esencia
les, como se puede ver en la tabla XI. La alimentacién con una
dieta libre de grasa provocé un incremento en la actividad de
la G-0-Pasa, de aproximadamente cuatro veces con respecto a la

alimentacidén standard.

b) Sistema desaturantc de 4cidos grasos y transporte de electro-

nes.

El cfccto de la deficiencia en Acidos grasos esencia
les sobre las curvas de Arrhenius de 1la A6 desaturasa se mues
tra cn la figura 34. Solo se muestran los resultados obtenidos
al cabo de 11 dias de alimentacién con la dieta correspondien-

te, los cuales no difieren de los resultados que se obtyvieron
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FIGURA 33: Bfecto de la deficiencia en dcidos grasos esenciales
socre la curva de Arrhenius de la actividad glucosa-6-fosfatasa.
(e——o) microsomas de higado de animales controles., (o=——0) mi-
crosomas de hfgado de ratas sometidas a 30 dfas de alimentacidn
con una dieta libre de grasa. Los intervalos de confianza del

95 % para las Ea fueron: microsomas controles = 15,1 + 1,1

Kcal/mol; microsomas deficientes = 14,9 + 0,9 Kcal/mol.



TABLA XI

EFXCTO DE LA DEFICIENCIA EN ACIDOS GRASOS ESENCIALES SOBRE LA

ACTIV.DAD GLUCOSA-6-FOSFATASA DE MICROSOMAS DE HIGADO DE RATA

ACTIVIDAD ESPECIFICA

(umoles/min.mg de proteina)

15°C 37°c
;
MICROSOMAS 21,3 122,5
CONTROLES + 4,6 + 14,5
M1CROSOMAS 62,1 403,0
NEFICIENTES + 3,0 + 26,0
P 0,01 0,01

- Los valores indicados son los promedios de dos ex-
perimentos independientes en los que se_utilizaron
los pooles de los microsomas hepiticoscae tres ra-
tas por grupo. Conjuntamente se indica el error
standard. Las ratas deficientes fueron sometidas
durante un mes a u.aa dieta libre de grasa. El1 gru-
po control fue integrado con ratas de la misma e-

dad alimentadas con una Jdieta standard.



al cabo de 4 y de 23 dias.

ias curvas fueron lineales entre 10 y 40°C, lo cual
indica que la fluidez de los lipidos en la proximidad de estas
enzimas no cambia lo suficiente por la deficiencia en acidos -
grasos esenciales como para provocar la aparicidén de una fase
cristalina en el rango de temperatura estudiado. Tampoco se -
observd ningiin efecto significativo de la deficiencia en aci-
dos grasos esencialcs sobre la energia de activacién aparente
de estas rcacciones.

i.as curvas de Arrhenius para las reacciones NADH-
ferricianuro reductasa y NADH-citocromo ¢ reductasa, en micro-
somas de animales alimentados durante 4 dias con una diéta ca-
rente en dcidos grasos csenciales, se muestran en la figura 35
en donde se las compara con las curvas obtenidas para microso-
mas de animales de la misma edad alimentados con una dieta con
trol. También para estas actividades, las curvas de Arrhenius
fueron completamente lincales en el rango de temperatura estu-
diado, y la deficiencia en Acidos grasos esenciales no tuvo e-
fecto sobre las energias de activacién aparentes. Iguales re-

sultados se obtuvieron a los 11 y 23 dias de carencia.

III.2.5.- Discusién.

La deficiencia en 4cidos grasos esenciales provoca -
importantes alteracioncs en la composicién de dcidos grasos de
los lipidos microsomilcs. Estas modificaciones no solo son el
producto de los cambios ea la composicibén <. dcidos grasos de
la dieta, sino que también se deben en parte a los cambios en
la actividad biosintética de los 4cidos grasos insaturados.

El incremento en actividad de la A9 desaturasa que
se observa casi inmcdiatamente seria responsable del incremen-
to en la proporcién de icidos monoenoicos en los lipidos micro
somales, que ocurre cuando los animales se someten a una dieta

carente c¢n acidos grasos esenciales.
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FIGURA 34: Efecto de la deficiencia en dcidos grasos esenciales
sobre la curva de Arrhenius de la A6 desaturacidn del 4cido li-
noleico. (o=—=0) microsomas de hfgado de ratas controles; (e—e)
microsomas de hfgado de ratas sometidas a 11 dfas de alimentacidn
con unz dieta carante de dcidos grasos esenciales. Los intervalos
de confianza del 95 % para las Ba fueron; animales controles =

13,5 + 1,0 Kcal/mol; animales deficientes = 13,0 + 1,2 Kcal/mol.
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FIGURA 35: Bfecto de la deficiencia en dcidos grasos esenciales
sobre las curvas de Arrhenius del sistema de transporte de elec-
trones del citocromo b5. (e——e) NADH-ferricianuro reductasa;
(0o—-0) NADH-citocromo ¢ reductasa. A) animales controles. B) a-
nimales sometidos a 4 dfas de alimentacién con una dieta caren-
te de dcidos grasos esenciales. Los }fmites de los intervalos de
confianza del 95 % para las Ea song

Animales controles: NADH-ferricianuro reductasa = 9,9 + 0,9
Kcal/mol; NADH-citocromo c reductasa = 10,8 + 0,6 Kcal/mol.
Animales deficientes: NADH-ferricianuro reductasa = 9,2 + 0,9

Kcal/mol; NADH-citocromo c reductasa = 11,2 + 1,0 Kcal/mol.
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El contenido de los lipidos de la membrana del reti-
cul. endoplasmico en A4cidos grasos esenciales o derivados de -
estos, como linoleico y araquidénico, disminuye rdpidamente al
¢liminarse ¢l suministro por medio de la dieta de los precurso
res. Se ha demostrado en nuestro laboratorio (458), que la ac-
Lividad de 1la AS desaturasa, que interviene en la sintesis -
del Adcido araquidénico, al contrario de lo que ocurre con las
A6 v AS)cwsaturasas. disminuye rdpidamente con la carencia -
de Acidos grasos esenciales en la dieta a aproximadamente un -
40 de st actividad original a los cuatro dias de carencia y -
luego 1la actividad incrementa paulatinamente hasta alcanzar a-
proximadamente el valor de los animales alimentados con dieta
complcta a los 23 dias de carencia. Esta rdpida disminucién de
la actividad de la A5 desaturasa, también podria contribuir a
la rapida caida en el contenido de 4cido araquidénico de los -
lipidos microsomales.

Sin embargo, la disminucién del contenido de los &ci
dos linoleico y araquidénico de los lipidos del reticulo endo-
plasmico e¢s inmediatamente compensada por un aumento en el con
tenido de 4dcidos monoinsaturados y del acido eicosa-5,8,11-tri
enoico. Normalmente, la /6 desaturacién del &cido oleico ocu-

¢

rrc a bajas velocidades debido a un efecto competitivo del aci
do linoleico (342). Asi, una disminucién en la cantidad de aci
do linoleico por la carencia producird un aumento en la f 6 de
saturacién del acido oleico y la posterior elongacién y AS de
saturacién conduciridn a un incremento en la cantidad de eicosa
-5,8,11-trienoico. la disminucién en la cantidad de &cido lino
leico, y también el incremento observado en la actividad Afi—
desaturasa serian responsables del aumento en el contenido de

dcido cicosa-5,8,11-trienoico por la deficiencia en Acidos gra
sos esenciales. El incremento en la actividad de 1la [39 desatu
rasa, por otra parte seria responsable del aumento en el conte
nido de acidos monocnoicos. De esta manera, la rata contrarres
ta bastantc bien la carencia de 4cidos grasos esenciales en 1la

dieta, rcemplazando a los acidos grasos poliinsaturados deriva



dos de las ramilias esenciales por acidos poliinsaturados de 1la
seric no esencial. De esta manera, la fluidez de la membrana es
mantenida dentro de limites bastante estrechos.

Si bien se pudo observar una neta disminucién en el -
grado de insaturacién de los dcidos grasos de los lipidos micro
somales por la carcncia en Acidos grasos esenciales, como se -
mostré por el indice de dobles ligaduras, especialmente a los -
11 dias de carencia, e¢ste indice fue casi completamente norma-
lizado luego de 23 dias de carencia.

Ademds, esta disminucién en el gtad® de insaturacién
de los lipidos de la membrana, no fue suficiente para provocar
una significativa disminucidén de la fluidez de la membrana, co
mo fue demostrado por medio de las determinaciones de resonan-
cia electrdénica paramagnética y de polarizacién de fluorescen-
cia.

Si bien a bajas temperaturas, la microviscosidad y -
el pardmctro de orden S obtenido del grado de depolarizacién -
de fluorescencia del DPH fuc algo mayor en los microsomas defi
cientes cn acidos grasos esenciales que cn los controles, a -
temperaturas fisiolégicas fueron esencialmente idénticos.

Asi, la fase lipidica de los microsomas de higado de
ratas deficientes en acidos grasos esenciales permanece aun en
un cstado de alta fluidez semcjante al de los microsomas sufi-
cicntes en dcidos grasos csenciales, permitiendo una alta velo
cidad de difusién lateral del dcido §5-doxil estedrico, una &l-
ta velocidad de rotacién del 1,6-difenil hexatrieno, y una
gran movilidad del grupo doxilo ya sea cuando se encuentra en
el intcrior hidrofébico o en la zona cercana a los grupos pola
res de la membrana. E1 comportamiento de la rata seria diferen
te al del cobayo, ya que en cste animal, se ha demostrado en -
nuestro laboratorio (280) que la carencia en Acidos grasos e-
senciales provoca un significativo aumento en la microviscosi-
dad aparente de los microsomas de higado, en todo el rango de

temperatura entre 10 vy 40°C.



lla sido reportado que los microsomas de higado de ra
tas alimentadas con una dieta carente en 4cidos grasos esencia
les muestran por calorimetria diferencial transiciones de fase
atribuibles a los lipidos a aproximadamente 8 y 14°C (232).
Ademds, e¢stos autores reportaron que la curva de Arrhenius de
la actividad NADIl-citocromo c reductasa mostré un cambio de -
pendiente en la zona de 5°C. Nuestros expefimentos muestran -
que ni ain a los 11 dias de carencia, en donde la disminucidn
cn el grado de insaturacién de los acidos grasos fue mas pro-
nunciada, ocurre alguna transicién de fase o alteracién termo-
trépica dc la estructura de la fase lipidica en el rango de 10
a 40°C, capaz de producir un cambio brusco en la movilidad del
grupo doxilo ubicado en cl interior hidrofébico de la membrana
(lo-doxil estedrico), o en la zona mas cercana a la superficie
hidrofdébica (5~doxil ecstedrico), o en la velocidad de rotacién
del DPH, o en la particién de la N-fenil-l-naftilamina entre -
la fasc¢ acuosa y la fase lipidica.

lla sido propuesto que la actividad de algunas enzi-
mas desaturantes de acidos grasos en animales inferiores po-
dria ser modificada por cambios en la fluidez de su entorno 1li
pidico (353, 384). Nuestros experimentos, sin embargo, mostra-
roil que ocurrieron cambios importantes en la actividad de las
cnzimas desaturantes sin que hayan ocurrido cambios significa-
tivos c¢n la fluidez de la fase lipidica. Las actividades de -
las distintas desaturasas y del transporte de electrones aso-
ciado, son modificadas de diferente manera por la deficiencia
en acidos grasos esenciales, y si bien permiten explicar en -
partc los cambios que ocurren en la composicién de acidos gra-
s0s, no sc correlacionan simplemente con los cambios en el in-
dice de dobles ligaduras y menos aun con los parimetros de
fluidez obtenidos por los diferentes métodos fisicos. Asi, es
dificil considerar que en estos experimentos, la causa directa
que modifica la actividad de estas enzimas sea la modificacién
de la fluidez de la membrana. Por 1o tanto esta activacién se

deberia a otras causas como por ejemplo a un incremento en el
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nimero de moléculas dc cstas enzimas en la membrana, u otras.
La modificacidén de la actividad enzimatica por la de
ficiencia en acidos grasos esenciales no solamente se restrin-
gié a las enzimas rclacionadas con la biosintesis de 4acidos -
grasos poliinsaturados, sino que también ocurre en otros siste
mas cnzimaticos no relacionados directamente con el metabolis-
mo lipidico, como por ejemplo en el sistema de la G-6-Pasa, ya
que nucslras experiencias muestran que la deficiencia en Aci-
dos grasos esenciales incrementé el nivel de actividad de esta

O 2 - e



I11.3.- EFECTO DE LA TRANSICION DE FASE ORDEN-DESORDEN SOBXE

LAS CURVAS DE ARRHENIUS DE ENZIMAS MICROSOMALES.

II7.3.1.~ Comparacidén entre distintos métodos para detectar la

transicién de fase en bicapas lipidicas.

Con el fin de contar con un método simple y adecuado
para detcctar las trausiciones de fase en las membranas modifi
cadas, se probaron tres métodos diferentes en membranas artifi
ciales de DMPC. La DMPC presenca una transicién orden-desorden
a alrrededor de 24°C.

En la figura 306 se muestra la dependencia de 1la tem-
peratura d¢ la intensidad de fluorescencia emitida por la N-fe
nil-l-nafcvilamina incorporada como marcador en los liposomas -
de DMPC. En c¢ste caso, las curvas fueron registradas incremen-
tando la temperatura desde 5 a 40°C, o a la inversa bajando 1la
temperatura desde 40 a 5°C. En la curva descendente, se puede
observar que ocurre una brusca disminucién en la intensidad de
fluorescencia al disminuir la temperatura y producirse el cam-
bio de fase del estado liquido-cristalino el estado cristali-
no. Como se explicd en ¢l capitulo II, esto se debe a que la -
N-fenil-l-naftilamina es cxclufida progresivamente de la fase -
lipidica hacia la fasc acuosa a medida que los lipidos van su-
fricndo la transicidén del estado desordenado al estado ordena-
do. Lo contrario ocurre cuando en la curva ascendente se pasa
del estado ordenado al estado desordenado.

En la figura 30 puede verse que la curva registrada
aumentando la temperatura (transicién del estado ordenado al -
estado fluido), no se superpone con la curva registrada con -
temperatura decreciente (transicién del estado desordenado al
estado cristalino), sino que esta tltima se encuentra desplaza
da hacia temperaturas menores. Este fenémeno de histéresis es
caracteristico de estas transiciones (41) y ha sido detectado
también en membranas biolégicas (88). Por esta razén, todas
las curvas para la deteccidén de transiciones de fase en las -
membranas modificadas siempre se registraron en el sentido de

temperatura creciente, aunque esto no se indique.
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La transicion puede ser definida indicando el limite
superior (Ts) y el limite inferior (Ti) de la misma. E1l rango
o anchou de la transicién (AT) es la diferencia entre Ts y Ti.
A temperaturas superiores al limite superior Ts, las cadenas -
hidrocarbonadas se encuentran en el estado liquido-cristalino,
desordenado. A temperaturas inferiores al limite inferior Ti,
los lipidos se encuentran en el estado ordenado, cristalino. A
temperaturas dentro del rango de la transicidén, o sea entre Ti
y I's, coexisten ambas fases. Al ir aumenta%agbla temperatura -
dentro del rango de la transicién, la proporcidén de lipidos en
el estado desordenado va aumentando progresivamente a expensas
de la fasce cristalina.

lLa temperatura de transicién de fase (Tt) es defini-
da como la tcmperatura en la cual el 50% de los lipidos se en-
cuentra en el estado ordenado y el otro 50% se halla en la fa-
s¢ fluida. Si la transicién es simétrica, Tt coincidiri con el
punto medio entre Ti y 1s, sin embargo no siempre la transi-
cién es perfectamente simétrica, por lo que Tt se calcula como
se indica en las figuras 36, 37 o 38. Se prolongan las rectas
correspondientes a ambos estados puros (por debajo de Ti y por
encima de I's, y la temperatura del punto equidistante entre am
bas rectas corresponde a Tt.

las transiciones de fase de sistemas lipidicos, ain
en dispersioncs de una unica especie de fosfolipidos como en -
este caso, se¢ caracterizan por presentar un rango AT relativa-
mente ancho. Ademas el ancho de la transicién puede variar se-
gin el método de preparacién de las dispersiones lipidicas, y
es mayor cuanto menor sea el radio de curvatura de la bicapa -
lipidica, ¢l cual a su vez dcpende del tamafio de las vesiculas
El ancho de la transicién también es mayor para vesiculas mono
lamelares que para liposomas multilamelares (459). Los liposo-
mas de DMPC utilizados para estas determinaciones, no fueron -
centrifugados a 160.000 xg luego de la sonicacién por lo que -

pueden contener algo de liposomas multilamelares.



