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CAPITULO I: INTRODUCCION

I.l. GENERALIDADES.

Las membranas biológicas son capas formadas por pro­
teínas y lípidos que permiten la compartamentización de la ma­
teria viviente. Un ejemplo simple es la membranaplasmática —
quv sirve comouna 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 eukarióticas generalmente contienen además membra­

nas intracelulares que definen compartimientos dentro de la cÉ
lula, como la membrananuclear o las de mitocondrias. Estas cÉ
lulas también contienen una red de canales y cisternas forma­
dos por membranas que constituyen el reticulo endoplásmico y —

el sistema de Golgi. Todas estas membranas cumplen un importan
te rol en muchos procesos celulares. Por ejemplo, la membrana
plasmática está íntimamente involucrada en las interacciones —
célula-célula, las cuales son importantes en procesos de dife­
renciación, división y reconocimiento celular. Las membranas­

de las organelns son los sitios de importantes funciones celd­
lares. Por ejemplo las membranasde mitocondrias y cloroplas­

tos son los sitios de la generación de ATP, la sintesis de pro
teinas ocurre en los polirribosomas unidos a la membranadel ­

reticulo endoplasmático y muchasactividades enzimáticas y prg
cesos de transporte están asociados a estas membranasintrace­
lulares.

Todos los diferentes tipos de membranastienen la cg
racteristica comúnde que contienen proteinas y lípidos, sin —

ningún otro componente mayoritarioo Las membranas pueden conte
ner una pequeña cantidad de carbohidratos en forma combinada ­
comoglicolipidos o glicoproteínas, pero no comopolisacáridos
libres. La pared celular externa de bacterias, contiene como—
constituyente mayoritario un complejo proteina-polisacárido u­
nido covalentemente. Si bien algunas veces esta pared es deno­
minada como "membranaexterna", esta estructura no está inclui



da dentro de las denominadas membranasbiológicas, y presenta
:aracteristicas estructurales, de composición y funcionales —
completamentediferentes. En este capitulo se discutirán carag
teristicas estructurales de las membranasbiológicas, especial
mente la del reticulo endoplásmico, y la influencia de la es­
tructura sobre algunas funciones de la misma. Solo se conside­

ra'án algunos aspectos funcionales comoalgunas actividades en
¿imálicas y de transporte, dejando de lado otros procesos fun­

damentales comopermeabilidad, transducción de energia, recong
:imiento celular, sintesis proteica, etc, de las cuales son —

responsables las membranasbiológicas. Primeramente se conside
rarán las caracteristicas de los componentesfundamentales de
las membranasbiológicas, proteinas y fosfolipidos.

1.2. CARACTERISTICAS DE LAS PROTBINAS DE MEMBRANAS.

Las proteinas de membranahan sido clasificadas en —

periféricas e integrales. El criterio de esta clasificación es
aún operativo. Las proteínas que son fácilmente separadas de —
la matriz lipidica de la membranapor simples tratamientos con

soluciones de baja fuerza iónica, se piensa que están débilmen
te unidas a la membranapor interacciones iónicas con los gru­
pos polares de los fosfolipidos, y se las considera comopro­

teinas periféricas. Por otro lado, aquellas proteínas que necg
sitan tratamientos más drásticos para ser separadas de la mem­
brana (por ejemplo detergentes o solventes orgánicos), se con­
sidera que están unidas fuertemente a la matriz lipídica por —

interacciones hidrofóbicas y se las denominaproteinas integra
les.

Se han realizado varios intentos para diferenciar a'
las proteinas de membranade las proteinas solubles en base a
1a polaridad de los aminoácidos que las constituyen (1-3). En
estes estudios, los aminoácidos fueron clasificados en polares
intermedios _\'no polares; y en base a la composición de amino­

ácidos se asignó un valor de porcentaje de polaridad a las dis
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tintas proteínas. Wallach y Gordon (1), llegaron a la conclusión
de que las proteínas de membranano difieren en polaridad de las

proteínas solubles, pero ellos obtuvieron sus resultados calcu­
lando 1a polaridad de preparaciones de proteinas totales de mem­
branas, sin considerar que ellas contienen proteínas integrales
y periféricas. Algo despues, Vanderkooi y Capaldi (2), analizan­
do un gran número de proteinas llegaron a la conclusión de que ­
la gran mayoría de las proteínas solubles tienen alrrededor de ­
un 46%de residuos polares, y que la mayor parte de las protei­
nas de membranaconsideradas integrales tienen una polaridad me­
nor del 46%,mientras que aquellas consideradas periféricas tie­
nen un valor de polaridad mayor que las proteínas solubles.

Sin embargo, algunas proteínas que se comportan como —

integrales presentan un porcentaje de aminoácidos polares igual
o mayor que el promedio de las proteínas solubles (por ejemplo ­
el citocromo bS), y asi el valor de polaridad no puede ser usado
inequívocamente para decir si se trata de una proteína integral
o periférica.

Unintento más sofisticado fue asignar un índice de'hi
drofobicidad a cada aminoácido individualmente, sobre la base de

su solubilidad en solventes de diferentes polaridades y asi qbtg
ner un valor de hidrofobicidad promediopara las distintas pro­
teinas (3). Pero tampoco de esta manera se han obtenido diferen­
cias consistentes entre las proteínas integrales y las periféri­
cas o las solubles.

Aparentemente, no es tan importante el contenido de re
siduos hidrofóbicos para que una proteína pueda integrarse en‘­
una bicapa lipídica, sino que lo importante seria la distribu­
ción especial dc esos residuos en la cadena polipeptídica, de —
tal manera que puedan agruparse entre si un número de residuos
no polares que interactúen fuertemente con la membrana. Así, las
superficies hidrofóbicas resultarian de la estructura terciaria
y cuaternaria de las proteinas, y no son fácilmente detectables
de la composición de aminoácidos, ya que los segmentos hidrofó­
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bicos continuos pueden ser relativamente cortos y pueden estar
balanceados por secuencias hidrofilicas externas.

En los últimos años, muchas proteínas integrales de —
membranahan sido altamente purificadas, y la determinación de
su estructura primaria reveló caracteristicas diferenciales con
respecto a las proteínas citosólicas. Algunas proteinas de mem­

brana son anfipáticas, es decir contienen dominios polares y do
minios no polares, y de esta manera se asemejan a los detergen­
tes y a los fosfolípidos. Algunos ejemplos son la aminopeptida­
sa y maltasa intestinal (4), el citocromo P450 (5), el citocro­
mo b5(6,7) y la citocromo bS reductasa (8)“ Estas proteinas se
localizan con su dominio hidrofóbico sumergido en la bicapa li­
pidica y exponen hacia la fase acuosa sus superficies polares.
Cuando el segemento hidrofóbico es eliminado por proteólisis —
parcial, estas proteinas pierden la capacidad de unirse a bica­
pas lipidicas.

La glicoforina de la membranade eritrocito es espe­
cial ya que consta de un segmento hidrofóbico en el medio y en

ambosextremos tiene segmentos hidrofilicos (9). Esta estructu­
ra permite su localización transmembrana, exponiendoacada lado
de la bicapa lipidica una superficie hidrofílica. Otras protei­
nas de membranacon estructura cuaternaria tienen una naturale­

za anfipática debido a la presencia de sub-unidades hidrofóbi­
cas comoen algunas ATPasas (10), y lafa-glucuronidasa microso­
mal (ll). Esta última se encuentra en lisosomas como tetrámero

libre, y en reticulo endoplásmico se encuentra formando un com­

plejo con una a cuatro moléculas del polipéptido no polar egasi
na, lo que le permite fijarse a 1a membrana.

Otras proteinas de membranatienen una excepcionalmen
te alta hidrofobicidad total, comola C-SS isoprenoide alcohol
kinasa (12), Ja rodopsina (13), y la bacterirodopsina (14). Y
aún otras proteinas contienen residuos de ácidos grasos o fosfg
lípidos unidos covalentemente, lo que les da una mayor hidrofo­
bicidad para permitir su fijación a la membrana.Entre ellas la
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lipoproteína murcina de E.coli (15), los proteolípidos de mieli
na (16) y de la ATPasa de reticulo sarcoplásmico (17), y la pe­
nicilinasa de membranade Bacilus licheniformis (18) que tiene
fosfatidilserina unida covalentemente.

En principio por lo menos, una estructura anfipática
también podría surgir por algún plegamiento especial de la cadg
na polipeptídica en una proteína de composición de aminoácidos
normal.

I.3.- ESTRUCTURASLIQUIDO-CRISTALINAS. CARACTERISTICAS DE LOS

LIPIDOS DE MEMBRANASQ

Los lípidos constituyentes de las membranasforman es
tructuras del tipo liquido-cristalinas. Loscristales liquidos
presentan ciertas características de los líquidos y ciertas prg
piedades de los SólidOS; Por un lado, pueden ser tan fluidos c2
moel agua, y por otro lado, las moléculas que los constituyen
están ordenadas regularmente en forma similar a una red crista­
lina.