En la figura 37 se muestra la curva de intensidad de
light scattering en funcién de la temperatura para los liposo-
mas de DMPC. Solo se indica la curva registrada incrementando
la temperatura. Si bien los limites Ti y Ts no coinciden exac-
tamente con los determinados por la fluorescencia de la N-fe
nil-l-naftilamina, y AT es algo menor en este caso, la concor
dancia entre la temperatura de transicién determinada por am-
bos métodos es bucna.

En la figura 38 se muestra la deteccién de la transi
cién de rase de los liposomas de DMPC por medio de la determi-
nacién de la polarizacidén de la fluorescencia emitida por el -
DPIl incorporado como marcador en estos liposomas. Puede verse
en esta figura, que la transicién puede detectarse ya sea re-
gistrando dircctamente la anisotropia de fluorescencia (r) en
funcién de la temperatura, o calculando de esta el pardmetro -

de orden (S ) o la microviscosidad aparente (ﬁ). La tempera-

DPIl
tura de transicidén (Tt), detectada por la polarizacién de la -
fluorescencia del DPH fue similar a la determinada por light -
scattering y la fluorescencia de N-fenil-l-naftilamina, aunque
At fue algo menor en este caso.

Estas determinaciones muestran una buena concordan-
cia entre c¢stos tres métodos. Debido a la simplicidad de la de
terminacidén y al hecho de que no necesita de la incorporacién
de ninguna sustancia extraiia como marcador, el método de light
scattering fue ¢l mas utilizado para detectar las transiciones

v

de fase en las membranas modificadas.

I11.3.2.- 3odificacidén de la composicién lipidica de la membra

na microsomal "in vitro'.

Una mancra de investigar la influencia de la estruc-
tura de la membrana sobre la actividad enzimitica es estudiar
su respuesta a las transiciones de fase orden-desorden. Sin em
bargo como se demostré en las secciones anteriores, las membra
nas del reticulo endopldsmico de higado de rata debe sufrir su

transicién de fase por lo menos por debajo de 10°C, ya que por
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FIGURA 37: Deteccidn de la transicidn de fase de liposomas de
DMPC por medio del registro de la intensidad de light scatter-

ing en funcidn de la temperatura.
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encima de esta temperatura presenta un estado de alta fluidez
caracteristica del estado liquido-cristalino. Para poder estu-
diar 1la influencia dec la transicién de fase sobre la actividad
de las enzimas microsomales, la temperatura de transicién de -
fase de la membrana fue incrementada por medio de la incorpora
cién "in vitro" de lecitina exbgena.

la lecitina elegida para estos estudios fue la DMPC,
ya que esta presenta una [t de aproximadamente 24°C, la cual -
queda aproximadamentce en el medio del rango de temperatura en
quc sc¢ puede determinar las ..ctividades enzimiticas. En algu-
nos experimentos, sin embargo, también se utilizé DPPC. La in-
corporacién de cstos fosfolipidos se realizé por medio de tres
métodos difcrentes como fusién,substitucién y solubilizacién-

reconstitucidén, los cuales se han descripto en el capitulo 1II.
[}

a) Fusidén de liposomas de DMPC con microsomas de higado de ra-

ta.

Cuando los microsomas de higado de rata fueron fusio
nados con liposomas de DMPC, la cantidad de DMPC incorporada -
indicada por el porcentaje de &cido miristico aumenté en pro-
porcidén a la cantidad de DMPC incubada (Tabla XII). En los mi-
crosomas originales, el contenido de 14:0 es de alrrededor del
177, El1 porcentaje de Aacido miristico de los microsomas incuba-
dos con ¥ y 13 mg de DiHPC por mg de lipido endégeno alcanzé un
09 v un 87 respectivamente. Como el contenido de 14:0 en los
microsomas originales es muy bajo, su porcentaje en los micro-
somas tratados se debe casi exclusivamente a la DMPC incorpora
da, y esto sc tomé como un indice de la cantidad de DMPC incor
porada. lLa relacién lipido/proteina aumenta notoriamente al fu
sionar los microsomas con liposomas de DMPC, de la misma mane-
ra que la relacién fosfolipido/proteina. E1 control al cual se
refiecre la tabla fue tratado de la misma manera que los micro-
somas fusionados con la excepcién de que no se les agregé lipo
somas. En c¢ste caso, si bien la composicidén de acidos grasos -

no se modificé, la relacién lipido/proteina o fosfolipido/brg
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teina también aumentd, aunque menos intensamente que en los mi
crosomas fusionados. Esto posiblemente se debe a la pérdida de
proteinas~ periféricas débilmente unidas a la superficie de la
membrana microsomal, durante los lavados a que se sometieron.

Usando el criterio de (414), el aumento en la rela-
cién lipido/proteina o fosfolipido/proteina indicaria que los
cambios producidos en la composicién lipidica de los miéroso—
mas fueron producidos por una incorporacién de DMPC en los mi-
crosomas, mas bicen que por un intercambio de fosfolipidos en-
tre los liposomas y los microsomas. No es posible distinguir -
si la DMNPC se incorpora rcalmente en la bicapa lipidica de la
membrana microsomal, o simplemente los liposomas de DMPC perma
necen adsorbidos a lu superficie de los microsomas aun después
de los lavados. Sin cmbargo, como veremos mas adelante, el he-
cho de que la actividad de algunas enzimas "sientan" la transi
cibén de fase de cstas mcmbranas modificadas indicaria que la -
DMPC queda al menos parcialmente en el medio en el que se ha-
llan estas enzimas. AdemiAs el gran porcentaje de DMPC hallado
en las membranas modificadas, en casos queda el 90% de DMPC y
solo un 107 de lipidos endbégenos, dificilmente pueda deberse -

. . . 3
Gnicamente a una simple adsorcién.

La cantidad de proteinas microsomales recuperadas -
por este método varié entre el 40 y el 70%. Debe tenerse en -
cuenta que cn el control se perdié un 30% de las proteinas, y-
estas deben ser principalmente proteinas periféricas. Asi, so-
lo una pequefia proporcién de proteinas integrales se perderian
por e¢ste tratamiento.

La temperatura de transicién de fase (Tt) obtenidas
por light scattering o por la fluorescencia de la N-fenil-1-
naftilamina es menor de 10°C tanto en los microsomas origina-
les como en los controles. A medida que aumenta la proporcién
de DMPC incorporada, la Tt se acerca a 24°C que es la Tt de la
DMPC pura. La Tt fuec de alrrededor de 19°C en las membranas

con un 099 de 14:0 y de aproximadamente 23°C en las membranas
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rIGURA O 7: Transicidn de fase en microsomas fusionados con 1li-
rosomas de DMPC (69 ¢ de 1430)
(e—e) light scatterirg; (0=—0) fluorescencia de la N-fenil-

l-naftilamina.



con un 577 de 14:0.

lLa transicién de fase detectada por light scattering
y por la fluorescencia de la N-fenil-l-naffilamina para las -
membranas con un 09% de 14:0 se muestra en la figura 39. Si
bien los métodos de light scattering y de fluorescencia die-
ron valores algo diferentes para Ti y Ts, los valores de Tt ob
tenidos por ambos métodos fueron bastante similares dentro del

error experimental.

b) Substitucién de los lipidos microsomales por DMPC.

En la tabla {11l se muestran los resultados obteni-
dos por ¢l método de si:-~titucién utilizando diferentes cantida
des de desoxicolato de sodio y de DMPC. Cuando se incubaron so
lo 7 mg de DMPC por mg de lipido microsomal endégeno, y 0,25 -
mg de desoxicolato/mg de lipido total, la proporcién de 14:0 -
alcanzé un 80%. En estc caso la relacién lipido/proteina o fos
folipido/proteina fue incrementada pero de una manera mucho me
mos pronunciada que eun los experimentos de fusién. Esto indica
que al menos parte de los lipidos endbégenos son substituidos' -
por DMPC. La cantidad dc detergente utilizado o mas bien la re
lacién de detergente a lipido parece influir sobre la relacién
lipido/proteina encontradia en las membranas modificadas. Cuan-
do se utilizaron 0,1 mg de dcsoxicolato por mg de lipido total,
aproximadamente el mismo porcentaje de 14:0 se alcanzé, pero -
con'una relacién lipido/proteina mayor, indicando que ocurre -
mas incorporacién y menos substitucién. Cuando se utilizaron -
0,5 mg de desoxicolato por mg de lipido total, la relacién de
lipido/proteina encontrad: fue menor, pero sin embargo, la can
tidad de proteina recupcrada en este caso fue muy pobre. En to
dos los otros experimentos realizados se usaron 0,25 mg de de-
soxicolato/mg de lipido total (DMPC + lipido microsomal).

Con 0,25 mg ¢ desoxicolato/mg de 1lipido, el % de -
14:0 aumentd en proporcidi a la cantidad de DMPC incubada, y

fue del S0% con 7 mg dc¢ DIPC/mg de lipido endbégeno, y del 64%
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FIGURA 59: Transicidn de fase en microsomas cuyos lfpidos fueron
sutstituidos por DMPC (80 % de 14;0).
(e—e) light scattering; (o---o) fluorescencia de la N-fenil-

l-naftilamina,
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con 5,5 mg de DMPC/mg de lipido endégeno. El porcentaje de dci
do miristico en las membranas modificadas de esta manera, al -
igual que las obtenidas por el método de fusién, fue menor que
la proporcién que se obtendria si se alcanzara un completo e-
quilibrio entre los lipidos endbégenos y la DMPC.

La Tt fue acercindose a 24°C a medida que la propor-
cién de DIPC incorporada fue mayor, y fue de aproximadamente -
20°C en las membranas con 80% de 14:0 y de 18°C en las membra-
nas con 04% de 14:0. En la figura 40 se muestran las curvas de
light scattering y de fluorescencia de la N-fenil-1l-naftilami
na para las membranas con un 80% de DMPC obtenidas por substi-
tucién. E1 rango de la transicién de fase en este caso fue mas
ancho que en el caso de las membranas obtenidas por fusién. .
Nuevamente la concordancia entre ambos métodos para detectar -

la transicién de fase fue aceptable.

c) Integridad de las vesiculas microsomales modificadas por

fusidén y substitucién.

Los microsomas modificados por los métodos de fusién
y substitucién fueron observados por microscopia electrénica.
En la figura 41 se muestran las micrografias obtenidas en mi-
crosomas sin tratar, en microsomas fusionados con DMPC, y en -
microsomas cuyos lipidos fueron substituidos por DMPC. Estas -
muestran que los microsomas tratados por ambos métodos perdie-
ron los ribosomas que se ven unidos a la superficie de los mi-
crosomas sin tratar. Los microsomas modificados presentan un -
aspccto de membranas, aunque la estructura de vesiculas sella-
das parece cstar alterada. En el caso de los microsomas trata-
dos por substitucién, la integridad de las vesiculas parece es
tar muy afectada. En cambio el tratamiento por fusién parecié
ser menos drastico, y la integridad de las vesiculas parece -
conscrvarse algo mas que las tratadas por substitucién.

Otra manera de estudiar la integridad de las vesicu-
las microsomales fue medir la actividad manosa-6-fosfatasa an-

tes y después del tratamiento de las membranas con desoxicola-
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to de sodio. !M-06-P no es un sustrato para la glucosa—6—fosfatg
sa en microsomas intactos, y solo puede ser hidrolizada si la

barrcra de permeabilidad de las vesiculas es eliminada para -

permitir el acceso de este sustrato alternativo al sitio acti-
vo de la cnzima en el espacio luminal de las vesiculas microso
males (406). Asi, el grado de latencia de esta actividad enzi-
matica es la proporcién de enzima que se encuentra en vesicu-

las selladas, y puede ser considerado como un indice de la in-
tegridad de la barrera de permeabilidad de las vesiculas miero
somales. La latencia de la actividad M-6-Pasa se corresponde -
muy bien con la permeabilidad de la membrana al EDTA como mos-
traroa Arion y col. (399).

Los resultados de estas mediciones en los microsomas
modificados se muestran en la tabla XIV, donde se puede obser-
var que en las membranas modificadas por fusidén, la barrera de
permeabilidad se encuentra parcialmente alterada. Esta permea-
bilizacién de los microsomas a la M-6-P es producida por el -
procedimiento de incubacién y no por la adicién de DMPC, ya -
que la disminucién en el grado de latencia ocurre también en -
la misma extensibén en los microsomas controles, los cuales re-
cibieron el mismo tratamiento de incubacién, pero sin el agre-
gado de los liposomas de DMPC. E1 porcentaje de vesiculas per-
meables a la }M-0-P en las muestras tratadas por fusidn supera
el .50%, cn contraste con solo un 12% en los microsomas sin tra
tar. ElL grado de latencia de la actividad M-6-Pasa también pa-
recc ser independiente del tiempo de incubacién.

En las membranas tratadas por el procedimiento de -
substitucién, el grado de latencia es pricticamente nulo, lo -
que indica que la barrera de permeabilidad es completamente e-
liminada tanto en los microsomas substituidos con DMPC ?omo en

los controles tratados de la misma manera pero sin el agregado

de D!PC.
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d;) Solubilizacién de microsomas y reconstitucién con fosfoli-

pidos exdégenos.

Membranas muy ricas en lecitina exégena fueron obte-
nidas también por cl método de solubilizacién y reconstitucién
En la tabla XV sc muestra que la relacién lipido/proteina o -
fosfolipido/proteina obtenida dependié de la longitud de las -
cadenas hidrocarbonadas de la fosfatidilcolina utilizada en“la
reconstitucién. Al reconstituir con DMPC se obtuvo una rela-
cién de lipido/proteina mucho menor que al reconstituir con -
DPPC o con una mezcla de DMPC-DPPC 1:1 (P/P). Es posible que
esta difcrencia sea debida a la menor capacidad de la DMPC com
parada con la DPPC para formar vesiculas bilaminares, ya que -
cuanto menor es la longitud de las cadenas hidrocarbonadas de
los fosfolipidos, tienen menor tendencia a formar vesiculas -
de bicapa y mayor tendencia a formar micellas (51). Asi, es po
sible que gran parte de la DMPC quede en el sobrenadante de -
100.000 g en forma de micellas.

La proporcién de 14:0 o de 16:0 exégeno que se obtie
ne por éste método es cercana al valor calculado asumiendo un
completo equilibrio entre los lipidos exégenos y endégenos, al
contrario de lo que ocurrié con los métodos de fusién y substi
tucién. La proporcién de proteinas recuperadas por este método
es bastantc inferior a la recuperada por los métodos de fusidn
y substitucidn.

La temperatura de transicién de fase se determindé en
estas membranas por light scattering y por la fluorescencia de
la N-fenil-l-naftilamina. Ambos métodos dieron resultados simi
larcs. Las membranas reconstituidas con lipidos endégengs no -
mucstran transicidén de fase en el rango de temperatura medido.
Cuando se reconstituyé con DMPC o con DPPC, la transicién de -
fasc ocurrié a temperaturas cercanas a la Tt de la DMPC o la -
DPPC puras (24 y 41°C, respectivamente). Al reconstituir con -
una mezcla de DMPC-DPPC 1:1 (p/p), la transicién ocurribé a una

temperatura intermedia, a aproximadamente 31°C.
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IGURA 42: Transicidn de fase en membranasphtenidas por solubi-
lizacidn de los microsomas y reconstitucidn con DMPC (79 % de
14:0),

(e——e) light scattering; (o=—o0) fluorescencia de la N-fenil-

l-naftilamina.



La figura 42 muestra las curvas de light scattering
y de fluorescencia de N-fenil-l-naftilamina para las membranas
solubilizadas y reconstituidas con DMPC (79% de 14:0), las cua
les indican una transicién de fase centrada a aproximadamente
22°(.

e) ilecuperacién de actividades enzimidticas en las membranas

modificadas.