Los cristales liquidos han sido clasificados en dos ­
grandes grupos de acuerdo a su composición (19): a) Termotrópi­

cos, los cuales consisten de un solo componente, y en ellos la
fase líquido-cristalina es formada al calentar por encima de ­
una cierta temperatura crítica; y b) Liotrópicos, los cuales —
son formadosal tratar ciertas sustancias anfipáticas con una ­
cierta cantidad de agua u otro solvente. Los cristales líquidos
liotrópicos pueden consistir de dos o más componentes. Ambas­

clases de cristales liquidos puedenpresentar variadas estructu
ras o mcsofases.

Los cristales líquidos termotrópicos son clasificados
cn tres tipos de mesofases: esméctica, nemática 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 más o menos paralelo al de las otras moléculas como se ilus­
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tra en la figura la)“ Las moléculas pueden rotar alrrededor de

su eje mayor y difundir libremente dentro del plano de la capa
(difusión lateral), pero la rotación perpendicular al e je mayor

esta severamente reprimida. En los cristales liquidos nemáticos
los ejes mayores de las moléculas se ordenan paralelamente en­
tre si, pero las moléculas no se separan en capas (figura lb).
Los cristales liquidos colestéricos se forman esquematicamente
por superposición de capas de cristales liquidos nemáticos con
una variación uniforme de la orientación del eje mayor de las —
moléculas comose ilustra en la figura lc). Esta estructura he­
licojdal da origen a una actividad Óptica intensa.

Las mesofases liotrópicas se forman de moléculas anfi
páticasr Dependiendodel tipo de sustancia anfipática y de la ­
cantidad de agua presente, las fases liotrópicas puean asumir
una gran variedad de estructuras. Este polimorfismo es mayor ­
aún que para los cristales liquidos termotrópicos. Las dos cla­
ses de estructuras liotrópicas más importantes son la mesofase
lamelar y la mesofase hexagonal. En la fase lamelar, las molé­
culas anfifilíras se ordenan en dobles capas separadas entre si
por capas de agua. Los grupos polares estan en contacto con cl
agua, mientras que las cadenas hidrocarbonadas no polares for­
manel interior hidrofóbico de la doble capa (figura 2a). En a­
nalogía a los cristales liquidos termotrópicos, 1a fase lamelar
también es denominadacristal liquido liotrópico esméctico.

La fase hexagonal consiste en partículas cilindricas
alargadas con un interior hidrofóbico en un medio ambiente acug
so (figura 2D). Los grupos polares quedan en la superficie ex­
terna de los cilindros. Los cilindros se agrupan entre si de ­
manera que cada cilindro se halla rodeado de otros seis cilin­
dros. De aqui el origen del nombre para esta mesofase. Pueden
formarse también una fase hexagonal similar pero invertida. En

este caso se la denomina hexagonal II,
Las micellas pueden ser considerados comoprecursores

primitivos de los cristales líquidos, Ciertas clases de molécu­
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las anfipáticas, comojabones o ácidos grasos, pueden ser disuel
tas en agua comosales normales. Si la concentración es incremen
tada por encima de cierto nivel crítico, la concentración mice­
lar crítica, las porciones lipofilicas se asocian para minimizar
el contacto con el agua. Las micelas son sistemas rápidamente ­
fluctuantes. El tiempo de vida de una micela individual es mas —

bien corto y nunca tienen una forma geométrica bien definida, ni
uu alto grado de ordenamiento de las moléculas que las constitu­
yen.

Las micelas deben ser distinguidas de las vesículas ­
(20). Estas últimas son estructuras esféricas con una única bica
pa de moléculas lipidicas comouna membranaexterna. El interior
de tales vesículas está rigurosamente separado del exterioy. Las
vesículas pueden considerarse comouna mesofase lamelar formando
una estructura globular.

Los cristales liquidos son sensibles a fuerzas exter­
nas comoel calor, la luz, presión mecánica, y composición qui­

'a del medio ambiente. Son lo suficientemente fluidos para per
mitir una rápida difusión lateral y la distribución de la mate­
ria y la energia. Además,los cristales liquidos se ajustan a ­
una multiplicidad de formas requeridas por la geometria del sis­

tema, mientras que al mismo tiempo mantienen un alto grado de o:
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 mesofase liotrópica es­
móctica, es la estructura liquido-cristalina más importante aso­
ciada con el estado de vida, ya que es la estructura básica de —
la mayoria de las membranasbiológicas.

Los fosfolipidos son los constituyentes lipidieos cuan
Litativamente más importantes de las membranasbiológicas. Estos
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al igual que los detergentes, son típicos compuestosanfifili­
cos. En general cuando se los coloca en exceso de agua por en­
cima de cierta concentración y temperatura critica forman espon
táneamente estructuras de bicapa (22). Este proceso es energótí
camente dirigido por las interacciones hidrofóbicas de las cadg
nas hidrocarbonadas y las interacciones entre los grupos pola­
res. Las interacciones entre los grupos polares han sido carac­
terizadas como repulsivas (23 y 24), ya que la solubilidad en —
agua de las sales de sa+ y Ca++de fosforil colina, fosforileta
nolamina y fosforilserina es menor que la concentración calcula
da para los grupos polares en bicapas de los correspondientes ­
fosfolipidos (24). Ambostipos de interacciones entre las cade­
nas hidrocarbonadas y los grupos polares parecen ser esenciales
para el mantenimiento de la estructura de bicapa.

La capacidad para formar bicapas también depende del

tamaño y carga del grupo polar. La fosfatidil colina forma bi­
capas muyfácilmente, pero otros fosfolípidos lo hacen con ma­
yor dificultad. La fosfatidiletanolamina por sí sola a tempera­
tura ambiente prefiere una estructura hexagonal (2;), pero es ­
obligada a formar bícapas en presencia de fosfatidilcolina (26)

cuando la relación molar es 1:1. La fosfatidiletanolamina ten­
dria tendencia a formar micclas invertidas en membranasbioló­

gicas en presencia de proteinas (27,28), y en membranasmodelo
de fosfatidilcolina-fosfatidiletanolamina en relaciones adecua­

, . ++ .das (26). En presenc1a de Ca , una mezcla de PC, cardiolipina,
monoglucosildiglicórido, y PE, se caracterizó por una señal dc

resonancia magnética nuclear isotrópica y se visualizó comopar
ticulas en réplicas de fracturas por congelamiento, lo cual sc
interpretó comola presencia de micellas invertidas (29).

La esfingomielina a bajas temperaturas forma una fase
lamolar, pero a temperaturas fisiológicas y mayores, según
Usher y col., esta fase es inestable y se forma una fase hexa­
gonal. La PC el colesterol estabilizan las bicapas de esfi gg
miclina (30). Sin embargo, Cullis y De Kruijff (31) reportaron



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

Asi, los lípidos podrian dividirse en 1amclofilicos ­
(la mayoría de los fosfolipidos), y lamelofóbicos (principalmen
te PE, lisofosfátidos y triglicéridos)(28). Los requerimientos
básicos para la formación de bicapas parecen ser un grupo polar
adecuadamente hidratable (23,32,33), y la presencia en una mis­
ma molécula de dos cadenas hidrocarbonadas de suficiente langi—

tud (23), ya que los fosfolipidos de cadena corta, al igual que
los detergentes y lisofosfátidos tienden a formar micelas. La ­
concentración del fosfolipido debe ser superior a concentración
mieelar critica, y la temperatura debe ser superior a la tempe­
ratura micelar critica o punto de Kraft (34), para que pueda ­
formarse la estructura de bicapa. En el caso de los fosfolipi­
dos, el punto de Kraft coincide con la temperatura de transi­
ción de fase (22,35).

La capacidad para formar bicapas también depende del

grado de saturación de las cadenas hidrocarbonadas, de la pre­
sencia de colesterol, del pH y de la concentración y cl tipo de
iones en la fase acuosa (36).

Además de fosfolipidos, muchas membranas como la mem­

brana de eritrocito, de mielina y membranaplasmática contienen
colesterol en grandes cantidades, entre 0,8 y 1,3 moles/mol de
fosfolipido. Mientras que otras membranascomo las de mitocon­

dria, reticulo endoplásmico y membrananuclear, contienen meno­
res cantidades, entre 0,1 y 0,3 moles/mol de fosfolipido (37).
El colesterol en concentraciones por encima de 10-8 Men agua ­

forma agregadOS semejantes a micelas (38), y a 10-ó Mya forma

una fase separada. Sin embargo, el colesterol es capaz de incor
porarse a micelas o bicapas de fosfolipidos hasta cantidades e­
quimolares muy fácilmente, alineando sus grupos -OHcon los gru
pos polares de los fosfolipidos, mientras que la cola hidrofó­
bica ramificada se orienta hacia el interior de la bicapa (39).



Se ha propuesto que el colesterol forma complejos e­
quimoleculares con la PC. Bicapas de PC-colesterol, con conteni
dos de colesterol por debajo del 50X, consistirían de complejos
PC-colesteroi 1:1, PC libre y PC en lOs limites de los dominios

formados por PC libre y PC acomplejada (37). los ésteres de co­
les'erol, por el contrario, presentan una gran dificultad para
incorporarse en bicapas de PC (40). Estas moléculas son muy vo­
luminosas y carecen de un grupo polar, por lo que su incorpora­
ción en el interior de la bicapa probablemente expondria restos
hidrocarbonados a la fase acuosa.

Ademásde fosfolipidos y colesterol, algunas membra­
nas contienen pequeñas cantidades de lípidos con una sola cade­
na hidrocarbonada por grupo polar, comolisofosfátidos y ácidos
grasos libres, y aún triglicéridos. Sin embargocomotodas las
moléculas hidrofóbicas o anfifilicas tienden a ser incorporadas
en micelas o bicapas formadas por otras sustancias anfipáticas,
la presencia de estos componentes menores puede ser simplemente

una consecuencia de su presencia en el medio en el que se halla
la membrana 23) .

I.4,- MUVILTDADY ORDEN. (TRANSICIUNES DE FASE)

En los últimos años ha habido un gran adelanto eniel
conocimiento de la fisico-quimica de los fosfolipidos y de la —
dinámica de estos en bicapas lípidicas (ó,23,35,41,42). El ade­
lanto en el estudio de la dinámica de 10s fosfolipidos fue debí
do al gran desarrollo de métodos sensitivos comocalorimetria ­
de barrido diferencial (43), métodos de difracción de rayos X y

neutrones (44,45); y una variedad de métodos espectroscópicos —
comoresonancia magnética nuclear (46), resonancia electrónica
paramagnética (47,19), y técnicas de fluorescencia y polariza­
ción de fluorescencia (48,49).

Los fosfolipidos anhidros puros son sólidos de muy —
alto punto de fusión, y estos no están relacionados con la lon­
gitud de la cadena hidrocarbonada ni con el grado de insatura­
ción 23). Esto suwiere ue las cadenas hidrocarbonadas se en­Ü
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cuentran ya en un estado semejante al liquido en el punto de fu
sión. Evidencias de esto se obtienen por la observación de una

transición de fase dentro del estado sólido a temperaturas infg
riores al verdadero punto de fusión. Al ocurrir dicha transi­
ción puede observarse un aumento en el espaciamicnto entre las
cadenas hidrocarbonadas de 4,2 a 4,6 K cuando se realizan medi­
ciones de difracción de rayos X en función de la temperatura, y

esto es considerado que refleja una transición de un estado or­
denado a uno desordenado de las cadenas hidrocarbonadas dentro

del sólido (23). Transiciones de fases similares pueden obser­
varse en mezclas de fosfolipidos con agua y en dispersiones so­

nicadas, pero ocurren a temperaturas muy inferiores que en el —
sólido anhidro (50).

Tanto las membranasartificiales comotambién ciertas

membranasbiológicas son capaces de sufrir esta transición re­

versible de un estado ordenado, casi cristalino, a un estado de
sordenado, liquido-cristalino, a una temperatura característica
(Tt). Al pasar del estado ordenado a1 estado liquido-cristalino

ocurren cambios en el empaquetamiento o acomodamiento de las ca
donas de los ácidos grasos y de los grupos polares (Sl), y hay
un aumento en el área ocupada por molécula“ A temperatura am­

biente, las bicapas de DPPCse encuentran en el estado ordena­

do, y muestran por difracción de rayos X un espaciamiento entre
las cadenas hidrocarbonadas de 4,2 X, lo cual corresponde a ca­
denas totalmente extendidas y estrechamente empaquetadas. Por
el contrario, en bicapas de lecitina de huevo, que presentan un
alto contenido de ácidos grasos insaturados y se encuentran en
el estado desordenado a temperatura ambiente, el espaciamiento
es de 4,6 X, y las cadenas hidrocarbonadas presentan una movi­
lidad considerable (52). En la transición del estado ordenado
al desordenado, también ocurre un aumento en la permeabilidad
de la bicapa, y aumenta la movilidad de las cadenas hidrocarbo­
nadas. En el estado ordenado todos los enlaces C-C están en la

disposición trans y no presentan libre rotación, y en el estado
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liquido cristalino hay libre rotación en los enlaces C-C debido
al Menor empaquetamicnto de las cadenas hidrocarbonadas. El es­

pesor de la bicapa disminuye por encima de la lt debido a la —

formación de cstructuragauche en las uniones C-C. Por encima de
la [t también aumenta la hidratación de los grupos polares y la

capacidad de incorporar compuestos extraños en la bicapa. La in
corporación de colesterol exógeno en la membranacelular de Ky­
Coplasmacs rápida cuando la bicapa está en el estado liquido­
cristalino, y muy lenta cuando la membranaestá en el estado —
cristalino (53).

La transición de fase en bicapas de fosfolipidos ocu­
rre a través de la formación de "clusters", y estos no son do­
minios estáticos sino entidades altamente fluctuantes en tama­

ño, lo que produce fluctuaciones de volúmen y de densidad loca­
lizadas. La magnitud de estas fluctuaciones es afectada por el
radio de curvatura de la bicapa y por la adición al sistema de
compuestos de bajo peso molecular (54)“ Las transiciones de fa­
se de bicapas de fosfolipidos ocurren en un rango de temperatu­
I" un de ancho variable. Asi, las transiciones son definidas por —
la temperatura del punto medio de la transición (Tt) y el ancho

de la transición (AT). Al aumentar progresivamente la temperatu
ra de una suspensión de fosfolipidos en el estado de bicapa or­
denada, cuando se entra en el rango de la transición comienzan
a formarse dominios fluidos en el seno de la fase ordenada que

van aumentando progresivamente de tamaño hasta alcanzar la to­
talidad de la superficie de la bicapa (41). Asi, en la zona de
temperatura en que ocurre la transición coexisten ambasfases;
La transición es un fenómeno altamente cooperativo, es decir —
que al ir transformándose unas pocas moléculas de lípidos del
estado ordenado al estado fluido, la energia necesaria para que
las moléculas circundantes sufran la transición se va haciendo
cada vez menor (41,55). Las transiciones de fase en sistemas —
lipidicos también se caracterizan por el fenómenode "histére­
sis", es decir que la transición del estado ordenado al desor­



denado ocurre a una temperatura algo mayor que la transición a
la inversa del estado desordenado al ordenado, existiendo una —
cierta "inercia" al cambio de fase (41).

Existen además fenómenos de "pre-fusión” y de "pre­

congelamiento". Por calorimetria de barrido diferencial y otras
técnicas es posible observar a temperaturas inferiores a la
transición principal, una pretransición, la cual es generalmen­
te atribuída a los grupos polares (41). En dispersiones de
DOPCha podido demostrarse la formación de "clusters" de corta
vida aún hasta 50°C por encima de su Tt (56). La mayoría de las

membranasbiológicas se hallarian a temperaturas fisiológicas —
en el estado de pre-congelamiento.

Los valores de AHy AS para la transición de fase de

fosfolipidos son considerablemente menores que los valores para
la fusión de hidrocarburos puros de la misma longitud de cade­
na (50), lo cual indica que las cadenas hidrocarbonadas en la —
bicapa "fundida" no están tan desordenadas comoen un hidrocar­

buro liquido puro. Sin embargo, los efectos de la longitud de —
las cadenas hidrocarbonadas y del grado de insaturación son si­
milares sobre el punto de fusión de hidrocarburos y sobre la Tt
de fosfolipidos. Ambosaumentan con la longitud y disminuyen;­
con el grado de insaturación y con la ramificación de las cade­
nas hidrocarbonadas. Las cadenas cis-insaturadas tienen una Tt

más baja que las trans-insaturadas, debido a que por su geome­
tria presentan mayores problemas de empaquetamiento, lo que di­

ficulta la formación de la fase ordenada. Las cadenas trans-in
saturadas se comportan de manera similar a lascadenas saturaÁ
das .

La transición involucra también a los grupos polares
además de las cadenas hidrocarbonadas, ya que la Tt disminuye
con el grado de hidratación de los grupos polares (35), y ade­
más hay una considerable diferencia entre la Tt de fosfolipidos
con diferente grupo polar e idénticas cadenas hidrocarbonadas.
Por ejemplo, la It dc DPPEcs aproximadamente 20°C más alta que
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la de DPPCen condiciones experimentales comparables. Esto pue­

de ser explicado en términos de la formación de pares iónicos —
inlramoleculares entre los grupos fosfato y amino (S7). Eviden­
cias directas de que ocurre un debilitamiento en la organiza­
ción de los grupos polares acompañandoa la transición de las —
cadenas hidrocarbonadas fueron obtenidas por Traüble (SS). Sin

embargo, la transición de fase en dispersiones de PE es muy di­
ferente a la de dispersiones de PC o de mezclas PE-PC. Al incrg

mentar la temperatura, la PEmuestra una transición reversible
de una fase de bicapa a una fase hexagonal (58). Algo similar ­

ocurre con dispersiones de esfingomielina (S9), comose mostró
31 13 ‘ . .

por P y C-jMÁ. La PC y el colesterol parecen estabilizar —
las bicapas de esfíngomielina. A menores temperaturas ocurre —
una nueva transición gelificante de las cadenas hidrocarhona­
das.