En la tabla XVI se muestra la recuperacién de activi
dades de las A6 y A9 desaturasas, G-6-Pasa, NADH-ferricianuro
reductasa y NADIl-citocromo ¢ reductasa. Como se vio en la sec-
cién anterior, el método por el que se obtiene la menor recupe
racién de proteinas fue el de solubilizacidn-reconstitucién,
pero por los otros dos métodos la recuperacién fue mayor del -
40% .

La recuperacién de las actividades de las A6 y A9 de
saturasas fue muy baja en todos los casos. Las actividades que
se muestraa en la tabla son las recuperadas con las éptimas -
condiciones que se probaron. En este caso se reemplazé al buf-
fer tris-acetato por buffer fosfato 41 mM y N-acetil cisteina
1,4 mM. También se agregé 0,2 mg de proteina citosélica (sobre
nadante de 100.000 xg) al medio de incubacién cuando se midié
la actividad para evitar pérdidas de actividad por la elimina-
cién durante los lavados de factores solubles involucrados en
la desaturacién (460). Si se utilizé buffer tris-acetato en lu
gar- de fosfato durantc el procedimiento de fusién o de substi-
tucién, o si se omitid el agregado de citosol al medio de incu
bacién., la actividad recuperada fue siempre menor. Esta ‘pérdi-
da de actividad no fue debida a la DMPC, ya que también ocu-
rrid en los respectivos controles.

La actividad de la NADH-ferricianuro reductasa recu-
perada en los microsomas modificados por fusién o substitucién
fue similar a la recuperacién de las proteinas totales, por lo
que la actividad especifica permanecié pricticamente sin modi-
ficarse por estos tratamientos. La actividad de la NADH-cito

cromo ¢ reductasa, sin embargo se recuper6 en mayor proporcién
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que las proteinas totales, y la actividad especifica aumenté.
cuando los microsomas fueron modificados por fusién o substitu
cién. Algo similar ocurrié con la G-6-Pasa, aunque puede verse
en la tabla que en algunos casos se recuperd una actividad to-
tal superior a la actividad original. Esto no es sorprendente
ya que es conocido que la actividad G-6-Pasa aumenta cuando se
destruye la barrera de permeabilidad de las vesiculas microso-
males (ver capitulo I). Como vimos, el tratamiento de substitu
cién produjo una completa destruccién de la barrera de permea-
bilidad y el tratamiento de fusién la destruybé en un 50-60%.
Asi, e¢sta seria posiblemente la causa del incremento en la ac-
tividad de la G-0-Pasa. ‘

De los tres métodos, el procedimiento de solubiliza-
cién-reconstitucién fue el que dio no solo la menor recupera-
cién de proteinas totales, sino que también dio la menor recu-
peracién de las actividades NADH-ferricianuro reductasa y NADI
-citocromo c reductasa. La actividad especifica de la NADH-ci
tocromo ¢ rc¢ductasa. si bien es menor que en los microsomas o-
riginales cuando se reconstituyé con DMPC, aumenté cuando se -
reconstituyé con DPPC o con una mezcla de DMPC-DPPC 1:1 (p/p)
o con los lipidos endégenos de los microsomas. La actividad es
pecifica de la NADII-ferricianuro reductasa fue similar a la de
los microsomas originales al reconstituir con DMPC, pero aumen
td si la reconstitucién se hizo con los lipidos endbégenos, con
DPPC o con una mezcla de DMPC-DPPC 1:1 (p/p).

En microsomas cuya composicién lipidica fue modifica
da por los métodos descriptos, se determinaron las curvas de -
Arrhenius para las actividades G-6-Pasa, NADH-ferricianuro re-
ductasa y NADli-citocromo ¢ reductasa. Las curvas de Arrhenius
para las actividades A6 y A9 desaturasas no pudieron ser cons

truidas debido a la baja actividad recuperada.

I1I.3.3.- Efecto de la transicién de fase orden-desordén de

las membranas modificadas sobre las curvas de Arrhe-




nius de la glucosa-0-fosfatasa.

Las curvas de Arrhenius de la actividad G-6-Pasa en
microsomas fusionados con liposomas de DMPC se muestra en la -
figura 42. En la misma figura se muestra la curva de Arrhenius
obtenida en microsomas tratados por el método de fusidén pero -
sin ¢l agregado de los liposomas de DMPC. éﬁ—%l experimento -
mostrado, la proporcién de 14:0 fue del 87%, y la Tt determina
da por light scattering y por la fluorescencia de la N-fenil-
l-naftilamina fue de aproximadamente 23°C. En la curva de Arr-
henius de la G-0-Pasa se puede observar un pequefio cambio apa-
rente de pendiente a alrrededor de 30°C. Este cambio de pen-
diente, sin embargo, no fue significativo y no siempre pudo -
ser deteclado, va que en una segunda experiencia, la curva fue
cercanamente lineal y de tnica pendiente entre 10 y 40°C.

Asi, la transicién de fase de estas membranas no pro
duce aparentcmente alguna quebradura abrupta o discontinuidad
en la curva de Arrhenius de la G-6-Pasa, por lo menos en estas
condiciones experimentales.

lLas Ea aparentes para los microsomas fusionados con
liposomas de DNMPC (14,1 i 0,7 Kcal/mol) y del control de fu-
sién (13,0 + 0,8 Kecal/mol), no difieren significativamente eh-
tre si, ni de la Ea aparente de los microsomas originales -
(13,3 + 0,8 Kcal/mol) cuya curva de Arrhenius se muestra en la
figura 44. Asi, aunque en los microsomas tratados por fusién -
se cencontrd que la barrera de permeabilidad esta destruida en
un 50-00%, esto no fue suficiente para hacer que disminuya sig
nificativamente la Ea aparente, como ocurre cuando la barrera
de permeabilidad es totalmente destruida (ver seccién III.1l.43
En ecste caso, la actividad medida seria un promedio de la acti
vidad de transporte y de la actividad del componente hidroliti
co.

Las curvas de Arrhenius para la actividad G-6-Pasa -
en microsomas tratados por el método de substitucién se mues-
tran en la figura 44. Similarmente a los microsomas fusionados

con DiiPC, ellos no muestran quebraduras en el rango de tempera
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FIGURA 43: Curva de Arrhenius de la actividad glucosa-6-fosfata-
sa en microsomas fusionados con liposomas de DMPC.

(e——e) Microsomas controles.,

(o) Microsomas fusionados con liposomas de DMPC (69 % de 14:;0)

(
de 30 °C.

) Curva trazada seperadamente por encima y por debajo

(--==) Curva trazada en todo el rango de temperatura medido.
Se indican en la figura los intervalos de confianza del 95 % de
la Ba para los microsomas controles y por encima y por débajo de
30 9C para los microsomas fusionados. Para la curva trazada so-

bre todo el rango de temperatura, fue 14,1 + 0,7 Kcal/mol.
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FIGURA »4: Curva de Arrhenius de la actividad glucosa-6-fosfa-
ﬁasa en microsomas cuyos lfpidos fueron substitufdos por DMPC,
(x—~—x) Microsomas originales. (o—o0) Microsomas controles.,
(e—e) Microsomas substitufdos con DMPC (80 % de 14;0)

Las Ea se indican junto a los 1{mites del intervalo de confian-

za del 95 %.



turn cstudiado. Sin embargo, los microsomas substituidos con -
DiPC o los microsomas controles que han sido tratados de la mis
ma mancra, pero sin DMPC, muestran una disminucién en la Ea apa
rente con respecto a la de los microsomas originales que fue -
significativa en el nivel del 1%. Esta disminucién en la Ea apa
rentc no puede ser atribuida a la substitucién de los lipidos -
enddégenos por D.iPC, sino que se debibé al tratamiento de substi-
tucidén que emplea desoxicolato de sodio. La Ea aparente obteni-
da en estos casos fue similar a la que se obtiene cuando se des
truye Ja barrcra de permeabilidad de las vesiculas microsomales
(ver seccién III.1.4 a). Asi, en este caso la actividad medida
seria la actividad del componente hidrolitico ubicado en el in-
terior de las vesiculas microsomales al cua;_gn este caso el -
sustrato tendria libre acceso, lo cual tamazé; fue confirmado -
por la pérdida total de la latencia a la actividad M-6-Pasa.

La actividad del componente hidrolitico del sistema -
de la G-0-Pasa, por lo tanto, presenta una curva de Arrhenius
lineal a pesar de que la membrana sufre una transicibén de fase,
y presenta la misma Ea aparente cuando la membrana se encuentra
en el estado liquido-cristalino que cuando se encuentra en el -
estado cristalino. Asi, la actividad de este componente de la -

superficie luminal podria no ser dependiente del estado fisico

de los lipidos de la membrana.

II1.3.4.- Efecto de la transicién orden-desorden de los lipidos

de membranas modificadas sobre la actividad NADH-fe-

rricianuro reductasa.

En la figura 45 se muestran las curvas de Arrhenius -
de la actividad NADlIl-ferricianuro reductasa en los microsomﬁé -
fusionados con liposomas de DMPC, en las membranas cuyos lipi-
dos han sido substituidos por DMPC, y en microsomas solubiliza-
dos y reconstituidos con DMPC. Se puede observar que la incorpo

racién de DMPC por cualquiera de estos tres métodos no alteré -

ni la forma ni la pendiente de la curva de Arrhenius de esta ac
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FIGURA i5: Curvas de Arrhenius de la actividad NADH-ferricianuro
reductasa en microsomas modificados.

(e~———e) Microsomas fusionados con liposomas de DMPC (69 % de
14:0); (o——0) Microsomnas solubilizados y reconstitufdos con
DMPC (77 ¢ de 14:0); (x——x) Microsomas substitufdos con DMPE
(80 % de 14:0).



tividad cnzimatica, a pesar de que estas membranas presentaron
una transicidén de fase en el rango de temperatura medido. Las

Ea aparentes obtenidas en estos casos no difirieron de la obte
nida para los microsomas sin ctratar ni de la obtenida para los
controles, cuyas curvas de Arrhenius no se muestran.

Asi, la transicidén de fase de los lipidos de la mem-
brana no tendria efecto sobre la actividad de esta enzima, ya
que la rcecaccidn se produce con la misma eficiencia cuando los
lipidos dc la membrana se hallan en el estado liquido-cristali

no que cuando e¢stos se cencuentran en el estado ordenado.

I1I.3.5.- "ransicién dc fase en membranas modificadas por la -

incorporacidén de lecitinas exdgenas y su efecto so-

bre las curvas de Arrhenius de la actividad NADH-ci-
)

tocromo ¢ rcductasa.

La curva de Arrhenius de la NADH-citocromo c reducta
sa en microsomas fusionados con liposomas de DMPC y en los con
troles tratados similarmente sin el agregado de la DMPC, se -~
muestra en la figura 40 a). Al contrario de lo que ocurrid con
la actividad NADH-ferricianuro reductasa, la curva de Arrhe-
nius de la NADll-citocromo ¢ reductasa mostré una quebradura a
aproximadamente 225°C, mientras que las membranas controles -
dicron curvas completamente lineales y con la misma energia de
activacion aparente que los microsomas originales. La Ea apa-
rente en las membranas fusionadas con liposomas de DMPC es me-
nor quec la de los microsomas originales y los controles por en
cima de 22,5°C, y es mayor que en ellos por debajo de 22,5°C.

La transicién de fase de estas membranas fue detecta
da por light scattering y se muestra en ladfiéura 46 b). La Tt
obtenida fue de 23,5°C, la cual coincide bastante bien con 1la
temperatura a la que ocurrié la quebradura en la curva de Arr-
henius de la NADH-citocromo c reductasa.

Cn la figura 47 a), se muestra la curva de Arrhenius

para la YADIl-citocromo c reductasa en microsomas cuyos lipidos
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FIGURA 46: Efecto de la transicidn de fase sobre la actividad
NADH-citocromo c reductasa en microsomas fusionados con lipo-
somas de DMPC (87 % de 14:0).

A) Curva de Arrhenius (o——o0); B) Curva de light scattering
(e—e). Las Ea se indican junto a los limites del intervalo de

confianza del 65 %.
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fucron substituidos con DMPC. En ella se puede observar una -
quebradura a alrededor de 22°C con un gran incremento en la Ea
aparente por debajo de esa temperatura. Los microsomas contro-
Te~, dieron una curv: de Arrhenius lineal y de similar pendien
te que los microsomas originales. En la figura 47 b), se mues-
trio la curva de light scattering para las membranas obtenidas
de esta mancera, y se puede ver que dieron una Tt de aproximada
meate 20,5°C, la cual nuevamente coincide muy bien con la tem-
peratura a la que ocurridé la quebradura en la curva de Arrhe-
nius de¢ la NADll-citocromo ¢ reductasa.

Cuando los microsomas fueron solubilizados y recons-
tituwidos con DIPC, nuevamente se observé que la curva de Arrhe
nius de 1la actividad NADIl-citocromo c¢ reductasa mostré una que
bradura alrededor de 23,5°C cercanamente coincidente con la'Tt
de esas membranas determinada por light scattering, como se -
puede ver c¢n lua figura 48 a)y b).

Asi, las curvas de Arrhenius de la NADH-citocromo c
reductasa ¢n membranas modificadas por la incorporacidén de una
gran proporcién de DMPC por cualquiera de estos tres métodos,
mostraron quebraduras a aproximadamente la misma temperatura,
la cual fue cercanamentc coincidente con la temperatura a la -
que ocurridé la transicién orden-desorden de los lipidos de 1la
membrana. La Ea aparentc observada por encima de la temperatu-
ra ‘de la quebradura fue algo menor que en los microsomas origi
nales, ¢ independiente del método utilizado para la incorpora-
cién de DMPC. Sin embargo, por debajo de la temperatura de la
quebradura, las Ea aparcntes mostraron diferencias significati
vas entre los tres métodos utilizados para obtener los microso
mas modificados. Las Ea aparentes por debajo de la quebradura
fueron:16,9 + 2,3 Kcal/mol para los microsomas fusionados con
liposomas de DIPC; de23,7 + 3,7 Kcal/mol para los microsomas -
cuyos lipidos fucron substituidos por DMPC; y de50,0 + 2,7KcaV

- - - rd
mol para los microsomas solubilizados y reconstituidos con

MPC.
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FIGURA L7: Efecto de la transicidn de fase de membranas obteni-
das por substitucidn por DMPC (83 % de 1l43;0), sobre la activi-
dad NADH-citocromo ¢ reductasa.

A) Curva de Arrhenius. B) Curva de light scattering.

Las Ba se indican junto a los 1lfmites del intervalo de confianza

del 9% %,
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FIGURA 48: Efecto de la transicién de fase de membranas obteni-
das por solubilizacidn y reconstitucidn con DMPC (84 % de 14:0),
sobre 12 actividad NADH-citocromo ¢ reductasa.

A} Curva de Arrhenius. 2) Curva de light scattering.

Las energfas de activacidn aparentes se indican junto a los 1li-

mites del intervalo de confianza del 95 %.



De acuerdo con estos resultados, la transicién orden
-desorden de la fase lipidica de la membrana produciria una -
(quehradura abrupta en la curva de Arrhenius de la actividad -
NADI-citocromo ¢ reductasa, con un cambio en la Ea aparente a
la temperatura media de la transicién de fase, sin que cambie
la velocidad de 1la reaccidén a esa temperatura. Este tipo de -
curvas solo puede ser explicado por un cambio en la mecanismo
de La reaccibén o en la etapa determinante gg~ga misma produci-
do por la transicidén de fase de los lipidos (252), o si el es-
tado aclivado requiere de la unidén de moléculas de lipidos
(253).

En base a cxperiencias realizadas por el grupo de -
Strittmatier (302-304), ellos propusieron que la velocidad de
la reaccién NADl-citocromo c¢ reductasa seria limitada por la -
difusién lateral de las proteinas citocromo b5 reductasa y ci-
tocromo bS5 en ¢l plano de la membrana. Ademds, la velocidad de
difusidén lateral de las proteinas es influenciada por la flui-
dez, o su inversa2 la microviscosidad de la membrana. Por lo -
tanto, si asi fuera, las dependencias de la temperatura para -
la microviscosidad aparente de la fase lipidica y para la velo
cidad de esta rcaccidén deberian ser similares.

La dependencia de la temperatura del logaritmo de la
microviscosidad aparente a través de una transicién de fase de
un sistema lipidico sigue aproximadamente al cambio en la in-
teneidnd de light scattering como se mostré en la seccién III.
3.1. Tanto la microviscosidad aparente como la intensidad de -
light scattering aumentan bruscamente al disminuir la tempera-
tura dentro del rango de la transicién de fase, pero tanto por
encima d¢ Ts, como por debajo de Ti, las pendientes de estas -
curvas son mucho menores y no muy diferentes entre si. Por es-
ta razén, si la velocidad de la reaccién NADH-citocromo c re-
ductasa fuera dependicnte de la microviscosidad de la fase 1i-
pidica, su curva de Arrhenius deberia ser trifésica, y con una
pendiente similar por encima y por debajo del rango de la tran

sicidén dc rase de los lipidos. Asi, las curvas de Arrhenius pa



ra esta reaccién obtenidas en las membranas modificadas no se
correlacionan con los cambios en la fluidez de la fase lipidi-
ca que ocurren a través de la transicién orden-desorden, y es
por lo tanto dificil interpretar estos resultados como que la
reaccion fuera limitada por la velocidad de difusidén lateral -
de las proteinas en el plano de la membrana a lo largo de toda
la transicidén de fase.

Sin cmbargo, ha sido propuesto que muchas curvas de
Arrhenius de actividades de membrana que aparentemente son ob-
servadas como bifdsicas, podrian ser en realidad trifésicas,
pero uno dc los cambios de pendiente podria pasar desapercibi-
do debido a que podria ocurrir fuera del rango de temperatura
experimentalmente medible (148).

Para testear la posibilidad de que en estas membra-
nas asi modificadas ocurra una segunda quebradura a bajas tem-
peraturas., como no fue posible medir la actividad a temperatu-
ras muy inferiores a 10°C con suficiente exactitud, se intenté
la incorporacién en la membrana microsomal de un fosfolipido -
que sufra la transicién de fase a una temperatura mayor. La -
DPPC sc eligid ya que presenta una Tt a 41°C y asi, permite -
realizar las determinaciones de actividad a temperaturas muy -~
por debajo del rango de transicién de fase.

En la Cigura 49 a), se muestran las curvas de Arrhe-
nius de la \ADli-citocromo ¢ reductasa en membranas solubiliza-
das y reconstituidas con DPPC y con una mezcla de DMPC-DPPC
1:1 (p/p)- Aqui puede verse claramente que las curvas son tri-
fidsicas y presentan dos quebraduras o cambios de pendiente. Es
tos cambios de pendiente ocurrieron a 39,5°C y 30,5°C para las
membranas reconstituidas con DPPC, y a 30°C y 14°C para las -
membranas rcconstituidas con una mezcla de DMPC-DPPC 1:1 (p/p).
La pendiente de las curvas es mayor en el rango de temperatura
entre las dos quebraduras y es menor por encima y por debajo -
de este rango. No fue posible el cdlculo con suficiente exacti

tud de las Ea aparentes por encima de 39,5°C para las membra-
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FIGURA 49: BEfecto de la transicidn de fase sobre la actividad
NADH-citocromo ¢ recdictasa en membranas solubilizadas y recons-
titufdas =on DPPC (81 % de 16;0 exdg:no) (o=——o0); © con una
mezcla de DMPC-DPPC 1:1 (p/p) (4O % de 14:0, 44 % de 16:0 exd-
genc) (e——e). A) Curvas de Arrhenius; B) light scattering.

Las Ea se indican junto a los l1fmites del intervalo de confian-

za del 95 %,



nas reconstituidas con DPPC, y por debajo de 14°C para las mem
branas rcconstituidas con DMPC-DPPC 1:1 (p/p). Sin embargo, la
La aparcnte por encima de 30°C para las membranas reconstitui-
das coun la meczcla DMPC-DPPC 1:1 (p/p) no es muy diferente de -
la Ea aparente obtenida por debajo de 29,5°C para las membra-

nas rcconstituidas con DPPC.

Estos resultados hacen suponer que las curvas de -
Arrhenius ¢ esta actividad obtenidas para los microsomas modi
ficados por la incorporacién de DMPC (figuras 46, 47 y 48) se-
rian en realidad curvas trifisicas y un segundo cambio de pen-
aiente debe ocurrir por debajo de la temperatura minima que se
midid en esas cxperiencias.

En la figura 49 b), se muestran las curvas de light
scattering c¢n funcién de la temperatura p@ﬁ;ilas membranas re-
constituidas con DPPC o con DMPC-DPPC 1:1 (p/p). Las membranas
reconslituidas con DPPC presentaron una transicién de fase cu.-
ya Ts fue de 40,5°C y su Ti fue de 29,5°C. La Tt fue de aproxi
madamente 37°C, esto es algo menor que la Tt de la DPPC pura -
que ¢s de 41°C. Las membranas reconstituidas con DMPC-DPPC 1:1
(p/p) presentaron una transicién de fase en un rango de tempe-
ratura intermedio entre las reconstituidas con DMPC y las re-
constituidas con DPPC, con una Tt de 30°C, una Ti de 20,5°C y
una Ts de 40°C.

Ya que las curvas de Arrhenius de la NADH-citocromo
¢ reductasa son trifasicas, ambas quebraduras pueden ser asig-
nadas al comienzo y al final de la transicién de fase. Es de-
cir que el rango de temperatura intermedio entre las dos que-
braduras, que presenta una pendiente pronunciada seria el ran-
go de la transicidén de fase '"sentido" por la reaccién. Por en-
cima de la quebradura superior, los lipidos se hallan totalmen
te en la fase desordenada y por debajo de la quebradura infe-
rior se hallan totalmente en la fase ordenada. En el rango de

temperatura entre las dos quebraduras coexisten ambas fases.



En la tabla XVII se resumen los limites de las tran-
siciones de fase en las membranas modificadas, determinados -
por light scattering, y los limites de las transiciones de fa-
s¢ "sentidas" por la NADH-citocromo ¢ reductasa. Unicamente en
las membranas reconstituidas con DPPC, los limites de la tran-
sicion de fasc detectados por light scattering son mas o menos
aproximados & los limites "sentidos" por la reaccién XADI-cito
cromo ¢ rcductasa. $Sin embargo, en las membranas reconstitui-
das con DMPC-DPPC 1:1 (p/p) o con DMPC, las quebraduras obser-
vadas en las curvas de Arrhenius de la NADH-citocromo ¢ redic
tasa se hallan desplazadas hacia menores temperaturas con res-
pecto a los valores de Ts y Ti determinados por light scatte-
ring. Por lo tanto, podemos decir que si bien la reaccidén NADI-
citocromo ¢ reductasa responde a la transicidén de fase de los
lipidos, c¢sta respucsta se encuentra desplazada hacia valores
de temperatura mcnores. Esta reaccibén "siente" la transicidén -
de fase a menores temperaturas. Cuando se disminuye la tempera
tura y parte de los lipidos comienzan a transformarse al esta-
do ordenado, la rcaccién de la NADH-citocromo ¢ reductasa atin
continda siendo tan cfectiva como si todos los lipidos estuvie
ran cn el estado liquido-cristalino, y solo cuando una gran -
proporcion de lipidos ya estan en el estado cristalino, la
rcaccién recien responde a la transicidén de fase haciéndose me
nos efectiva.

Fue de interés estudiar el efecto de la incorpora-
cién de cantidades crecientes de lipido exégeno sobre las cur-
vas de Arrhenius de la actividad NADH-citocromo c¢ reductasa.
Estos estudios sc realizaron por los métodos de fusién y de so
lubilizacién-reconstitucién.

En la figura 50 a) y b) se muestran respectivamente
las curvas de Arrhenius de la actividad NADH-citocromo ¢ reduc
tasa y las curvas de intensidad de light scattering en funcidn
de la temperatura para microsomas fusionados con diferentes -
cantidades de liposomas de DMPC. Se puede observar que la cur-

va de intensidad de light scattering ya fue levemente modifica
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da, 'ndicando la ocurrencia de separaciones_de fase en los 1li-
pidos de las membranas modificadas, cuandoiélv% de 14:0 solo -
alcanzé un 305. A medida que aumenté la proporcién de DMPC, 1la
transicién observada fue cada vez mas intensa, lo que indica -
que la proporcién de lipidos que son involucrados en la transi
cidn oiden-desorden es cada vez mayor. La temperatura a la que
ocurrio la transicidén, sin embargo, solo se modificé levemente
al ir aumciitando la cantidad de DMPC incorporada.

Las curvas de Arrhenius de la NADH-citocromo ¢ reduc
tasa, no fueron afectadas por la fusién con liposomas de DMPC
hasta que el porcentaje de 14:0 fue del 67%. La fusién con can
tidades mayores de liposomas de DMPC, produjo curvas de Arrhe-
nius con una qucbradura a temperaturas no muy diferentes entre
si, de manera casi independiente de la cantidad de DMPC incor-
porada.

En la figura 51 a) se muestran los resultados de la
incorporacién de cantidades crecientes de DMPC por el método‘—
de solubilizacibén-reconstitucién. Al contrario de lo que ocu-
rrié con e¢l método de fusibén, la curva de Arrhenius de la NADII
-citocromo ¢ recductasa ya mostré una quebradura a aproximada-
mentc 15°C cuando la proporcién de 14:0 alcanzé solo un 435.
Ademds, la temperatura a la que ocurrié la quebradura aumentd
gradualmente al aumentar la proporcién de DMPC incorporada,
llegando a 23°C cuando el porcentaje de 14:0 fue del 79%. Las
curvas de light scattering para estas membranas se muestran en
la figura 51 b). Solo pudo detectarse la transicién de fase -
completa cuando la proporcién de 14:0 fue del 79%. Cuando la -
proporcién de 14:0 fue del 01% o menor, solo se detecta el 1li-
mite superior de la transicién (Ts). Este limite Ts, sin embar
go, aumcnutd gradualmente de 18°C para las membranas con un 437
de 14:0, hasta 31°C para aquellas membranas que contenian un -
795 de 14:0.

También puede observarse en las figuras 50 a) y 51 -

a), que las pendientes de las curvas de Arrhenius observadas -
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FIGUiA 50: Efecto de la incorporacidn de cantidades crecientes
de DMPC pur fusién sobre la transicidn orden-desorden de la mem-~
brana y sobre las curvas de Arrhenius de la actividad NADH-cito-
cromo < reductasa.

A) Curvas de Arrhenius. 3) Curvas de light scattering.

(x=~x) 30 % de 14;0; (W—®m) 55 % de 14;0; (@—0) 67 % de 14;0;
(o——e) 82 % de 14:;0; y (0o—o0) 87 % de 14:0).,

Se indican los intervalos de confianza del 95 % para las Ra.
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FIGURA 51: Efecto de la incorporacidn de cantidades crecientes
der DMPC por solubilizacidn-reconstitucidén, sobre la transicidn
de fase de la membrana y sobre las curvas de Arrhenius de 1la
actividad NADH-citocromo c¢ reductasa.

A) Curvas de Arrhenius. B) Curvas de light scattering.,

(x——x) 43 % de 14:0; (e=——e) 61 % de 14:0; (0=——o0) 79 % de U0
Las Ba s: indican con los 1{mites de su intervalo de confianza

del 96



por debajo de las quebraduras en las membranas obtenidas por -
solubilizacién-reconstitucién, fueron cada vez mayores a medi-
da que se incrementé la cantidad de DMPC incorporada. En las -
membranas obtenidas por fusién, las pendientes de las curvas -
de Arrhenius por debajo de las quebraduras fueron significa-
tivamente menores que en el caso de las membranas obten{das -
por solubilizacidén-recoustitucién, y el incremento de esta pen
diente con i1a cantidad de DMPC incorporada fue menos notable.
Las Ea aparentes observadas por encima de la quebradura fueron
aparentemente independientes del método utilizado y de 1la can-
tidad de DMPC .incorporada.

Estos resultados podrian indicar que el método de so
lubilizacidén-reconstitucién produce una distribucién mas homo-
génea de la DMPC incorporada entre los lipidos endégenos. Cuan
do se incorporan por el método de fusibén cantidades no muy
grandes de DMPC, esta no se mezclarfa homogéneamente con los -
lipidos e¢ndbégenos, quedando asi areas formadas casi exclusiva-
mente por DMPC, y zonas casi libres de DMPC. las transiciones
de fase detectadas por light scattering se producirian Gnica-
menle en las zonas ricas en DMPC, lo cual é%;}icaria el hecho
de que la temperatura a la que ocurre la transicién de fase no
se modifique mavormente al aumentar la proporcién de DMPC in-
corporada. LEl pcqueno incremento observado en Tt al aumentar -
la propercidon de DNPC podria deberse a que la separacién en zo
nas de DMPC pura y en zonas libres de DMPC no seria absoluta.
La proporcion de las areas ricas en DMPC, que sufren la transi
cidén, seria cada vez mayor a medida que se incrementa la canti
dad de DMPC incorporada, lo que haria que la transicién detec-
tada por light scattering sea cada vez mas intensa como se ob-
serva en la figura 50 b).

Cuando los microsomas fueron solubilizados con deter
gentes, mezclados con DMPC, y posteriormente se eliminé el de-
tergente para reconstituir las membranas, la DMPC se distribu-

yé6 aparentemente de una manera mas homogénea entre los lipidos



microsomales, haciendo que aiun cuando se incorporan cantidades
relativamante pequefias de DMPC, la transicién de fase sea su-
frida por casi todos los lipidos de la membrana a una tempera-
tura que dependce de la proporcién de DMPC incorporada.

fa diferencia entre ambos métodos es bien notoria -
cuando el porcentaje de 14:0 fue de alrrededor del 50-607Z. En
la figura 50 b), se puede ver que las membranas obtenidas por
fusidén que contenian un 554 de 14:0 mostraron una transicién -
de fase bien definida en la cual pudieron detectarse ambos 1i-
mites I's v Ti. En la figura 51 b) se observa por el contrario
que membranas obtenidas por solubilizacidén-reconstitucién que
contenian un 01% de 14:0, mostraron una transicién mucho mas -
ancha en la que solc pudo detectarse el limite superior Ts.

En las membranas obtenidas por fusidén con cantidades
relativamente bajas de DMPC, las proteinas citocromo b5 y cito
cronmo b5 reductasa se particionarian preferiblemente en las a-
reas libres de DMPC, y asi, la reaccidén NADH-citocromo ¢ reduc
tasa no "sentiria" la transicién de fase que ocurriria en las
arcas formadas casi exclusivamente por DMPC. La actividad medi
da seria la suma de la actividad en las zonas libres de DMPC y
en las zonas ricas en DMPC. Al ir aumentando la proporcién de
las zonas ricas en DMPC, la proporcién de las proteinas respon
sables de la reaccidén en esas zonas se incrementaria progresi-
vamente, v asi serfia cada vez mayor la proporcién de actividad
que "siente" la transicién de fase. Esto también explicaria 1la
mayor pendiente observada por debajo de la temperatura de la -
quebraduara en el caso de las membranas obtenidas por fusidén -
con respecto a las obtenidas por solubilizacidn-reconstitucién
ya quc¢ en el primer caso, la contribucién de la actividad en -
las zonas libres de DMPC, que presentaria una curva de Arrhe-
nius lineal, haria que la pendiente por debajo de la quebradu-
ra sea menos pronunciada.

Por el contrario, en las membranas obtenidas ﬁor so-

lubilizacién-reconstitucién, todos los lipidos (DMPC y lipidos



enddégenos) se hallarian distribuidos mas homogeneamente en la
membrana, y asi la transicién de fase es detectada por la reac
cion NADil-citocromo ¢ reductasa ain cuando la proporcién de -
DMPC en la membrana es relativamente baja. '

En las figuras 52 y 53 se muestran las curvas de -
light. scattering y las curvas de Arrhenius para las membranas
solubilizadas y reconstituidas con cantidades crecientes de -
DPPC y de una mezcla de DMPC-DPPC 1:1 (p/p), respectivamente.
Similarmente a cuando se usé DMPC, se observa un gradual des-
plazamiento de las quebraduras en las curvas de Arrhenius y de
la temperatura de transicién de fase hacia mayores temperatu-
ras a medida que aumenta la proporcién de lecitina exdgena in-
corporada. Segiin el criterio anterior, estos lipidos también -
se distribuirian de una manera mas o menos homogénea entre los
lipidos ¢nddgenos de la membrana.