La TL de bicapas de fosfolipidos, particularmente los

cargados negativamente, también es influenciada por factores c2
mo pH, fuerza iónica, grado de hidratación y por el binding de

cationes divalentes (41,Ó(),Ól). La PC tiene una 'l‘t constante ­

entre pll 3 y 12, a pll menor de 3 aumenta la ’l‘t por neutraliza­

ción del grupo fosfato" Al contrario la PE tiene una lt cons­
tante hasta pH 9, y por encima de pH 9 disminuye la Tt por neu­

tralización del grupo amino. La Tt de la PS decrece al aumentar

el pH. El Cafr aumenta la Tt de fosfolipidos cargados negativa­

mente, igualmente el Mgl-+pero con menor efecto. En el caso de

la PS, el Ca++se une directamente al grupo fosfato, neutrali­
zando al menos una parte de su carga negativa y restringiendo
la movilidad del grupo polar. El Mg++también se une al gupo ­

fosfato, pero no tan fuertemente comoel Ca++, y no afecta tan­
to a la movilidad del grupo polar (62). Se ha postulado que el

Ca en concentraciones altas formaría puentes entre grupos foi
fatos vecinos de PS y PG, dando origen a complejos poliméricos

(42). los efectos de los cationes monovalentes son muchomeno­
res. Es posible inducir transiciones de fase a temperatura conï



tante variando estos parámetrOS (63).
La incorporación en bicapas de fosfolipidos de sustan

cias extrañas comoanestésicos y distintas drogas (63,64,65),

derivados bencénicos (66) o alcoholes (67,68), también puede al
terar 1a Tt o el grado de empaquetamiento y la movilidad de las
cadenas hidrocarbonadas.

La Tt parece aumentar al ir de la región externa, se­
mipolar, hacia la región interna de la bicapa como se mostró ­
con marcadores de ESAcon el grupo paramagnético en diferentes

posiciones (69). La Tt determinada con marcadores que se ubican
bien en el interior hidrofóbico concuerda bastante bien con la

transición principal determinada por calorimetria. En cambio,
la Tt determinada con marcadores que se ubican en la zona cerca
na a ia región polar dc la membranaes similar a 1a temperatura
de la pretransición calorimétrica(69).

Aparte del problema de la región donde se ubica el —

marcador, todos los métodos fisico-quimicos utilizados para la
detección de las transiciones de fase concuerdan bastante bien

entre si, y en particular no dejan lugar a dudas sobre la natu­
raleza liquido-cristalina de las bicapas por encima de Tt. Esto
es evidente por ejemplo del espectro de lH-KMIde dispersiones
de lecitina de huevo (70). La Tt de estas bicapas está por de­
bajo de 0°C. A temperatura ambiente, los espectros observados ­

son muysimilares a los que se obtienen para verdaderas solucig
nes de fosfolipidos en un solvente orgánico comocloroformo.

Por encima dc la Tt, las bicapas de fosfolipidos pre­
sentan un gradiente de movilidad. Por lH-XMRse observó que

mientras que los grupos —CHtienen una gran movilidad, no to­
3

dos los grupos -CH0- presentan tal libertad de movimiento (71).
Levine y col. (72), observaron individualmente cada atomo de ­
carbono de la cstructura enriqueciendo especificamente cada po­
sición con 13€, y llegaron a la conclusión de que la movilidad

es mayor en los —CIl2terminales, va decreciendo hasta llegar a
un minimo cerca del glicerol, e incrementa nuevamente algo en ­



el grupo polar.
Usando ácidos doxil-esteáricos como marcadores de EST

con el grupo doxilo en diferentes posiciones, se llegó a conclu
siones similares (73,75). Hubbell y McConell, con S-doxil esteé
rico observaron en dispersiones de lecitina de huevo que el mo­
vimiento de las cadenas hidrocarbonadas en esa posición es alta

mente anisotrópico, con una gran movilidad alrredcdor del eje ­

perpendicular a la superficie de la membranay una movilidad ­
muchomenor en otras direcciones. Sin embargo, con lO-doxiles­

teárico, se observaron espectros similares a aquellos obtenidos
en soluciones del mismomarcador en un medio liquido isotrópico

(74,75). El gradiente de fluidez fue también comprobado por po­
larización de fluorescencia con n-(9-antroiloxi) derivados de —
ácidos grasos, con n variando de 2 a 16 (76) Cerca de los gru­

pos polares, la movilidad de las cadenas es similar ya sea si —
la bicapa se encuentra en el estado ordenado o en el estado de­
sordenado, pero en los segmentos del interior de la bicapa, la
movilidad es muysuperior en el estado liquido-cristalino que ­
en el estado ordenado (35).

Un problema asociado con el incremento en desorden al

ir desde el exterior al interior de la bicapa es que los segmen
tos de las cadenas hidrocarbonadas con mayor movilidad ocupan —
un volúmen mayor por unidad de masa que las cadenas ordenadas ­

paralelas, ya que la densidad de un hidrocarburo en el estado ­
liquido es menorque en el estado sólido cristalino. Esto sigui
fica que en una bicapa no puede haber un ordenamiento paralelo

de las cadenas hidrocarbonadas en una región y cadenas al esta­
do liquido en otra, ya que esto dejaria espacios libres en 1a ­
región ordenada. McFarland y McConell (77), han sugerido que ­
las cadenas hidrocarbonadas podrían estar inclinadas en la re­
gión ordenada cercana a la superficie hidrofóbica, asi el espe­
sor de esta región disminuiria y desaparecerian los espacios li
bres . Estos autores han calculado un ángulo de des­
viación promedio de 25 a 30°C para el segmento externo de las —
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cadenas hidrocarbonadas, utilizando ácidos doxil esteárico con
el grupo doxilo en posiciones cercanas al grupo carboxilo. Cuan

de el grupo doxilo fue unido en posiciones cercanas al —CH3te:
minal, la desviación promedio llegó a ser nula. La misma infor­
mación pudo ser obtenida utilizando marcadores fluorescentes —
(78). Debido a esta inclinación de las cadenas hidrocarbonadas
en la región externa, la densidad de átomos de carbono llega a

ser un 12% mayor que en la región de los —CH3terminales (35).
En bicapas ordenadas de DPPC, por debajo y cerca de ­

Tt, no se observa tal inclinación (52), y las cadenas hidrocar­
bonadas se encuentran alineadas en paralelo en una configura­
ción totalmente extendida, con todos los enlaces C-C en la dis­
posición trans.

El uso de marcadores fluorescentes y paramagnéticos ­
en estudios estructurales de membranasha sido criticado por la
razón de que estas sustancias podrían perturbar significativa­
mente la estructura de la bicapa (79). Sin embargo, la coinci­
dencia general con los resultados obtenidos por difracción de —

rayos X o ¿MI sugieren que las perturbaciones no son demasiado

grandes. Además, la incorporación de pequeñas cantidades de ma:
cadores con grupos doxilo en dispersiones de DPPCno altera su
transición de fase (73).

En bicapas vesiculares de lecitina de huevo, se obse:
vó que el área promedio por molécula y la longitud efectiva de
los lípidos son mayores en la monocapaexterna que en la inter­
na (80). También se ha mostrado una no equivalencia entre las ­

cadenas l y 2 en bicapas de DPPC(81). Debajo de la pretransi;
ción se observó por espectroscopia Raman, que la conformación ­

de las cadenas 2 fue en promedio algo menos "todos-trans" que —
la conformación de las cadenas l.

La difusión lateral de moléculas de fosfolipidos en ­
el plano de la bicapa es muyrápida. El coeficiente de difusión
lateral de fosfatidilcolina marcada con un grupo doxilo en bi­
capas de dihidroesterculilfosfatidilcolina fue estimada en 1,8:



0,6 . 10-8 cmz/seg. a 25°C (82). En vesículas de lecitina de
huevo se obtuvieron valores similares (83). Traüble y Sackmann
obtuvieron un coeficiente de difusión lateral de aproximadamen­

te 10-8 emz/seg para un esteroide mareado con un radical libre
en vesículas monolamelares de DPPCpor encima de la Tt de éste

fosfolípido (84)“ Experimentos similares por debajo de la Tt —
indicarOn que el rápido movimiento en el plano de la membrana —

no tiene lugar cuando las cadenas hidrocarbonadas se encuentran
en el estado ordenado (85). La difusión lateral de los lípidos
es dependiente del grado de hidratación y disminuye al aumentar
la longitud de cadena (86).

En contraste con la rápida difusión de los fosfolípi­
dOs en el plano de la bicapa, el movimiento de intercambio en­

tre uno y otro lado de la bicapa (flip-flop) es muylento en bi
capas artificiales. Este proceso requiere el pasaje de los gru­
pos polares a través del interior hidrofóbieo de la bicapa y ­
por lo tanto está asociado con una energía de activación muy —

alla. En vesículas de lecitina de huevo, a 30°C, el tiempo de —

vida medio del proceso fue estimado en 6,5 horas (87), corres­
pondiendo a una probabilidad de 0,07/hora para el pasaje de una

dada molécula de un lado al otro de la bicapa.
La velocidad de intercambio de moléculas de fosfolí—

pidos entre la bicapa y el medio también es muybaja, al igual

que el intercambio entre vesículas, habiéndose estimado un tiem
po de intercambio promedio de 24 horas (83).