F1 grupo de Strittmatter (251), mostrdé que la reac-
cién NADil-citocromo ¢ reductasa es limitada por la difusidén la
teral del citocromo b5 y la citocromo bj réaﬁétasa, solo cuan-
do estas proteinas sc¢ encuentran suficientemente diluidas en -
la matriz lipidica. Cuando la concentracién de estas proteinas
en la fase lipidica es muy elevada, y estin separadas por una
distancia muy pequena, la velocidad de la reaccidén se hace in-
dependiente de la difusién lateral, y por lo tanto de la tran-
sicién de fase de los lipidos de 1la membrana. En estas expe-
riencias, al incorporar cantidades crecientes de lipidos exége
nos, se produce un aumento en la dilucién de las proteinas en
la fase lipidica, como sc¢ puede observar en las tablas XVIII y
XIX, de la relacién lipido-proteina.

Para descartar la posibilidad de que la aparicién de
las quebraduras en las curvas de Arrhenius de la NADH-citocro-
mo ¢ reductasa sea consecuencia de esa dilucidén, se incorpora-
ron cantidades crcecientes de lipidos microsomales por solubili
zacién y reconstitucidén. En la figura 54 se puede observar que

esto no tuvo ningin efecto sobre las curvas de Arrhenius de 1la
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FIGURA 52: Efecto de la incorporacidn de cantidades crecientes
de DPPC por solubilizacidn-reconstitucidn sobre la transicidn

de fase de la membrana y sobre las curvas de Arrhenius de la ac-
tividad NADH-citocromo c reductasa.

A) Curvas de Arrhenius., B) Curvas de light scattering.

(x—=x) 46 % de 16:0 exdgeno; (e—e) 70 % de 16:0 exdgeno;
(o—o0) 81 % de 16;0 exdgeno.

Las Ba se indican con sus 1imites del intervalo de confianza del

95 %o
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FIGURA 53: Efecto de la incorporacidn por solubilizacidn-recons-

titucidn de cantidades crecientes de una mezcla de DMPC-DPPC 1:1

(p/p) sobre la transicidn de fase de la meﬁg;}ha y sobre las cur-
vas de Arrhenius de la actividad NADH~-citocromo ¢ reductasa.

A) Curvas de Arrhenius. B) Curvas de light scattering.

(x——x) 23 % de 14:0 y 15 % de 16:0 exdgeno; (e—e) 33 % de U: 0

y 29 % de 16:0 exdgeno; (o—o0) 40 % de 1430 y 43 % de 16:0 exd-

geno. Las Ba se indican junto con los lfmites del intervalo de

confianza del 95 %.
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FIGURA 54: Efecto de la incorporacidn de cantidades crecientes

de'lfpidos microsomales por solubilizacidédn-reconstitucidn sobre
las curvas de Arrhenius de la actividad NADH-citocromo ¢ reduc-
tasa.

(o——o0) relacidn fosfolipido a protefna = 0.75 pmol/mg.

(e——e) relacidn fosfolfpido a protefna =« 0,90 ymol/mg.

(X—x) relacidn fosfolfpido a protefna = 1,97 pmol/mg.

Se indican los 1{mites del intervalo de confianza del 95 % pa-

ra las Ea.



-259-

/17
NADIl-citocromo c reductasa ni sobre las curvas de light scatte
ring.

Debido a la importancia de las concentraciones de ci
tocromo b5 y de citocromo b5 reductasa en la fase lipidica, es
tas proteinas fueron determinadas como se describié en el capi
tulo 11 en las membranas modificadas. No solo la concentracién
absoluta de estas proteinas en la matriz lipidica es importan-
te para la reaccién NADH-citocromo ¢ reductasa, sino que tam-
bién lo ¢s la relacién citocromo b5/citocromo b5 reductasa. La
velocidad mixima alcanzable para la reaccién NADH-citocromo c
reductasa depende de la concentracién de la flavoproteina (ac-
tividad NADIl-ferricianuro reductasa), y la relacién v/Vmax es
cada vez mayor y se va acercando a 1l amedida que aumenta la -
relacidén citocromo b5/citocromo b5 reductasa. Cuando esta rela
cién es suficientemente grande, v/Vmax se hace igual a 1 y 1la
velocidad de la reaccién es limitada por la actividad de la -
flavoproteina (NADH-ferricianuro reductasa), y se independiza
de la difusién lateral de las proteinas en:i;jhembrana. Se ha
demostrado por la incorporacidén de distintas cantidades de 1las
proteinas purificadas en vesiculas artificiales de dimiristo-
il fosfatidil colina (251) , que la reaccién NADH-citocromo
c reductasa se hace independiente de la difusién lateral de -
las proteinas en el plano de la membrana cuando la relacién ci
tocromo b5/citocromo b5 reductasa alcanza un valor de alrrede-
dor de 45. Como la actividad de la NADH-ferricianuro reductasa
no responde a la transicién de fase de los lipidos de la mem-
brana, a relaciones citocromo b5/flavoproteina suficientemente
altas, la reacciédn NADH-citocromo c¢ reductasa se independiza -
del estado fisico de la matriz lipidica.

Por esta razén, las relaciones citocromo b§5/citocro-
mo b3 reductasa fueron determinadas en las membranas modifica-
das. En la tabla XX se muestran los contenidos de citocromo b§
y de citocromo b5 reductasa para las membranas fusionadas corl

cantidades crecientes de DMPC. La recuperaeién de citocromo b5
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es bastante alta, especialmente cuando se incorporan bajas can
tidades de DMPC, v disminuye a medida que aumenta la propor-
cidén de D.\I'C incorporada. La recuperacién de citocromo b5 re-
ductasa es menor que la de citocromo b5, y es relativamente in
dependiente de la cantidad de DMPC incorporada. Esto hace que
la relacién citocromo h§/flavoproteina aumente a aproximadamen
te cl doble del valo: de los microsomas orjgivales cuando se¢ -
incorporan bajas cantidades de DMPC, y luego disminuya progre-
sivamente al aumentar la proporcién de DMPC incorporada. Las -
concentraciones de citocromo b5 y de flavoproteina, expresadas
como nnmoles/pmol de fo-folipido disminuyen progresivamente al
aumentar la proporcién de DMPC incorporada.

En la tabla XXI se muestran los contenidos de cito-
cromo b3 v de citocromo b5 reductasa en las membranas obteni-
das por solubilizacidén y reconstitucién con diferentes cantida
des de D'IPC, DPPC o d¢ una mezcla de ambas lecitinas exégenas.
La cantidad de citocromo bS5 recuperado luego de este tratamien
to disminuye sensiblemente al aumentar la proporcién de lipido
ex6geno. La recuperacion de citocromo b5 reductasa fue muy va-
riable y no parecid scguir una variacién uniforme al incremen-
tar la proporcidn de lipido exé4geno. Al contrario de lo que o-
currié por el método de fusidén, la relacién citocromo/flavogpg
teina no varidé sipgnificativamente con respecto a los microso-
mus’originalcs cuando se reconstituyd con bajas cantidades de
lipido exdgeno y disminuyé notablemente al reconstituir con -
grandes cantidades de lipido exégeno. Las concentraciones de -
citocromo b5 v de ilavoproteina expresadas como nmoles/pmol de
fosfolipido, al igual quec en el método de fusibén, disminuyen -
notoriamente al aumentar la cantidad de lipido exégeno incorpo
rado.

En todas las mcmbranas obtenidas por cualquiera de -
los dos métodos, las concentraciones de citocromo b5 y de cito
cromo b3 reductasa son marcadamente inferiores a las requeri-

das para producir un sistema estrechamente empaquetado y hacer
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que la distancia entre las proteinas sea muy pequeiia como para
que la velocidad de la reaccidén sea independiente del desplaza
miento lateral de los componentes en el plano de la membrana -
(2351).

En las membranas obtenidas por fusidén con liposomas
de DHPC, la relacién citocromo b5/flavoproteina fue mayor que
en las membranas obtenidas por solubilizacidén-reconstitucién,
v rue disminuyendo al aumentar la proporcién de DMPC incorpora
da. La alta relacién citocromo/flavoproteina en las membranas
obtenidas por tf'usidédn con bajas cantidades de DMPC, podria con-
tribuir en algo a que la rcaccién NADH-citocromo ¢ reductasa -
no "sicntd" la transicién de fase. Sin embargo, esta no puede
ser la causa fundamental, ya que en todos los casos la rela-
cion citocromo b5/flavoproteina fue bastante inferior a 45.
Ademas, la actividad NADH-ferricianuro reductasa fue siempre -
muy superior a la actividad NADH-citocromo ¢ reductasa, por lo
que nunca la actividad NADH-citocromo c reductasa pudo haber -
sido limivada por la actividad de la flavoproteina. Por otro -
lado, en las membranas que poseen un 67% de 14:0, la NADH-cito
cromo ¢ reductasa respondié a la transicién de fase y la rela-
cidén citocromo/flavoproteina fue de 12,9. Mientras que en las
membranas con un 55% de 14:0, la relacién de citocromo/flavo-
proteina tue solo levemente mayor (13,7), y 1la NADH—cithromo
¢ reductasa va no respondidé a la transicién de fase de los 1li-
pidos.

Es dificil que este pequeiio incremento en la rela-
cién citocromo/flavoproteina sea el tnico responsable de la de
saparicién de la respuesta a la transicién de fase por parte -
de esta rcaccidon. Asi, la explicacién mas simple para este com
portamiento seria la distribucién no homogénea de la DMPC in-
corporada por fusidon, como lo muestran las curvas de light
scattering; y la particidén preferencial de las proteinas cito-
cromo b5 y citocromo b5 reductasa en las areas pricticamente -

libres dec DMPC, como se discutié anteriormente.



111.3.0.- Discusidn.

a) Incorporacién de lecitinas exégenas en la membrana microso-

mal.

Como ya vimos anteriormente, la composicidén de Aacidos
grasos de los lipidos de los microsomas de pigado de rata es ri
¢ca en acidos grasos polietilénicos. Esto hace que la membrana -
sca muy fluida a temperatura fisiolégica y no sufra la transi-
¢ion al estado ordenado atin bajando la temperatura hasta 10°C.
A pesar de esta alta fluidez, algunos sistemas enzimAticos de
los microsomas de higado de rata como el de la i/ADPH-citocromo
P450 oxigenasa s¢ encuentran aparentemente rodeados de un "anu-
lus™ lipidico de mcios fluidez. Este sistema enzimdtico presen
ta quebraduras en sus curvas de Arrhenius a aproximadamente -
30°C (321 que se atribuyeron a una transicién de fase de los
lipidos que forman dicho "anulus". Asi, en este sistema, los -
cambios en composicién y en la fluidez del "anulus" lipidico po
drian ser mas importantcs que los cambios de las propiedades -
del resto de los lipidos de la membrana. Sin embargo ha sido de
mostrado que los cambios en las propiedades de los lipidos que
no forman ¢l "anulus" pueden ejercer una influencia importante
en el estado {isico de los lipidos del "anulus" y sobre las pro
teinas (1:S.

Los sistemas cnzimaticos estudiados aqui, parecen di-
ferir del sistema del citocromo P450, ya que no presentan que-
bratluras ¢n sus curvas de Arrhenius entre 10 y 40°C, y asi no -
parecen c¢star rodeados de un "anulus" de lipidos rigidos.

Para investigar la influencia de las transiciones or
den-desorden de los lipidos de la membrana sobre la actividad -
de estos =islemas enzimiticos, la composicidén lipidica de la -
membrana microsomal fue modificada mediante la incorporacién de
lecitina exégena.

Por medio de los tres métodos utilizados se lograron
membranas con altos contenidos de lecitina exégena, que pres;n—

taron transicién de fase en el rango de temperatura medible.



Sin embargo, hubo diferencias importantes entre los distintos -

‘todos, c¢n el grado de ruptura de las vesiculas microsomales vy
en la distribucidn de los lipidos incorporados entre los lipi-
dos endbégenos de la membrana. Los métodos que utilizan detergen
tes alteran completamente la integridad de las vesiculas micro-
somales, haciéndolas completamente permeables a la M-0-P. El mé
todo de fnsién también incrementé la permeabilidad a la :-6-P -
arque ¢n menor proporcidén, y asi parecibé conservar algo mas la
integridad de las vesiculas microsomales. Si bien la integridad
de la barrera de permcabilidad de las vesiculas no tiene impor-
Ltancia en procesos laterales como el transporte de electrones,
¢s de importancia fundamental en el caso de un sistema de trans
porte vertical como el de la G-6-P.

Por otro lado, por el método de fusibén, al menos cuan
do se incorporaron pequeilas cantidades de lipido exdégeno, pare-
ce no obtenerse una distribucién homogénea entre los lipidos en
dégenos, del lipido cxégeno incorporado. En cambio, por el méto
do de solubilizacidén-reconstiticién, el lipido exb6geno incorpo-
rado parecié distribuirse entre los lipidos endégenos, de una -

manera mas homogénea.

b) Efccto de la transiciédn orden-desorden de los lipidos de la

membrana sobre la actividad del sistema de 1la glucosa—6—fos—
SN

. v -~

fatasa.
Como vimos antes, en microsomas de higado de rata el
sistema de la G-6-Pasa no muestra quebraduras en sus curvas de
Arrhenius entre 10 y 40°C. Sin embargo ha sido reportado (331)
que la curva de Arrhcenius de la glucosa-6-fosfatasa de microso-
mas de higado de cobayo presenta una quebradura a 19°C, que pro
bablemente se debe a una alteracibén termotrépica de la estructu
ra de la fase lipidica detectada por medio de marcadores de ESi
La influcncia de la fluidez de la fase lipidica sobre las cur-
vas de Arrhenius de la G-0-Pasa también ha sido reportado en -
membranas del reticulo endoplasmico de Tetrahymena piriformis -
(235). tas aan, las quebraduras en las curvas de Arrhenius de -

1a actividad G-0-Pasa han sido utilizadas para detectar transi-



ciones de fase (455). Es importante sefialar ademids, que el
transporte de otros carbohidratos como por ejemplo (3—galact6—
sidos v (3—glucésidos a través de membranas de E. coli modifi-
cadas por la administracién de distintos acidos grasos en la -

.
dieta, nmestran curvas de Arrhenius con quebraduras que se co-
rresponden con transiciones de fase de los lipidos de la mem-
brana (2 Ju, 401},

Cuando la membrana microsomal fue modificada por
substitucion con D!IPC, se encontrd una disminucidén en la Ea a-
parentc y un incremento en la actividad, pero esto fue indepen
diente de la incorporacién del fosfolipido, y fue debido al -
tratamicnto mismo, el cual utilizé desoxicolato de sodio. Se -
ha mostrado que esta cnzima es activada por detergentes y o-
tros agentes que alteran la integridad y la permeabilidad de
la membrana (402, 393, 398). La etapa limitante de esta reac-
cién es la ctapa del transporte de la G-6-P del lado citoplas-
matico al lumen de las vesiculas microsomales. Asi, una desin-
tegracidén de la barrera de permeabilidad permitiria el libre -
acceso del sustrato al sitio hidrolitico y la velocidad de 1la
recaccién incrementaria marcadamente. La microscopia electréni-
ca y la ausencia de latencia de la actividad M-6-Pasa confirma
ron la ruptura de la integridad de la barrera de permeabilidad
de las vesiculas microsomales. Ademas, se ha mostrado que el -
desoxicolalo de sodio en una concentracién de 0,05% ya es sufi
cichtc para eliminar la barrera de permeabilidad (318).

Por lo tanto, en este caso estariamos midiendo’ direc
tamente la actividad hidrolitica y no la etapa de transporte a
través de la membrana. Esto explicaria el decrecimiento en la
Ba aparcnte de la reaccién G-6-Pasa observado en los microso-
mas tratados por ¢l método de substitucién. Consecuentemente,
la actividad del componente hidrolitico no dependeria del esta
do fisico de la membrana ya que las curvas de Arrhenius fueron
lincales con una Ea aparente que se mantuvo constante a través

del rango de temperatura en el que ocurrié la transicién orden



—-desorden de la fase lipidica. Asi, esta actividad presenta la
misma cfectividad cuando los lipidos se encuentran en el esta-
do cristalino que cuando se hallan en el estado fluido. La
rcaccién se produciria sobre la superficie de la membrana, uti
lizando sustratos solubles en agua, y no requiere de la exis-
tencia de una bicapa fluida para su pleno funcionamiento.

En los microsomas fusionados con liposomas de DMPC o
en sus controles, no ocurrié un cambio significativo en la Ea
aparente de la reaccién, pero sin embargo, la microscopia elec
tronica v las mcdidas de latencia de la actividad !i-6-Pasa in-
dicaron que ocurridé una sustancial rupturaidasla integridad de
las vesiculas microsomales. En este caso se tendria una mezcla
de vesiculas con la barrera de permeabilidad intacta, y de ve-
siculas cuya barrera de permeabilidad ha sido alterada y permi
ten el libre acceso del sustrato a la enzima hidrolitica. La -
actividad medida seria la suma de la actividad de transporte -
en las vesiculas cuya barrera de permeabilidad permanece intac
ta, y de la actividad hidrolitica de aguellas vesiculas comple
tamente permeables. Ia leve quebradura observada en algunos ex
perimentos a4 alrrededor de 30°C podria deberse a un efecto de
la transicién de fase de los lipidos sobre la actividad de
trassporte. Sin embargo scria necesario confirmar esto por me-
dio de algin método que deje intacta la integridad de la barre

ra de permeabilidad de las vesiculas microsomales.

c) Efecto de la transicién de fase de los lipidos de la membra-

na sobre el sistcma de transporte de electrones dependienie

del citocromo bS.

hucstros experimentos mostraron que la actividad de
la flavoproteina citocromo b5 reductasa meqida por la veloci-
dad de reduccién del ferricianuro, no fue afectada por la tran
sicién de fase de los lipidos de las membranas modificadas; ya
que las curvas de Arrhenius fueron lineales y con la misma e-
nergia de activacidén aparente tanto por encima como por debajo

de la temperatura en que se produjo el cambio de fase. Asi, la



rcaccion fue tan efectiva con la fase lipidica de la membrana
cn ¢l estado desordenado, como cuando los lipidos se hallaron
en ¢l estado cristalino. Esto confirma los resultados dé Strit
tmattcer vy ogers (251) de que esta actividad fue independiente
de la transicion de fase cuando la proteina purificada fue in-
corporada en liposomas de DMPC.

La flavoproteina citocromo b5 reductasa exponc su si
tio calalitico hacia la fase acuosa, y ambos sustratos, NADIl y
ferricianuro, son solubles en agua; por lo que ningin movimien
tu traslacional de la enzima ni de los sustratos en la membra-
na son nccesarios para la reaccidén. Asi, la bicapa lipidica so
lamente tendria la funcién de unir a la enzima, y los cambios
estructurales en la tase lipidica no alterarian al sitio cata-
litico de la reductasa.

Por ¢l contrario, la reaccién NADH-citocromo c reduc
tasa respondid a la transicién de fase de las membranas modifi
cadas con quebraduras en sus curvas de Arrh€nlus. Una disminu-
cién en la cfectividad de la reaccién fue observada por debajo
de la tempcratura en la que ocurribé el cambio de fase de los -
lipidos de la membrana. Ya que la etapa determinante de la ve-
locidad de esta rcaccidn es 1a transferencia de electrones en-
tre dos proteinas anfipiticas, la citocromo b5 reductasa y el
citocromo b§, ambas flotando en la bicapa lipidica, la veloci-
dad de 1la rcaccidén dependerd de la rrecuencia de choques entre
ambhs protcinas y asi, de su concentracién y movilidad traslc-
cional de acucrdo con el modelo propuesto por el grupo de Stri
ttmatter {(251). lla sido bien demostrado que la velocidad de di
fusién lateral de las proteinas en bicapas lipidicas disminuye
al aumentar la viscosidad de la fase lipidica (176). Asi, la -
transicién de fase a un estado cristalino de los lipidos de la
membrana provocaria un decrecimiento en la velocidad de difu-
sién lateral, y esto reduciria la frecuencia de choques entre
la flavoprotcina y el citocromo y por lo tanto la velocidad de

la reacecidén ADll-citocromo ¢ reductasa.



En las mcmbranas que fueron modificadas por la incor
poracién de DNMPC o por la incorporacién en bajas cantidades de
DPPC o de uwna mezcla de DMPC-DPPC se observaron curvas de Arr-
hendus bifisicas con un cambio en la energia de activaciéa apa
rente a aproximadamente la temperatura en la que ocurrié el -
cambio de cstado de los lipidos de la membrana. Estec tipo de -
curvas cin las que sc produce un cambio en la energia de activa
ci’n sin que cambie la velocidad de la reaccidn en ese punto,
podria scr explicada por un cambio en el mecanismo de la reac-
cién o en la etapa determinante de la misma como consecuencia
del cambio de estado de los lipidos (252); o también podria ex
plicarse por la teoria de Wynn-Williams (253) donde el estado
activado requiere de la unién de una o mas moléculas de lipido
(ver capitulo T). Esto es dificil de conciliar con el médelo -
de Strittmattcer de que la reaccidén es limitada por la difusién
lateral de las proteinas en la membrana, ya que si asi fuera,
la influcncia de la temperatura sobre la fluidez de la membra-
na y sobre la velocidad de la reaccidén deberian ser similares.

Sin embargo, cuando la reaccién NADH-citocromo c re-
ductasa se midié en membranas con altos contenidos de DPPC o -
de DiiPC-DPPC 1:1 (p/p}, respondibé a la transicién de fase de -
los lipidos con una curva de Arrhenius trifdsica. Estas curvas
trifAsicas presentan una pendiente pronunciada en el rango de
la transicidén de fasc, y una pendiente menor por encima y por
debajo de la transicidén de fase. Asi, estas curvas se correla-
cionan me jor con los cambios en la fluidez de la fase lipidica
que ocurren a través de la transicién orden-desorden, y esto -
podria ser bien explicado por el efecto del~cimbio de fase so-
bre la velocidad de difusién lateral de la flavoproteina y del
citocromo cn la membrana. En base a esto, la explicacién mas -
simplc para las curvias bifdsicas observadas en membranas con -
DMPC o con bajas proporciones de DPPC o de DMPC-DPPC, es que -
serian cn realidad curvas trifidsicas, y qQue la quebradura infe
rior debe ocurrir a una temperatura demasiado baja para poder

ser detectada.



Si bien la _.ADll-citocromo ¢ reductasa responde a la
transicidén de fase orden-desorden de los lipidos, pudo ser ob-
scrvado que esta rerccidén "siente" la transicibén a menores tem
peraturas que las detectadas por light scattering o por la -
fluoresc®ucia de la L-fenil-l-naftilamina. Estas diferencias -
cutre la temperatura de la transicién de los lipidos de la mem

i v la temperatura o la que ocurren las quebraduras en las
curvas de Arrhenius de enzimas de membrana han sido explicadas
por la existencia de un "anulus" lipidico rodeando a la enzima
que sufriria la transicion de fase a una temperatura diferente
del resto de los lipidos de la membrana (257, 144). Si csto es
lo quc ocurrc en el sistema de la NADlH-citocromo c¢ reductasa,
el "anulus" lipidico deberia tener caracteristicas mas fluidas
que el resto de la membrana y sufrir la transicién de fase a -
menor temperatura. Siobien se ha mostrado que el citocromo b§
provoca una disminucién en la movilidad de las cadenas hidro-
carbonadas de los lipidos circundantes (116, 462), lo cual ten
dria el efccto inverso al observade en nuestras experiencias,
estas mediciones han sido realizadas por encima de la Tt de 1la
bicap: lipidica, y se ha mostrado que las proteinas pueden te-
ner un efecto condensante por encima de Tt, pero tendrian un -
efccto fluidificante cuando la bicapa lipidica se encuentra en
el estado ordenado (13%). E1l efecto de las proteinas sobre la
Tt de las bicapas lipidicas no es fidcilmente predecible y de-
penderia de las particulares interacciones lipido-proteina. A-
cdlemds, cn la reaccidébn ADH-citocromo c¢ reductasa interviene la
flavoproteina citocromo b5 recductasa, ademds del citocromo b§,
y no hay datos sobre el efecto de esta proteina sobre los lipi
dos que la circundan.

Cuando se fusionaron microsomas con cantidades cre-
cicntes de liposomas de DHPC, observamos que la reaccién NADI-
citocromo ¢ reductasa solo respondié a la transicién de fase -
de los lipidos cuando la DMPC se incorpordé en proporciones su-

periores al 677). Pero cuando la DMPC se incorporé por solubili



"“n-reconstitucidén adn en bajas proporciones, la reaccién -
"sin.do" la vransicién de la fase lipidica. Esto podria ser ex
plicado por la presencia de un "anulus" de lipidos que interac
Lhan con las proteinas responsables de la reaccién, de una ma-

2 was fuerte que ¢l resto de los lipidos de la membrana. «
Cu. o sc¢ “ncorpora DNPC por fusibébn en bajas proporciones, el
lipido exdégeno no accederia a dicho "anulus", y la reaccién no
sentiria li& transiciéa de fase del resto de los lipidos. Solo
cuando l: LIPC se¢ iacorpora por fusién en una proporcidén suri
cicntemente 21lta, la composicién del "anulus" seria modificada
y coasccucntemcnlie se modificaria el comportamiento de la reac
cién. Cuando Jos microsomas son solubilizados con detergente,
el "anulus" lipidico scria destruido, y al reconstituirse las
membranas, aGin con bajas proporciones de lipido exdégeno, este
accederia al mcedio circundante de las proteinas, y la reaccién
"sentiria" los cambios en las propiedades de la fase lipidica
producidos a1 variar la temperatura.

Sin embargo, sc ha propuesto que el estado de los 1i
pidos del "anulus" tendria que ser afectado por los cambios de
estado del resto de los lipidos de la membrana (138). Se ha -
dernostrado por cjcemplo que la Ca++ Mg++ ATPasa de reticulo sar
coplasmico, cuando es insertada en bicapas de DPPC, responde a
la transicién de los lipidos del "anulus", y también a la tran
sicién del resto de los lipidos de la bicapa (250).

Ademis, se ha demostrado que las proteinas solo seri
an capaccs de afectar las propiedades de unas pocas capas de -
lipidos circundantes (138). Asi, si en las membranas obtenidas
por fusidén con bvajas proporciones de lipido exbégeno, se admite
la presencia de un "anulus" que represente solo una pequefia -
proporcién de los lipidos totales de la membrana; la composi-
cién y propiedades de los lipidos que estan fuera del "anulus"
no deberia diferir mucho de la composicién y propiedades de -

los lipidos de las membranas obtenidas por solubilizacién y



rcconstitucién. Sin embargo, las curvas de light scattering fue
ron muy diferentes en las membranas con bajas proporciones de
lipido cxdgeno obtenidas por uno u otro método, indicando que -
el supuesto "anulus" representa una proporcién de lipidos bas-
tante arande. Asi, esto puede ser interpretado como una distri-
bucidn no homogénea del lipido exdégeno incorporado por fusién,
v una preferencial particién de las proteinas responsables de
la rcaccidén en las zonas practicamente libfégsde DMPC, como fue
explicado en la seccién XII.3.6.2. Esas zonas préicticamente 1i
bres dc¢ B PC estarian formadas casi exclusivamente por lipidos
microsomaic ruddégenos, y serian el supuesto "anulus" que re-
presenta una proporcion importante de los lipidos totales.

Por otro lado, aunque ha sido propuesto que la fla-
voprote "nn el citocromo b5 forman un complejo organizado en
la membrasa del reticulo endopldsmico (361), se ha postulado y
presentado esidencias {303) de una distribucién al azar de am-
bas proteinas en la bicapa de la membrana microsomal. Asfi, si
la distribucion de ambas proteinas es al azar, las proteinas -
deberian sufrir difusién lateral, con o sin su "anulus" 1lipi-
dico, a través del rcsto de los lipidos de la membrana, para -
quc se¢ produzcan los choques y la transferencia de electrones.
Por lo tanto, la reacccién deberia depender del estado fisico
de los lipidos fuera del "anulus", y deberia reflejar su trdn-
sicidén de fase mas bien que la transicién de los lipidos del
"anulus".

Una interesante teoria ha sido desarrollada para ex-
plicar ¢l comportamiento del sistema de transporte de [B-glicé
sidos e¢n membranas de Escherichia coli (148) (ver capitulo I).
La transicion de fase del estado cristalino al estado liquido-
cristalino ocurrc por la formacién de dominios o areas de 1li-
pidos fluidos dentro de la matriz lipfidica cristalina. Estos -
dominios fluidos van creciendo de tamafio al aumentar la tempe-

ratura a cxpensas de los dominios ordenados, hasta que por en-



cima del limite superior de la transicién ﬁIﬁ), la totalidad -
de los lipidos estaria en el estado desordenado. Las curvas de
Arrhenius trifdsicas del tipo de las observadas para la [(ADII-

citocromo ¢ reductas:: podrian ser explicadas en base a una me-
nor actividad de la cenzima cuando se encuentra en los dominios
ordeanados que cuando esta en los dominios fluidos. Ademas, las
qucbraduras en las curvas de Arrhenius podrian ocurrir a mayor
o mcnor temperatura que los limites de la transicién de fase -
de los lipidos., si 1a enzima se particiona preferiblemente en

los dominios ordenados o en los desordenados respectivamente.

'ara procesos como el de la NADH-citocromo c reducta
sa, cuya etapa determinante depende de la interaccidn de dos -
proteinas controlada por difusién, si cstas proteinas se parti
cionan prefcriblemente en los dominios fluidos, se produciria
una acumulacién de c¢llas en estos dominios, con una consecuen-
te disminucion de la distancia promedio entre ellas. Este au-

¢
mento cn la concentracioi efectiva de estas proteinas incremen
taria la velocidad de interacciones y contrarrestaria el decre
cimiento en velocidad debido a la disminucidén de la temperatu-
ra. Al mismo ticmpo, esto podria explicar que se observe por -
encima d~» la quebradura superior, una menor Ea aparente que en
las membranas que no sufren transicidén de fase.

De esta manera los resultados aqui obtenidos pueden
ser explicados teniendo en cuenta que la velocidad de la reac-
cién seria limitada por la difusién lateral de las proteinas -
en ¢l plano de la membrana y una preferencial particién del ci
tocromo b3 o de la citocromo b5 reductasa, o ambas en los domi

nios lipidicos [luidos con respecto a los dominios ordenados.
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Iil.4.- EFECTC DE ALCOUHOLES ALIFATICOS DE BAJO PESO MOLECULAR

SOBE LA FLUIDEZ DE LA (IEMBRANA MICROSOMAL Y ACTIVI-

DAD DE Ei/IMAS ASOCIADAS A DICHA MEMEBQANA.

Jos alcoholes alifaticos, cuando son incorporados en
membransg artific’qles de fosfolipidos, son capaces de afect.r
cicrtas de sus cariacteristicas como ser la Tt, y ciertos para-
metros de movilidad determinados por ESR y NMR, como por ejem-
plo 3, ho/h-1, etc. (67, 58). En general, los alcoholes alifi-
ticos saturados de cadeni: larga, y alcoholes trans-insaturados
increreatan el grado de ordenamiento de las cadenas hidrocarbo
nadas de la bicapa lipidica (67). Por el contrario, los alcoho
les de cadena corta (menos de 8 Atomos de carbono), y los de -
cadens :is-insaturada han mostrado incrementar la fluidez y la
movilidad d¢ las cadenas hidrocarbonadas (Q1A568). Los alcoho-
lecs alifitvicos sc ubicarian en la membrana'zgn su cadena alifa
tica paralcla a las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipi-
dos, alinecando su grupo -0OH con los grupos polares en la su-
perficic hidroftlica de la bicapa. Las cadenas alifdticas cor-
tas de los alcoholes de bajo peso molecular, dejarian espacios
vacios ¢ el interior hidroiébico de la misma, lo cual incre-
mentaria la movilidad de las cadenas de los fosfolipidos (68).