1.5.- SEPAKACIUNES DE FASE.

Cuandose determina el estado físico de bicapas lipí­
dicas con la ayuda de sustancias marcadoras, usualmente se ob­
serva un movimiento lateral y la agregación de estas moléculas
por debajo de TL. Este tipo de separación de fase lateral ha —

sido demostrado en membranas modelo que contenían un derivado ­

esteroideo con un radical libre unido (84). También puede ocu­
rrir una separación de fase vertical debajo de Tt, por una par­
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tición preferencial del marcador en la fase acuosa, al ser ex­
cluido de la bicapa cn el estado ordenado. Este fenómeno ha si­
do domestrado (ton marcadores fluorescentes como IQ-fenil-l-nai
tilamina y S-anilino-l-naftalenosulfonato y con marcado­
res con radical libre como TEMPO(89).

Cuandose estudian mezclas binarias de fosfolípidos,

por calorimetría o ESA, usualmente se observa un fenómeno de —
cocristalización debajo de Tt. Sin embargo, cuando los fosfolí­

pidos son estructuralmente 10 suficientemente diferentes de ma­
nera que surgen problemas de empaquetamiento, ocurrirá una sepa
ración de fase lateral y la cristalización individual de ambas
especies, esto es, hay inmiscibilidad de las fases sólidas. Ha
sido posible construir diagramas de fase para sistemas de lípi­
dos binarios o más complejos por métodos como calorimetría o —

ESI (90,92). En general, cuando los lípidos difieren levemente
en la longitud de las cadenas hidrocarbonadas, son miscibles en
ambas fases. Al hacerse mayor la diferencia en la longitud de ­
la cadena disminuye la miscibilidad (93)} Lo mismo sucedería si

ambos componentes difieren en sus grupos polares (93). Aunque ­
se reportó que para una dada diferencia en la longitud de cade­
na para componentes saturados, el cambio del grupo polar PE por
PC en el componente de menor Tt no incrementó la tendencia a la

separación de fase (91).

La inmiscibilidad de las fases sólidas es bastante cg
mún, pero si los lípidos son estructuralmente muydiferentes en
tre sí, también puedeocurrir inmiscibilidad de las fases flui­
das. Desde el punto de vista biológico, las separaciones de fa­
se qne ocurren en el estado fluído son más interesantes ya que
la mayoría dc las membranasbiológicas se encuentran por encima
de It a temperaturas fisiológicas. Unamiscibilidad limitada —
por encima de Tt es observada generalmente en mezclas de fosfo­
lípidos y lípidos no hidratables comotriglicéridos y esteres —
de colesterol. Small (32), dio una clasificación muyútil de li
pides hidratables y no hidratables. Unaseparación de fase late



ral en el estado fluido fue también observada para una mezcla —

binaria de DPPEy dielaidoilfosfatidilcolina (90).
Las proteínas integrales de membrana también pueden —

sufrir separación de fase lateral por debajo de la Tt de la bi­
eapa de fosfolipidos, comoha sido mostrado por microscopía e­
lectrónica de réplicas de fracturas por congelamiento (94), sin
embargo algunas proteínas parecen no agregarse por debajo de la
Tt de la bicapa (95). En un sistema dielaidoilfosfatidileolina­
DPPC, en el cual la DPPCse separa en dominios ordenados del ­
otro fosfolipido al estado desordenado, la glicoforina fue ex­
cluida de los dominios cristalinos (96).

1.6.- EFECTU DE LA INCORPORACION DE COLESTEROL EN BICAPAS

LIPIDICAS.

El efecto de la incorporación de colesterol o de o­
tros esteroles sobre las propiedades fisico-químicas de siste­
mas lipidicos ha sido muyestudiado (37,97,98). En general el —
colesterol presenta un efecto condensante cuando se incorpora ­
en bicapas de fosfolipidos por encima de su Tt, pero tiene un —
efecto fluidificante si su incorporación se realiza en bicapas
en el estado ordenado. Ha sido reportado que por encima de Tt,

el área de una monocapamixta de fosfolipidos-colesterol a una
dada presión, es menor que el área que se predice de la suma de

las áreas de los dos componentes individuales (99). Por el con­
trario, la incorporación de colesterol en monocapascondensadas
de fosfolipidos con largas cadenas hidrocarbonadas saturadas,
reduce las interacciones y actúa comoliquificante (37). El es­
pectro de E81 de marcadores paramagnéticos en multicapas orien­
tadas de lccitina de huevo mostraron un incremento en la aniso­

tropia angular por el agregado de colesterol, lo que indica un
aumento en el grado de orden (36,100). También ocurre un incre­

mento en el tiempo de correlación que caracteriza la movilidad
del marcador, indicando que una significante disminución en la
fluidez acompaña al incremento en el grado de orden (101), y
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una disminución en la velocidad de difusión lateral de mareado­

res lipidicos (82), al incorporar colesterol en multicapas de —
lecitina. En mnlticapas de lecitina de huevo, ul colesterol an­
montó el grado de extensión de las cadenas hidrocarbonadas, dis

minuycndo la probabilidad de conformaciones gaucho. En cambio,
con DPPCpor debajo de Tt, el grado de orden disminuyó y la am­

plitud del movimiento de las cadenas hidrocarbonadas aumentó,
mientras que la probabilidad de las conformaciones gauche no ­
fue muyafectada por la incorporación de colesterol (102).

Estudios de difracción de rayos X y de ESR, indican ­

que el colesterol aumenta el empaquetamientode los fosfolipi­
dos insaturados restringiendo el movimiento térmico de las cadg
nas hidrocarbonadas. Por otro lado también impide la cristalizg
ción y el ordenamiento de dichas cadenas por debajo de la Tt ­
(35,37). En bicapas orientadas de lecitina de huevo, el coles­

terol en cantidades equimolares incrementa el espaciamiento prg
medio en la dirección del plano de la bicapa de 4,6 a 4,75 K —

(103). El espesor de la bicapa es significativamente incremen­
tado y también hay una considerable'agudización en la densidad
electrónica en el centro de la bicapa, indicando que los grupos

-CIl3 terminales se localizan sobre un espacio más reducido. Es­
tos estudios concuerdan con observaciones hechas en otros sistg
mas (39) y sugieren que el anillo esteroideo se ubica en la por
ción externa de la bicapa, con el -0H hidrofílico en la capa —
ocupadapor el grupo polar fosforil colina, y la cola alifática
ramificada en la región central de la bicapa.

El anillo esteroideo no solamente es rigido, sino que

además tiene una sección transversal más gruesa que la cola ali
fática (104), y el requerimiento de que el área total en el pla
no de la bicapa sea el mismoen todos los niveles, sugiere que
en la parte externa de la bicapa que contiene al anillo esteroi
doo las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos estarán to­
talmente extendidas casi perpendicular a 1a superficie de la
membrana; mientras que la región central de la bicapa tendrá —
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que ser muy fluida, con muchas porciones de las cadenas hidro­

carbonadas a un ángulo considerable de la dirección perpendicu­
lar a la superficie. Estos detalles estructurales sugeridos por
razones puramente geométricas han sido confirmados por resulta­
dos experimentales“

la incorporación de aproximadamente un 10%de colestg

rol en bicapas de fosfolipidos elimina la inclinación 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 1a bica­

pa (37). La movilidad del anillo esteroideo en bicapas de DPPC
es muchomenor que la de la cola alifática, esta última es con­

siderable aún por debajo de la Tt del fosfolípido. La restric­
,

ción de la movilidad de las cadenas hidrocarbonadas de bicapas

de fosfolipidos fluidas impuesta por la incorporación de coles­
terol afecta solo a los primeros 8-10 átomos de C de la cadena,
mientras que los segmentos terminales quedan relativamente li­

l
3 P-NMRque el efectobres (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 'Ft (37).

La TL de una bicapa de fosfolípidos no parece ser mo­

dificada por la incorporación de colesterol, pero si aumentael
rango de la transición (AT) y disminuye la cooperatividad del ­
proceso (37). Sin embargo, experiencias más recientes con fiJNMR

indicaron que además del ensanchamiento de la transición ocurre

una leve disminución de la Tt, que fue dependiente de la locali
zación del deuterio en el lipido (105). La entalpía de la tran­
sición en bicapas de DMPCdecreció gradualmente al incorporar —

cantidades crecientes de colesterol hasta desaparecer completa­
mente con una relación de colesterol a fosfolípido de 1:2 (37).
Esto pareció indicar que cada molécula de colesterol elimina a
dos moléculas de fosfolipidos de la fase que sufre la transi­
ción. Sin embargo, experiencias de Laser-Raman y de ESRmues­
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tran que la transición es ensanchada mas bien que eliminada, y

por encima de 337 de colesterol ocurre en un rango muy amplio —

dc temperatura y que es un fenómeno no cooperativo (37).
El colesterol puede incorporarse fácilmente en disper

siones de fosfolipidos, formandouna fase mixta hasta una rela­
ción 1:1 de colesterol a fosfolipido, pero a concentraciones s2

periores forma una fase separada (106). El colesterol no tiene
la misma afinidad por todos los fosfolipidos. En mezclas de PC
saturadas que difieren en solo dos átomos de C y cocristalizan

juntas, el colesterol se distribuye al azar. Pero cuando las PC
difieren en 4 o mas átomos de C y muestran separación de fase,

el colesterol interactúa preferentemente con 1a especie de PC —
de menor Tt (37). En mezclas de DOPE-DPPC,el colesterol inter­

actúa preferentementc con la PC, ya sea a temperaturas en las
cuales ambas especies están en el estado fluido, o a temperatu­
ras donde ocurrió una separación de fase (107). En mezclas de —

PS y PE, o de PS y PC, el colesterol mostró mayor afinidad por
el fosfolípido de menor TtA Sin embargo, en mezclas de esfingo­

mielina-PC, el colesterol mostró mayor afinidad por la esfingo­
mielina sin importar cual sea el de menor Tt (108).