Fu cstas cxperiencias se estudié el efecto de dos al
colioles alifdticos de cadena corta: el n-butanol, y el alcohol
isoamilico (LU-CHZ—CH2~CH(CH3)2); sobre la fluidez de la mem-
brina microsomal (determinada del grado de depolarizacién de -
la fluorescencia del DPH); , sobre la actividad del sistema de
saturante de dcidos grasos con su cadena transportadora de e-
lectrones, y del sistema de la G-6-Pasa.

L )

I11.4.1.- Erfecto del n-butaiol y del isoamilol sobre el grado

de _depolarizacidén de la fluorescencia emitida por el

DPH incorporado en la membrana microsomal.

Cuando a una suspensidén de microsomas marcados pre-
viamente con DPIl como se indicé en el capitulo II (50 pg de -

protcina/ml; y 0,25 ulf de DPH), se le agregé alcohol isoamili-



co (40 m), la polarizacién de fluorescencia se siguid en
funecidén del tiempo,a 20°C,se pudo observar que esta disminuyé
rapidamente durante los primeros dos minutos, y a partir de‘—
los dos minutos se mantuvo constante, como se puede observar -
en la figura 55, en la cual los valores de polarizacién fueron
convertidos en microviscosidad aparente.

Por otro lado, el experimento mostrado en el cuadro
XXII, mosteé que cuando a los microsomas se les agregd 60 m| -
de alcohol iscamilico, y se dejaron durante §5 minutos a tempe-
ratura ambiente, la microviscosidad aparente fue disminuida de
2,19 a 0,77 Poisc. Sin embargo, cuando los microsomas tratados
de esta manera tueron recentrifugados a 100.000 xg durante una
hora con ¢l objcto de eliminar el alcohol no incorporado, y se
resuspendicron ¢n un medio libre de alcohol, la polarizacidn -
de fluorescencia volvié a alcanzar el valor de los microsomas
no tratados.

llstos resultados indicarian que el alcohol isoamili-
co s¢ incorpora espontineamente en la membrana microsomal in-
crementando su rluidez. La incorporacién se produciria por un
proccso de particidén entre la fase acuosa y la fase lipidica,
ya que si sc climina ¢l alcohol del medio acuoso, este vuelve
a salir de la membrana. El1 equilibrio de la particién entre 1la
bicapa lipidica y la fasc acuosa se alcanzaria ripidamente, a
alrredcdor de los dos minutos. Sin embargo, para poder confir-
mar csto fucron necesarios otros tipos de controles.

E1 DPll, como la gran mayoria de los fluoréforos aro-
maticos, no presenta practicamente fluorescencia cuando se ha-
11a en 1n medio de alta polaridad como el agua. Asi, cuando se
lo agrega a una suspension lipidica como en este caso a los mi
crosomas, la fluorescencia que se detecta -proviene practicamen
te toda del DPI que sc halla en la fase lipidica, siendo com-
pletamente despreciable la que proviene del DPH no incorporado
a la membrana. Esta propiedad es la que hace adecuados a estos

marcadores para cstas determinaciones. Sin embargo, en el cua-
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FISURA 55: Variacidn en la microviscosidad aparente de microso-

mas marcados con DPH con el tiempo de incubacidn con alcohol i-

r 4 .
soamnilico.

Microsomas (50 ug de proteina/ml), marcados con DPH (0,25 uM),

ras alconol isoamdlico (40 mM).



TABLA XXII

1MCOPPORACION DE ALCOHOL ISOAMILICO EN MICRUSDMAS DE HIGADO

DE PATA
VUTSTRA 7zzo°c (Poise)
2,19
Microsomas#¥
+ alcohol isoamilico 60 mM 0,77
‘ficrosomas¥*
+ alcohol isoamilico 60 m 2,16

lavadosi

* Suspensisn de 50 pg de proteina microsomal / ml, en
sacarosa 7,25 M - KEDTA 1,0 mM pH 7,0; marcados con

P como s5e describid en la seccidn 11.8.6.

“ecentrifugados a 10u.000 g durante 60 minutos v re-

sus~endidos en sacarosa 0,25 M - EDTA 1 mM pH 7,0



dro A\XTI1 se pucde ver que cuando a una suspensidén acuosa de -
PP se le agregd alcohol isoamilico, la fluorescencia aumentéd
a aproximadamente un 15% de la que se obtiene cuando a la mis-
ma concentracién de DPIl se le agregd microsomas. Como esta
fluorecscencia es casi completamente depolarizada, ya que el me
dio acuoso ¢s de baja viscosidad y completamente isotrépico,
podria suceder que la depolarizacién observada por el agregado
del alcohol no sca debida a una disminucién de la microviscosi
dad de la membrana, sino a un incremento en la fluorescencia -
del DPHl que permanece en la fase acuosa sin incorporarse en -
los microsomas. In ¢l sistema completo DPH-alcohol-microsomas,
la fluorescencia de la fase acuosa debe ser en realidad muy in
ferior al 159 va que la gran parte del DPH se incorpora en la
fasc lipidica. Sin embargo, como se desconoce si el alcohol -
puede influir sol:re la particién del DPH entre la fase acuosa
y la fase iipidica, fue necesario medir la fluorescencia del -
medio acuoso y ver si esta era significativa, y si se debian -
corregir los valores de polarizacién para los cdlculos de mi-
croviscosidad.

Para esto, las suspensiones de microsomas marcadas -
con DPII y tratadas con el alcohol, se dividieron en dos frac-
ciones. En una fraccién sc¢ determiné directamente Ifle I L (co-
rrigiendo por light scattering). La otra fraccién fue centrifu
gada a 100.000 xg durante una hora y en el sobrenadante se mi-
dieron Iz e I4 (también corregidos por light scattering). Para
hacer lu correccién por la fluorescencia del medio acuoso, a
las I/ ¢ I Lde las suspensiones totales, se les descontaron -
las Iy ¢ 1T L de los respectivos sobrenadantes, para obteper de
esta manera las Iy e T 1 debidas unicamente al DPH incorporado
en la fase¢ lipidica.

IL.a fluorescencia encontrada en el sobrenadante fue -
como maximo el 2 de la de la suspensién total. En la tabla -
XXIV se muestran para distintas concentraciones de isoamilol,

los valores de microviscosidad aparente obtenidos directamente



TABTL.A XXIII

INTEISTDAL DE FLUORESCENCIA RELATIVA DEL DPH EN DISTINTOS

MEDIOS
MEESTRA FLUORESCENCIA
RELATIVA
D"H en sacarosa 9,25 M -
0,25
EDTA 1 =M pll 7,0
DPH en sacarosa 0,25 M - ‘
EDTA 1 m! plt 7,0 12,5
+ alcohol isoamilico 60 mM
PPN en sacarosa 0,25 M -
FDTA | m™ pH 7,0
87,0

+ alcoheol is0amilico 60 mM

+ microsomas¥®

* 50 AR le proteina microsomal/ml, incubados una hora a

temperatura amhiente, en oscuridad y agitando.



TABLA XXIV

CONTRI3UCION DI LA FLUORESCENCIA DEL DPH NO INCORPORADO
E% 1L.0S MICROSOMAS iV LAS DETERMINACIONES DE 7L
CONCENTRACION DE - - .
)1(“ corregida) n(correglda)*
ALGOIOL TSOAMTLICO
¢
(m\) (Poise) (Poise)
0 2,19 2,18
37 1,05 1,09
9 0,72 0,70

k. Correrida por la contribucidn del sobrenadante de

100.000 n como se indica en el texto.



fluorcscencia de la suspensién total, y los valores obtc
rorrigicundo por la contribucién de la fluorescencia del
adanle. .0 hay practicamente diferencias entre los valo-
res de microviscosidal aparente obtenidos de una u otra forma.
Awi, 1o mayor parte del DPH se halla incorporada en la fase 1i
pidice de los microsomas, y la fluorescencia del DPH que pueda
quedar en la fase acuosa es despreciable dentro del error expe
rimeatal. Bsto indicaria que la disminucién en la polarizacidn
ae fluorescencia observada por el agregado del isoamilol se dc
be a wia disminucidén en la microviscosidad de la membrana que
permite una mayor libertad de rotacién del DPIi.
in la figura 50 se muestra cl efecto de concentracio
nes crecicntes de alcecohol isoamilico y n-butanol sobre la mi-
croviscosidiad ¢ la membrana microsomal. La microviscosidad -
aparcnte disminuve ripidamente a bajas concentraciones de al-
cohol, v lucgo €l e¢fecto parece saturado por encima de 70 md -
para ¢l alcohol isoamilico. E1 efecto del n-butanol es similar
pero es mucho mcnor que el del alcohol isoamilico, y el pla-
teau c¢s «dlcanzado a concentraciones mayores. La mayor efectivi
dad del isoamilol con respecto al n-butanol para dismin?ir la
microviscosidad aparente de la membrana microsomal, seguramen-
te se debe su menor solubilidad en agua y una solubilizaciérn
mavor cn la fose lipidica. EL hecho de que las cadenas ramifi-
cadas produzcan un mayor desorden de la fase lipidica que las
cadenas lincales, también podria contribuir en algo a la mayor

cfectividad del alcohol isoamilico.

1IT.4.2.- Efcclo del n-butanol y el isoamilol sobre la activi-

god del sistema desaturante de 4cidos grasos y la ca

dena de transporte de electrones asociada.

En la figura §7 se muestra el efecto del alcohol iso
amilico v del n-butanol sobre las actividades del sistema de -
transporte de ¢lcctrones microsomal. La actividad KADH-ferri-

siauro reductasa no es modificada mayormente al aumentar la -
< 2
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FIGURA 56: Efecto de distintas concentraciones de alcoholes ali-
fét}cos de bajo peso molecular sobre la microviscosidad aparen-
te de microsomas de hfgado de rata.a 20 oC.

(0—o0) alconol isoamflico; (e—e) n-butanol.



concentraciéon de ninguno de los dos alcoholes estudiados. Por

el contrario, la actividad de la NADH-citocromo c¢ reductasa au
menldé al aumentar la concentracién de ambos alcoholes. $imilar
mente a lo que.ocurrié con la fluidez de la membrana, la acti-
vidad incrcmentd rdpidamente a bajas concentraciones de alco-

hol v parccié saturar a mayores concentraciones. Para el n-bu

tanol, se observé que la actividad incrementé mas suavemente -
que para el isoamilol, y a altas concentraciones de este alco-
hol sc observdé una nucva caida en actividad. En general, hay -
una corrclacién bastante buena entre los cambios en la micro-

viscosidad aparente y la actividad de la NADH-citocromo c re-

ductasa, aunque el cfecto de los alcoholes sobre esta activi-

dad parecié saturar a concentraciones algo mayores que el efec
to sobre la microviscosidad aparente. El efecto inhibitorio a

altas concentraciones de n-butanol no seria debido a un efecto
del alcohol sobre la fluidez de la membrana, sino que podria -
deberse a algin ctfecto sobre la precteina migma. Asi, estos re-
sultados indicarian auc la actividad NADH-ferricianuro reducta
sa es independicnte de los cambios en la fluidez de la membra-
na mientras que la actividad NADH-citocromo ¢ reductasa se ve

favorecida por la fluidificacién de la membrana producida por

cestos alcoholes.

En la figura 58 puede observarse el efecto del alco-
hol. 1soamilico sobre l. actividad de la A9 desaturasa. La acti
vidad fue medida a dus concentraciones de Acido palmitico: 66
y 13 u}. Esta actividad no fue modificada por el alcohol isoa-
milico cuando se midié a concentraciones saturantes (66 yM) -
del sustrato, pero disminuybé al incrementar la concentracién -
(2l alcohol, (e una minera similar a la disminucién en micro-
viscosidad aparente. ia irhibicién de esta actividad podria -
ser debida a un cfecto ¢l alcohol sobre la enzima, y no una -
respuesta a los cambios de fluidez. Sin embargo, el hecho de -
que el efecto inhibitorio parezca saturar a altas concentracio

nes de alcohol, de manera semejante a los cambios de fluidez,
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FIGURA 57: Lfecto de alcoholes alifdticos dg~cadena corta sobre
el sisteria de transporie de electrones del citocromo b5.
(0—0) NADH-ferrici ~aro reductasa — alcohol isoam{lico
(m—-8) NaDH-ferricianuro reductasa — n-butanol

(o—0) NADH-citocron , ¢ reductasa — alcohol isoam{lico
(e—e) NADH-citocromo c¢ reductasa — n-butanol

cada punto es el promedio de dos determinaciones, las cuales se

realizaron & 25 °C.



~_
\
] \
i
< !
2 504
i
—_ - 4 - = - T T T T Y LS,
5 50 75
Cion-zat-ac on de alcorol 1soamiiico

FIGURA 58: Efecto del alcohol isoamflico sobre la actividad A9
desaturasa.

(o=—0) 66 uM de dcido palmftico; (e——e) 13 uM de dcido palmf-
tico. Cada punto es €l promedio de dos determinaciones realiza-

das a 37 °C.
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FIGURA 59: Efecto del alcohol isoamilico sobre la actividad A6

urasa de nicrosomas de nigado de rata.
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(o0—0) 66 aM de dcido linoleico; (e——e) 13 uM de dcido lino-
leico. Cada punto es el prome&io de dos determinaciones reali-

2zadas a 37 °C.



y el hecho de que la actividad no sea inhibida a altas concen-
traciones dc sustrato parecen sugerir lo contrario.

£l efccto del alcohol isoamilico gebre la actividad
A() desaturasa se muestra en la figura 59. Almjas concentracio
ncs de sustrato, el efecto del isoamilol sobre esta actividad
fue similar al ofecto de este alcohol sobre la A9 desaturasa.
Sin embargo, a una concentracién de 4cido linoleico de 66 pM,
también pudo observarse una disminucidén en actividad, aunque -

alzo mas leve que a 13 yM, por efecto del alcohol.

III.4.35.- Efecto del alcohol isoamilico sobre la actividad del

sistema dc la glucosa-6-fosfatasa.

El efecto del isoamilol fue también investigado so-
bre el sistcma de la glucosa-6-fosfatasa, en microsomas no tra
tados, v en microsomas tratados con Triton X-100 0,1% para rom
per la barrcra de permeabilidad. En la figura 60 puede verse -
que la actividad del componente hidrolitico de este sistema -
(microsomas tratados) no es modificada por el agregado del al-
cohol. Sin embargo, la actividad en microsomas no tratados au-
menté a bajas concentraciones de isoamilol, paralelamente a la
disminucién en microviscosidad, y luego fue inhibida a altas -
concentraciones de alcohol. Para que la actividad medida en -
los microsomas no tratados sea realmente la actividad del tram
porte de la G-06-P a través de la membrana, es necesario que el
alcohol no afecte a la permeabilidad de la membrana. E1 hecho
de que a altas concentraciones de alcohol sea inhibida la acti
vidad en los microsomas no tratados, y no en los microsomas -
permcabilizados con Triton X-100, ya indica que la permeabili-
dad no seria mayormente afectada por el alcohol. Como una prue
ba mas, sc midié la latencia de la actividad de hidrélisis de
la 1-0-P. En la tabla XXV se muestran las actividades de la M-
6-Pasa antes v después del tratamiento con Triton- X-100, y el
porcentajc de latencia; para diferentes concentraciones de al-

cohol isoamilico. La latencia de la M-6-Pasa se mantuvo cons-
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FIGURA 60: Bfecto del alcohol isoamilico sobre la actividad del
sistema de la glucosa-6-fosfatasa de microsomas de hfgado de ra-
ta. (0o——o0) microsomas no tratados; (e——e) microsomas permea-
bilizados con Triton X-100 o,1 %. Cada punto <s el promedio de

dos determinaciones realizadas a 37 °C.
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taate al mismo valor de los microsomas sin alcohol, aun para -
las mns altas concentraciones de isoamilol, indicando que la -
barrera de permeabilidad de las vesiculas microsomales no es -

alteradis por el alcohol.

Asi, cstos resultados indican que la actividad del

componente hidrolitico no es afectada por los cambios en la -
fluidcz de la membrana producidos por el isoamilol. Por otro -
lado, la actividad del transporte de la G-6-P aumenta al aumen
tar 1l fluidez de la membrana por lo menos a bajas concentra-
ciones de alcohol. A altas concentraciones de alcohol, el efec
to inhibitorio puede scr debido a un efecto del alcohol mismo
sobre la proteina transportadora y no una respuesta a los cam-
bios de fluidez de la mcmbrana, similarmente a lo que ocurrid
con la actividad !ADll-citocromo ¢ reductasa a altas concentra-

ciones de n-butanol.