Se ha propuesto que la función biológica 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 estan debajo de su Tt. La presencia de colesterol u o­
tros esterolcs en bicapas lipidicas hace que cambios relativa­
mente grandes de temperatura produzcan cambios no muy grandes ­
en viscosidad, evitando las transiciones de fase bruscas. Es L
sorprendente el hecho de que organismos como hongos y levaduras
que contienen grandes cantidades de esteroles en sus membranas
puedan crecer fácilmente en un amplio rango de temperaturas
(37). Los lípidos de membranade eritrocitos y de mielina, al —
separarlos del colesterol, sufren una transición entre 2-20°C,
pero al agregarles nuevamenteel colesterol, la transición es —
eliminada y no se detecta hasta por lo menos -20°C (35,37).



1.7.- INTERACCIONES ENTRE LIPIDOS Y PROTEINAS.

La incorporación de proteínas en bicapas de fosfolipi
dos puede producir muydiversos efectos sobre la organización y
el grado de movilidad de los lípidos circundantes, dependiendo
dc la proteina en particular y de la composición lipídiea de la
bicapa. Algunos de estos efectos han sido revisados por Lee(93)
Las proteinas de membranapueden alterar también las propieda­
des de permeabilidad de bicapas de fosfolipidos (109).

Ninguna correlación importante ha podido ser obtenida
entre la hidrofobicidad de las proteínas y sus efectos sobre ca
pas de lípidos orientadas (110,111). En cambio, sobre fosfolípi
dos negativamente cargados, se observó un efecto inmovilizante

mayor para proteínas con carga positiva, el que dependió del pH
del medio (110), y se postuló que podrían actuar comocationes

multivalentes. Las proteínas periféricas comoel citocromo C pa
recen tener efectos muyleves sobre las propiedades del inte­
rior hidrofóbico de las bicapas lipídicas (112).

Por medio de métodos espectroscópicos o por técnicas
de titulación con lípidos, se ha podido demostrar que varias —
proteínas integrales se rodean por una capa de lípidos con pro­
piedades diferentes al resto de los lípidos de la membrana(ó,
113-118)“ Este anulus se ha mostrado por ejemplo en la citocro­

mooxidasa purificada y reconstituída con fosfolípidos, por tég
nicas de ESR. Se pudo observar que a bajas relaciones de fosfo­

lipido a proteína, cl marcador fue altamente inmovilizado, pero
con contenidos mayores de fosfolípidos apareció un nuevo compo­
nente en el espectro característico de bicapas fluidas (113­
113). Esto se interpretó comouna capa de lípidos inmovilizados
rodeando a la proteína, permaneciendo el resto de los lípidos ­
en el estado de bicapa fluida; y se calculó que la cantidad de

lípidos inmovilizados sería la necesaria para cubrir la superfi
cie hidrofóbica de esta proteína. Este anulus se mostró tanto —
en organizaciones micclares comolamelares de la citocromo oxi­
dasa (119), y también fue observado por técnicas de RMA(120).



Por otro lado, hay evidencias de que el lípido en con

tacto con la proteína estaría mas desordenado que en el resto —

de la bicapa (113). Los grupos —CH3están mUHO>ordenadOs en —
los lípidos del anulus que en los lípidos libres en forma de bi
capa, en cambio el ordenamiento del grupo Ó-CHO—fue menos afrg

tado por la proteína (121). En multicapas orienLadas de fosfolí
pidos se pudo observar que la incorporación de melitina, produ­
jo una orientación mas al azar de un marcador esteroideo, y que
incrementó la amplitud, pero redujo la velocidad del movimiento
del ácido 5-doxil esteárico (122). Así, las proteínas, además —
de una inmovilización de los lípidos circundantes, produciría ­
un desordenamiento de la orientación de las cadenas hidrocarbo­

nadas debido a la superficie irregular de la proteína en eontag
to con el lípido. Aunqueen algunas experiencias el intercambio
entre los lípidos del anulus y los del resto de la bicapa pare­
ció ser más bien lento (114,123), en otros casos pareció ser r2
lativamente rápido (121). En bicapas de palmitoil-oleilfosfati­
dilcolina, experiencias de 2” y 31P-NMRparecieron indicar un
desordenamiento de los lípidos de toda la bicapa por la incor­
pOPWCiÓnde la citocromo oxidasa (124), y se postuló que el de­

sorden de los lípidos del anulus podría ser extendido a todas ­

las moléculas de lípidos conduciendo a una bicapa mas desordeng
da, debido al rápido intercambio entre los lípidos del anulus y
aquellos mas lejanos a la proteína.

Unanulus de lípidos inmovilizados por la proteína se
ha encontrado también para citocromo b5 (lló), para el sistema
de la citocromo P450 oxigenasa (117), y para la apolipoproteína
C lII (93). Lípidos inmovilizados fueron también encontrados ­

en membranasde Torpedo marmorata ricas en receptores de acetil
colina por técnicas de ESR (125), y en membranas de bacterias ­
se mostró por técnicas de fluorescencia que cierta cantidad de
lípidos no se encuentra en el estado de bicapa fluída (126). En
membranasdel segmento externo de bastoncitos de retina, una ­
fracción sustancial de fosfolípidos tienen restringida su movi­
lidad por la interacción con la rodopsina (127).



Si bien algunas proteinas pueden hacer desaparecer la
estructura de bicapa de los lípidos que la circundan, comopor

ejemplo la apolipoproteina C III en bicapas de DMPC(93), otras
proteinas no parecen afectar la estructura bilaminar. Algunas ­
proteínas como la Na+ K+ ATPasa (128) y la Ca++ ATPasa mitocon­

drial (129), luego de ser purificadas por tratamientos con de­
tergentes, retienen fosfolipidos y muestran las reflexiones de
rayos X caracteristicas de las estructuras de bicapa. El cito­
cromo P450 en cambio, parece inducir la formación de micelas in
vertidas formadas principalmente por PE (32,31).

El efecto de las proteinas parece ser dependiente de

la cantidad de proteina incorporada. El agregado de bajas eanti
dades de proteínas de la membranaexterna de Proteus mirabilis

a dispersiones de los lípidos de esa membranadisminuyó la movi
lidad de los ácidos 5 y lZ-doxilesteáricos, sin embargoa altas

relaciones de proteina a lípido, la fluidez fue incrementada es
pecialmente en la región del S-doxilestearato, indicando que pg
dria ser un fenómeno de superficie (130).

La Ca++ ATPasa incorporada en bicapas de DPPCen una

relación molar de lípido a proteina menor de 30, produjo la de­
saparición de la transición de fase a 41°Ccaracteristica de la
DPPC(123), lo cual se interpretó 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
ción de fase. La perturbación de la DPPCno se extiende mas ­

allá del anulus, por lo que se sugirió que las proteinas de mom
brana interactúan solo con los lipidos inmediatos causando una
minima perturbación del resto de la bicapa. Por difracción de ­
rayos X en bicapas de lecitina de huevo, también se observó que
distintas proteinas solo afectaron a los lípidos en su inmedia­
to entorno, preservando la organización del resto de la bicapa
(131).

Las proteinas al igual que el colesterol parecen tc­
ner efectos diferentes y opuestos sobre la movilidad de las ca­
denas hidrocarbonadas, según si la bicapa lipídica se encuentra



en el estado lví(¡nido-cristalino o en el estado ordenado. Cuando
la glicoforina fue incorporada en dispersiones de DPPC,se ob­

l? . . .
servó por ‘C-HH?que la mov111dad de las cadenas hidrocarbona­

das, a temperaturas por debajo de la Tt de ln DPPC, fue mayor ­

en el anulus que en el resto de la bieapa (132). Por zii-11H":se

mostró que por debajo de la Tt de la membrana, las proteínas a
tienen un gran efecto desordenante y previenen la cristaliza­
ción de las cadenas hidrocarbonadas (133).

Dependiendo de la influencia sobre los lípidos, las —
proteínas fueron agrupadas en tres clases (134): a) aquellas —
que causan una disminución en el AHy en la Tt del lípido (cito
cromo C); b) aquellas que no influyen sobre Tt pero disminuyen
AH(gramicidina A,copolímero lisina-fenilalanina) y e) aquellas
que incrementan AHcon o sin un incremento en Tt (ribonucleasa,
polilisina).

La Ca++ “3+f ATPasa incorporada en vesículas de DMPC

produjo un incremento en el rango de la transición a1 aumentar
la relación proteína/lípido. Por encima de Tt, la fluidez dis­
minuyóal incrementar la relación proteína/lípido (135). La ¿lo
rotricina, un antibiótico proteico, reduce el calor de la tran­
sición de la fase lipídica, pero no cambia la Tt de los lípidos
que no pertenecen al anulus; los lípidos del anulus no sufren ­
la transición de fase (93). Otro antibiótico proteico, la gra­
micidina S, causa un gradual decrecimiento de la Tt de los fos­
folípidos y el anulus no cristaliza (93). La Tt de la DMPCes —

desviada de 24 a 30°C en complejos con las apolipoproteínas A L
A jl, C l y C ll], mientras que la cooperatividad de la transi­

ción es disminuida. A temperaturas menores que Tt la microviscg
sidad de los complejos es menor que la de la DMPCsola, y lo o­

puesto ocurre a temperaturas mayores que Tt (136). La melitina
por encima de cierta concentración elimina la pretransición de
la PC, y aumenta el rango y reduce el calor de la transición —

principal, pero sin desviar la Tt (93). La espectrina produjo —

una disminución en el cambio de entalpía de la transición de f3
se de vesículas de DHPS(137).



Por un tratamiento teórico de la interacción lípido­

protcína, se mostró la posibilidad de que las proteínas puedan
aferlar a la movilidad de dos a cuatro capas de moléculas de ­

fosfolípidos circundantes (138). La movilidad de los lípidos ­
del anulus seria menor que el resto de los lípidos a temperatu­
ras superiores a Tt (inmovilización por interacciones lípido­
proteína), pero por debajo de Tt el grado de orden del anulus ­
sería menor y la movilidad mayor, que en el resto de la bicapa,
debido a que problemas de empaquetamiento dificultarían la for­
mación de la fase ordenada. La transición de fase de los lípi­

dos de la bicapa afectaría a los lípidos del anulus, pero depen
dicndo de las fuerzas relativas de las interacciones lípido-prg
teína y 1ípido-lípido, los lípidos del anulus podrían sufrir la
transición de fase a mayor o menor temperatura que el resto de
los lípidos.

En sistemas lipídicos artificiales mixtos o en membrï
nas naturales, algunas proteinas han mostrado interaccionar pre
ferentemente con determinadas especies de fosfolípidos, lo que

puede dar lugar a la formación de un anulus de composición difg
rente a la del resto de la bicapa. En un sistema dielaidoilfbs­
fatidilcolina-DPPC, la glicoforina se asocia preferentemente —

con la especie lipidica insaturada (127), y en estudios en mono
capas mostró una preferencial interacción con fosfolípidos negí
tivamente cargados (139). Estas interacciones fueron decreeidas
en presencia de colesterol. En membranasde E.coli, en la re­
gión de los grupos -CH las proteinas interactúan preferente­3)
mente con los lípidos en el estado fluido (140).

Varias proteínas retienen fosfolípidos aún luego del
tratamiento con exceso de detergentes. En algunos casos los fos
folípidos retenidos son de composición muy similar a la de la —

membrana total, como en el caso de 1a Ca++ ATPasa de reticulo ­

sarcoplásmico (141). Otras proteínas, por el contrario retienen
específicamente ciertas especies de fosfolípidos, comopor ejem
plo fosfatidilglicerol o cardiolipina en el caso de la citocro­
mo oxidasa (142). La KADH-ubiquinona reductasa (1433 v la ace­



tilcolinesterasa (144) también retienen específicamente cardio­
lípina. La glicoforina retiene PS (139) o difosfoinositósidos —
(145). Ha sido reportado también que la Sl-nucleotidasa retiene
preferencialmente esfingomielina (146), pero sin embargootros
autores reportaron lo contrario (147)­

Estas asociaciones preferenciales entre proteínas y
lípidos pueden estar relacionadas con el concepto del anulus ­
lipídico. Ciertos lípidos pueden ser unidos preferencialmente —
para minimizar los defectos de empaquetamiento de los lípidos —
del anulns alrrodcdor de la superficie irregular de la proteína
La composición lipidica heterogénea de las membranasbiológicas

podría ser necesaria para satisfacer los diferentes requerimien
tos de empaquetamientode las distintas proteínas integrales.

Al ocurrir una separación o transición de fase en bi­
eapas lipídicas, ciertas proteinas parecen distribuirse de mang

__ _ , , ‘H'H­ra dilerente en ambas fases. La glicoforina y la ta Ag ATP­

asa se particionan casi exclusivamente en la fase liquido-cris
talina (93). Las proteínas responsables del transporte de ¡3­
glucósldos y -galactósidos en E.coli parecen particionarse de
2 a 20 veces mas favorablemente en los dominios fluidos, depen­

diendo del sistema de transporte y de la composición lipidica ­

de la membrana(148). También fue sugerido que la/S-hidroxibuti
rato deshidrogenasa en mezclas de PC-PEse particionaría prefe­
rencialmente en la fase líquida al ocurrir la transición de fa­
se (93).

1.5.- ESTRUCTURA DE LAS MEMBRANASBIOLOGICAS,

La presencia de una bicapa lipidica en las membranas
biológicas fue propuesta ya en el año 1925 por Gorter y Grendel
(149), quienes al extraer los lípidos de la membranade eritro­
cito y al comprimirlos en una interfase agua-aire, encontraron
que ocupaba un área ccrcanamente igual al doble de la superfi­
cie externa del eritrocito. Posteriormente, Danielli y DaVson­
(130) propusieron también la presencia de una bicapa lipídica y



además para explicar la baja tensión superficial de las membra­
nas Wiológicas, postularon que la bicapa lipidica estaria ubica
da entre dos capas de proteinas. Más tarde se pudo demostrar ­
que los fosfolípides solos pueden mostrar una baja tensión su­
perficial comolas membranasbiológicas naturales.

Conel desarrollo de la microscopía electrónica, se ­
encontró que las membranasbiológicas de muchas fuentes mues­
tran una estructura tipica trilaminar, similar a las estructu­
ras de cristales de lípidos puros. Las evidencias de difracción
de rayos X son también dimensionalmente compatibles con una es­
tructura de bicapa. Estos hechos condujeron a Robertson (151) a
formular la hipótesis de la bicapa lipidica.

Estudios pioneros de difracción de rayos X en mielina

(152); también demostraron la estructura de bicapa, y los resul
tados fueron similares a los obtenidos para fosfolipidos hidra­
tados (153). Estos estudios indican un espaciamiento de 4,7 X
en la dirección paralela al plano de la bicapa, que ahora es ­
sabido que es característica de cadenas hidrocarbonadas parale­
las. Estudios mas recientes con mejor precisión y resolución.­
confirmaron inequivocamente la estructura bilaminar de la mem­
brana de mielina (154, 155).

También se han hecho estudios en membranas del segmen
to externo de los bastoncitos de retina. Esta es considerada —

una membrana más clásica, debido a que contiene un 50%de pro­

teina íntimamente asociada con la membrana; al contrario de la
membranade mielina que solo contiene un 18fl de proteinas, y la

proteina que se encuentra en mayor proporción, la proteina bási
ca dc mielina, es fácilmente extraída de la membranay está lo­
calizada presumiblemente sobre la superficie externa de la mem­
brana. Estos estudios (156, 157) mostraron dos picos de alta —

densidad electrónica separados por 40 K que corresponden a los
grupos polares de los fosfolipidos, y una región central de me­
nor densidad electrónica que el agua, la cual corresponde a los

grupos —CH3terminales de las cadenas hidrocarbonadas, lo cual
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provee evidencias convincentes de que la estructura predominan­
te de esta membranaes una bicapa similar a la formada por fos­

folípidos solos. Blaurock y Wilkins (156) concluyeron que la ­
cantidad de lípidos por unidad de área en la membranadel seg­
mento externo de los bastoncitos de retina es insuficiente para
una bicapa de lípido puro con la distancia pico a pico observa­
da por difracción de rayos X. Esta distancia tendría que ser de
22 a 28 R en lugar de 40 X si los fosfolípidos fueran los úni­

cos responsables del patrón de difracción observado. Estos auto
res primeramente interpretaron esta discrepancia especulando —
que la rodopsiua, la proteína mayoritaria de esta membrana,po­
dría estar asociada íntimamente con los grupos polares de los —

,

fosfolípidos, de manera que los picos de densidad electrónica ­
corresponderían al centro de un área conteniendo a las proteí­
nas y a los grupos polares de los fosfolípidos. Pero más tarde
reinterpretaron sus datos en-términos de la penetración de la ­
bicapa por una porción sustancial de las moléculas de rodopsi­
na, y que la separación de 40 X representaría a la separación —
entre los grupos polares de los fosfolípidos solamente (158).