III-4.4.- Discusidn.

Cstas expericncias mostraron que los alcohole; alifa
ticos isoamilol y n-butanol, cuando se agregan a una suspen-
sibén de microsomas, se particionan entre la fase acuosa y la -
fase lipidica, y producen un aumento en la fluidez de la mem-
brana, como pudo ser detectado por la polarizacién de la fluo-
rescencia emitida por el DPH incorporado en la membrana como -
marcador. El1 efcecto de estos alcoholes concuerda éon el efecto
producido por alcoholes de cadena corta sobre sistemas lipidi-
cos artificiales (68). E1 isoamilol fue mas efectivo que el n-
butanol para fluidificar la membrana, lo cual posiblemente se
deba a quc se particiona mas favorablemente que el n-butanol -
en la fase lipidica.

El efecto de estos alcoholes sobre la cadena trans-
portadora de electrones dependiente del citocromo b5, confir-
man los resultados de las experiencias de i; seccién III.3 en

las que se observd que la NADH-ferricianuro reductasa fue in-

sensible a los cambios de fase de la membrana, y que la NADH-
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citocromo ¢ reductasa fue sensiblemente inhibida por el cambio
de la fase lipidica de un estado fluido a un estado ordenado.
Asi, esto indicaria que la reaccién NADH-citocromo c reductasa
no solo responde a los grandes cambios de estructura que ocu-
rreii 4 lo largo de una transicién de fase orden-desorden, sino
que su actividad también se ve modulada por cambios de fluidez
que 0 involucran un cambio de estado, 1o cual concuerda con -
la tecoria de Strittmatter de que esta reaccién serfa limitada
por li difusién lateral de las proteinas en la membrana (251).

Por otro lado, el efecto de la fluidez de la membra-
na sobre las actividades desaturantes de Acidos grasos, segun
eslas expericencias, parecié ser el inverso que sobre la iVADH-
citocromo ¢ reductasa, con un aumento en la fluidez disminuyen
do la actividad. Sobre 1la A9 desaturasa, el efecto parece ser
mas bien sobre la afinidad de la enzima por el sustrato, ya -
que lia inhibicidén solo se encontré a concentraciones de sustra
to bajas. En cambio sobre 1la A6 desaturasa, el efecto inhibito
rio fue obsecrvado a baja y alta concentracién de sustrato, aun
que fue menos intenso en el Ultimo caso. Si bien estas reaccio
nes deben requerir de la difusién lateral del sustrato en la -
memnrana para unirse a la enzima, la respuesta de esta enzima
a la fluidificacién de la fase lipidica por los alcoholes es -
contrariz & lo que se esperaria si la difusién lateral del sus
trato fucra limitante de la velocidad. Sin embargo, la difu-
sidén del sustrato no es la etapa limitante, sino que parece -
ser la salida de los hidrégenos para formar el doble enlace -
(252

El efecto observado sobre las desaturasas estaria de
acucrdo con lo postulado por el grupo de Thompson (383, 384) -
de que las desaturasas de Tetrahymena pyriformis serian sensi-
Lles a la fluidez de su entorno lipidico y que la actividad se
veria favorecida por una disminucién en la fluidez. Esto po-
dria ser importante para la autoregulacién del grado de insatu

racién de las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos y por 1lo



tanto de la fluidez de la membrana. Sin embargo, el mecanismo
intimo de estas respuestas de la actividad desaturante es ain
inexplicable con estos datos experimentales. Este tipo de res-
pucsta de las desaturasas a los cambios en la fluidez de la -
menbrana, sin embargo, no podria ser la Unica responsable del
incremento de la actividad desaturante producida por la caren-
ciia de Gcidos grasos esenciales "in vivoh ya que en ese caso -
no se cncontraron cambios significativos en la fluidez de la -
membrana (por lo menos a Lemperaturas fisiolégicas), y para am
bas enzimas (AG y A9 desaturasas) se encontré un incremento en
la actividad medida con altas concentraciones de sustrato.

La fluidificacién de la membrana microsomal produci-
da por estos alcoholes, mostré ser un método adecuado para es-
tudiar la influencia de la fluidez de la membrana sobre la ac-
tividad decl sistema de la G-0-Pasa, ya que al contrario de los
métouos de fusidén y substitucién utilizados en las experien-
cias descriptas cn la seccién III.2, mantuvo intacta la barre-
ra de permeabilidad de la membrana microsomal. Estos resulta-
dos indicaron que el transporte de la G-0-P a través de la mem
brana sc ve favorecido por un incremento en la fluidez de la -
misma. Utros sistemas transportadores de carbohidratos, como -
por ejemplo el transporte de /3 -galactésidos y de f3-glucésidos
en membranas de E.coli, han mostrado que la actividad aumenta
al aumentar la fluidez de la membrana (148). La actividad hi-
drolitica, en cambio no fue afectada por los cambios en micro-
viscosidad producidos por el alcohol, y esto-goncuerda con el
hecho de que esta actividad fue insensible a la transicién de
fasc en membranas modificadas per la incorporacién de DMPC
(scccidon 111.3).

Asi, estos resultados indicaron que las reacciones -
quc utilizan sustratos solubles, como la actividad NADH-ferri-
cianuro reductasa y la hidrélisis de la G-6-P en microsomas -
permeabilizados, no mostraron dependencia de la fluidez y el -

estido fisico de los lipidos de la membrana. Por otro lado,



reacciones que requieren de la difusién lateral o del transpor
te vertical a través de la membrana, como lo son la RADH-cito

cromo ¢ reductasa y la actividad G-6-Pasa en microsomas,intac-
tos, mostraron que su actividad se vio favorecida por un aumen

to en la fluidez de la fase lipidica.
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a merbrana microsomal de higado de rata se encuentra a tem
peraturas fisioldgicas en un estado de alta fluidez, ya que
luos parametros de¢ orden determinados por ESR y por polariza
cién de fluorescencia, y la microviscosidad aparente caen -
entre los valores mas bajos hallados en otras membranas bio
l6égicas. Este estado de alta fluidez permite una alta velo-
cidad de difusién lateral del 4cidv 5-doxil estedrico incor

porado en la membrana.

Al igual que la gran mayoria de las membranas biolégicas y
bicapas lipidicas artificiales, la membrana del reticuloemdo
plismico de higado de raia presenta un gradiente de movili-
dad en las cadenas hidrocarbonadas que aumenta al ir de 1la

zona polar &l interior hidrofébico de la membrana.

Dentro de la sensibilidad de los métodos utilizados, la mem
brana de microsomas de higado de rata no presenta ningan -
cambio de fase liquido-cristalino a cristalino entre 10 y
40°C, capaz de producir cambios bruscos visibles en la movi
lidad u ordenamiento de las cadenas hidrocarbonadas, tanto
c¢n el interior hidrofdébico como en la regibén mas cercana a
lo~ grupos polares; o en la velocidad de rotacién del DPII -
incorporado en la membrana; o en la particién de la N-fenil
~l-naftilamina entre la fase acuosa y la fase lipidica de -

la membrana.

Al contrario de otras proteinas microsomales como €l cito-

cromo P los lipidos que circundan a las A6 y A9 desa-

4507
turasas, al citocromo b5 y al compomnente traslocador de G-
0-P del sistema de la G-6-P fosfohidrolasa no parecen su-
frir ninguna alteracién en su estructura al variar la tempe

ratura entre 10 y 40°C que pueda alterar su actividad.
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Los cambios en composicién de Acidos grasos de los lipidos

constituyentes de la membrana microsomal de higado de rata,

producidos por la deficiencia en Acidos grasos esenciales -
i

s¢ reflejan en una disminucién en el grado de insaturacién

¢ periodos cortos (alrrededor de 11 dias), pero el grado

de insaturacidén normal es recuperado en tiempos mas largos.

i.,a disminucién en el grado de insaturacién de los lipidos -
microsomales producido por la deficiencia en 4cidos grasos
esenciales en tiempos cortos no es sufictéente para producir
un cambio detectable en la movilidad y el grado de orden de
las cadenas hidrocarbonadas, y en la velocidad de difusién
del Acido 5-doxil estedrico en el plano de la membrana. La
microviscosidad aparente de la fase lipidica de la membrana
microsomal tampoco es afectada a temperaturas fisiolégicas
por la deficiencia en &cidos grasos esenciales. lLa rata,
por lo tanto, logra mantener mediante el incremento en la -
TN

sintesis de Acidos grasos poliinsaturadgé de la serie no e-
sencial, la fluidez y el ordenamiento de la membrana dentro
de limites estrechos a pesar de la deficiencia en &cidos -

grasos csenclales.

Los cambios en composicién de 4cidos grasos de los lipidos

de la membrana microsomal de higado de rata debida a la de-

ficiencia en acidos grasos esenciales no fueron suficientes

tampoco como para provocar la aparicién de alguna altera-

cién estructural o transicién de fase en los lipidos de 1la

membrana entre 10 y 40°C, capaz de influir significativamen
te sobre el grado de orden y la movilidad de las cadenas hi
drocarbonadas, sobre la particién de la N-fenil-l-naftilami
na enire la yYase acuosa y la fase lipidica, y sobre la velo
cidad de difusién rotacional del DPH incorporado en la mem-
brana. Los lipidos que circundan a las proteinas A6 desatu

rasa, citocromo b5 y componente traslocador de G-6-P del -
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sistema G-0-P fosiohidrolasa, tampoco son afectados por 1la
dericiencia en dcidos grasos esenciales de manera de sufrir
alguna alteracién structural que influya sobre la activi-

dad de estas enzimas.

la actividad del componente hidrolitico del sistema de la -
G-uv-P fosfohidrolisa (microsomas permeabilizados) no es a-
/
fectada por ta transicidn de fase orden-desorden de la mem-
brac.a en microsomas modificados por la incorporacién de le-
citina exdégena. Esta actividad tampoco es influenciada por
cambios en la fluidez de la membrana que no involucran tran
siciones de fase. producidos por la incorporacién de alcoho
les de bajo peso molccular en la membrana. Asi, la estructu
ra y fluidez de 1: fase lipidica de la membrana tendria muy
poca influencia sobre esta actividad, y esto puede deberse
a jue utiliza un sustrato hidrosoluble, y posiblemente el -

sitio catalitico de esta enzima esté expuesto hacia la fase

acuosa.

La actividad del compor ente traslocador de G-6-P a través -
de la membrana microsomal, por el contrario es sensiblemen-
te favorecida por un ~sumento en la flui&gz'de la membrana -
producido por la i:.corporacién en la fase lipidica de alco-
holes de Lajo peso molecular, lo que muestra que la estruc-

tura y fluidez de 1a membrana son capaces de influir en es-

te proceso de transporte vertical.

10)La actividad de 1. flavoproteina citocromo b5 reductasa (mg

dida como YADlI-ferricianuro reductasa) no es afectada por -
la modiiicacién dce la fluidesz de la membrana por medio de -
la incorporacién cn ~11la de alcoholes de bajo peso molecu-
lar, o por la transicién de fase orden-desorden en membra-
nas en las que se modificé la composicién lipidica por la -

incorporacién de lecitina exdégena. Esta enzima, al igual -
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que ¢l componente hidrolitico del sistema G-6-P fosfohidro
lasa, utiliza sustratos solubles en agua (en el caso de es
ta recaccién), y tiene su sitio catalitico expuesto hacia -
la fase acuosa, el cual no se veria afectado por los cam-

bios en las propiedades de la fase lipidica.

La velocidad de transferencia de electrones entre la flavo
pr« 'eina citocromo b5 reductasa y el citocromo b5 (NADIi-
citocromo ¢ reductasa), por el contrario, es afectada sen-
siblemente por las propiedades de la fase lipidica. El cam
bio de un estado fluido a un estado ordenado de los lipi-
dos de la membrana cuya composicién lipidica fue modifica-
da por la incorporacién de lecitinas exégenas inhibe sensi
blemente a esta actividad. Cambios en la fluidez de la mem
brana sin que involucren un cambio de fase, como los produ
cidos por la incorporacién de alcoholes de cadena corta,
también modifican la velocidad de transferencia de electro
nes entre c¢stas proteinas. Esto podria ser explicado por -
el hecho de que la fluidez y estructura de la membrana a-
fectaria a la difusién lateral de estas proteinas en el -

plano de 1la membrana.

La actividad [ADH-citocromo c reductasa responde a la tran
sicién de fase orden-desorden de membranas modificadas por
li inicorporacidén de lecitinas exdégenas, con una curva de -
Arilienius trifisica, a pesar de que en algunos casos pue-
den observarse como bifisicas debido a que uno de los cam-
bios de pendiente ocurre fuera del rango de temperatura -

normalmente medido. )

Las proteinas citocromo b5 reductasa y citocromo b5 pare-
cen particionarse preferiblemente en los dominios fluidos
cuando ocurre una transicién o separacién de fase, como se

deduce de la respuesta de la actividad NADH-citocromo c re



ductasa a los cambios de fase en membranas modificadas por

Lla incorporacién dc lecitinas exégenas.

I.a velocidad de desaturacidén de los 4cidos palmitico y li-
noleico (46 y A9 desaturasas respectivamente) es aparente-
mentec afectada por los cambios en la fluidez de la membra-
na producidos por la incorporacién de alcoholes de bajo pe
so molecular. Un aumento en la fluidez de la membrana pro-
duciria una disminucidén en la efectividad de estas reaccio
nes. En la A9 desaturasa, el efecto fue observado solo a
bajas concentraciones de acido palmitico, indicando que po
dri. ser afectada 1l afinidad de la enzima por el sustrato.
En 1a A6 desaturacién del Adcido linoleico, en cambio, la
modificacidén de la rluidez de 1la membrﬁgzsafecté a la acti
vidad tanto a altas como a bajas concentraciones de sustra
to. Esta respuesta de las desaturasas a la fluidez de la -
fase lipidica podria tener importancia como un mecanismo -
de autorregulacién del grado de insaturacién y de la flui-
dez de la membrana. Este comportamiento de las desaturasas
sin embargo, no puede ser responsable del incremento en la
aclividad de estas enzimas producido por la deficiencia en
dcidos grasos esenciales, en donde seguramente debe ocu-

rrir un incremenlo en la cantidad de enzima.

L auu
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relacion molar de marcacor (dcido 5-doxil estedrico)
a 1ipido

concentracidn micelar critica
coenzima A

coeficiente de difusidn lateral
dimiristoil fosfatidilcolina
dimiristoil fosfatidiletanolamina
dimiristoil fosfatidilserina
Ly4t*~-dimetil-N-~oxil oxazolidina
dioleil fosfatidilcolina

dioleil fodfatidiletanolamina
l,6-difenil-1,3,5~hexatrieno
dipalmitoil fosfatidilcolina
dipalmitoil fosfatidiletanolamina

ancho de 1a 1fnea central del esnectro de ESR del dci-
do 5-doxil esteirico

ensancnamiento de la lfnea central del espectro de =32
debido a las interacciones dipolo-dipnio .

ensancnamiento de la 1fnea central del espectro de =52
debidc ail intercambio de energfa por colisiones

ancnho de la 1fnea central del espectro de ESR para el
marcador infinitamente dilufdo en un medio diamagnético

ancho de 1z transicidn de fase (= Ts-Ti)

energia de activacidn aparente

etilen diamino tetraacetato

resonancia electrdnica paramagnética

intensidad de fluorescencia total (= In+2I:)
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glucosa-6-fosfato fosfohidrolasa

intensidad de 1a 1fnea central del espectro de BSR
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ESR del grupo doxilo

intensidad de fluorescencia detectada con ambos, pola-
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rizad>sr y analizador, en posicion vertical
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infinito
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la fluorescencia del DPH

seraracidn niperfina del espectro de BESR de dcidos:

. L d . . o .
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de la bicapa perpendicular al campo magnético aplicado
En nuestro caso se estimd de la distancia entre el
primer mfnimo y el dltimo mdximo

. o [ 4 .
dcido tricloroxscdtico
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tenperatura del 1fmite inferior .le la transicidn de
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