Se ha demostrado que la estructura de bicapa predomi­

na también en otras membranas como la de eritrocitos y de micro
organismos como Mycoplasmalaidlawii (159), y también en las ­
membranaspresentes en ciertos virus (160).

El mayor problema en la estructura de las membranas —
fue el de la localización de las proteínas. Si bien las simili­
tudes entre las membranasbiológicas y la de bicapas lipídicas
puras son notables, es necesario tener en cuenta la permeabili­
dad de las membranasbiológicas a una gran variedad de sustan­
cias a las cuales las bicapas de lípidos puros son impermeables
o poco permeables. Es necesario además, encontrar un lugar en —

la estructura para las proteínas, las cuales cn muchos casos —
comprenden el SUV/Ío mas de la masa total de la membrana.

El hecho de que muchas proteinas pueden ser extraídas
de la membranapor tratamientos suaves indica que algunas pro­
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teínas están unidas a la superficie externa de la membranapor
interacciones con los grupos polares de los fosfolípidos de a­
cuerdo al modelo de Danielli-Davson-Robertson (150, 151). Estas

proteínas son denominadasproteínas extrínsecas o periféricas y
un ejemplo de ellas podría ser la proteina básica de mielina.
El modelo de Danielli-Davson-Robertson pudo explicar muchas prg

piedades de las membranas, especialmente la observación de una
estructura trilaminar por microscopía electrónica. Hoyse cono­
ce sin embargo que la mayoría de las proteinas de membrana no —

son proteínas periféricas, sino que únicamente pueden ser ex­
traídas de la membrana, mediante la disrrupción de la misma por

el uso de detergentes o solventes orgánicos. Tales proteínas de
ben interactuar mas íntimamente con los lípidos de la membrana

y presumiblemente penetran en la región de la bicapa.
Consideraciones termodinámicas también condujeron a

reeha¿ar el modelo de Danielli-Davson-Robertson. En efecto, mu­
chas proteínas de membranacontienen segmentos con altos conte­

nidos en residuos no polares, los cuales según este modelo se­
rian expuestos hacia la fase acuosa o quedarían en contacto con

los fosfolípidos. Estas consideraciones condujeron a la sugeren
cia de que las membranaspodrían tener una estructura mosaico,

con proteínas globulares empotradas o atravesando una bicapa li
pidicz. Es decir, las membranaspresentarían regiones ricas en
proteínas responsables de las propiedades funcionales, y regio­
nes esencialmente puras en lípidos que servirían par mantener ­
la integridad y cohesividad de la estructura. Estas ideas fue­
ron sugeridas muchosaños atrás por algunos investigadores
(lol), y fue mas recientemente evocada por Lenard y Singer en —
1960 (162). Según este modelo, los residuos hidrofóbicos de las
proteinas se hallarían en un medio no polar, dejando expuestos
a la fase acuosa a los residuos polares comose puede observar
en la figura 4. De esta manera resultaría un sistema de energía
libre muchomenor que en el modelo anterior.

La prueba mas convincente de la existencia de proteí­



nas empotradas en la membranaproviene de experiencias de mi­

croscopia electrónica de fracturas por congelamiento o técnica
de congelación-grabado (163). Por esta técnica se logran sepa­
rar ambas monoeapas de la membrana, y se pueden obtener répli­

cas de la topografía de la cara hidrofóbica interna. Cuandoes
tas réplicas son observadas en el microscopio electrónico, se
obtiene una matriz suave sin interrupciones, en sistemas lípi­
dicos puros y también en 1a membrana de mielina (164). Sin em­

bargo, la mayoría de las membranasbiológicas producen superfi
cies rugosas sugiriendo que la fractura ocurrió sobre obstácu­
los particulados. Generalmente pueden distinguirse ambas capas

ya que la capa conectada al interior de la célula da superfi­
cies eonvexas, mientras que la conectada al exterior da super­
ficies concavas. Algunas veces pueden observarse superficies —
complementarias con depresiones en una superficie correspon­
diendo 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. Aunqueno ha po­

dido establecerse si las partículas observadas representan sim
ples moléculas de proteinas o agrupaciones de moléculas protei
cas, ellas representan distorsiones severas del interior de la
bicapa de las cuales las proteinas que penetran en la bicapa —
deben ser directa o indirectamente responsables. Hoy, sin em­
bargo se sabe que sistemas lipidicos puros también pueden dar

tales réplicas cuando parte de los lípidos se hallan en la for
ma de micellas invertidas entre ambas monocapas (29).

Algunas proteinas atravesarian completamente la bica
pa lipidica de la membranacomo la sugieren experiencias que ­

muestran que algunas proteinas son accesibles a reactivos a am
bos lados de la membrana (167).

Podria haber una aparente contradicción entre una es
Lructnra esencialmente lipidica y el alto contenido en proteí­
nas para algunas membranas. Sin embargo, hoy se conoce que pa­

ra varias proteinas de membranasolo es necesario un segmento



hidrofóbieo pequeño para que puedan empotrarse en la bicapa li­

pidica. Un segmento de solo 23 aminoácidos es suficiente para —
unir a la glicoprotcina principal de eritrocito a la membrana—
(103), y esta proteina parece atravesar completamente a la bica
pa lipídiea. Para la asociación del citocromo bS a la membrana
del reticulo endoplásmico solo es necesario un segmento de no ­
mas de 44 aminoácidos (7). El resto de las moléculas proteicas

se proyecta hacia la fase acuosa, por lo que la cantidad de prg
teina realmente dentro del dominio de la bicapa es muchomenor

que el contenido proteico total obtenido por los métodOSanali­
ticos.

El modelo mosaico fue ampliado posteriormente por Sin
ger y Xicolson (169, 170) incluyendo los aspectos dinámicos de

la estructura de las membranas. Ellos describieron a las membrg
nas comosoluciones bidimensionales de proteínas globulares o­

rientadas en una bicapa lipidica fluida. En virtud de la presen
cia de cadenas hidrocarbonadas insaturadas, las regiones de bi­
capa dc la estructura mosaico serian generalmente fluidas y las
porciones ricas en proteina serian como"icebergs" flotando en
un mar de lípidos. Aunquelas regiones ricas en proteinas pue­
den ser rigidamente estructuradas, ellas serán móviles en la ­
membranacomoresultado del flujo de los lípidos a su alrrede­

dor. En el caso de proteinas tales comocitocromo bS, que tie
nen sus regiones funcionales en el exterior de la bicapa, los —
"icebergs" pueden ser muy pequeños, consistiendo de un corto —

segmento polipeptidico y presumiblemente de algunas moléculas ­
de lípidos involucradas en la unión de la proteina a la bicapa.
Por otro lado, otras proteinas o complejos proteicos, podrian —
formar "icebergs" muchomas grandes que contendrian partes de
varias cadenas polipeptidicas.

Hay grandes evidencias experimentales de la movilidad
de las proteinas en la membrana. Ha sido demostrado que la pro­
teina fotorreceptora rodopsina posee una gran libertad de rota­
ción en la membrana, por medio del discroismo asociado con la —
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absorción de luz polarizada (171). La movilidad lateral de las

proteinas fue demostrada por Frye y Edidin (172), quienes marca
ron con anticuerpos fluorescentes a proteínas integrales de cé­
lulas de cultivos de tejido de origen humanoy de ratón, e indu
jeron la fusión de ambos tipos de células; Luego de incubar un
cierto periodo de tiempo a 37°C, observaron que los componentes
de ambascélulas se distribuian al azar sobre la superficie to­
tal de la célula híbrida. Blasie y'col. (173), por medio de es­
tudios de difracción de rayos X de la membrana del segmento ex­

terno de los bastoncitos de retina, observaron una reflexión di
fusa espaciada unos 50 X en el plano de la bicapa que atribuye­
ron a la distancia promedio entre las moléculas móviles de ro­

,

dopsina, y encontraron que la reflexión correspondiente a este
espaciamiento fue agudizada cuando la membranafue tratada pre­

viamente con anticuerpos específicos para la rodopsina, indican
do que la combinación con el anticuerpo reduce la movilidad de
la proteina. La difusión lateral de las proteinas en la membra­

na puede ocurrir tanto para moléculas proteicas individuales cg
mo para agrupamientos proteícos de mayor tamaño. Se ha mostrado

que la citocromo oxidasa puede difundir lateralmente en la mem­
brana mitoeondrial, ya sea independiente, o en unión fisica (ron
unaomasde las otras proteinas integrales de esa membrana(l74\.

Scandclla y col. (175) han mostrado que moléculas de

fosfolípidos con radicales libres, son capaces de sufrir difu­
sión lateral en membranasde reticulo sarcoplásmico a una velo­
cidad comparable a la observada en bicapas de fosfolipidos pu­
ros. Derivados fluorescentes de proteínas incorporados en vesi­
culas de DMPCpresentaron una velocidad de difusión lateral com
parable a los marcadores lipidicos (176). La difusión lateral —
de proteinas en membranas ha sido estimada por una variedad de

Y —10 ­métodos en el orden de 10 a lO 9 2 , .cm /seg. Para los lipidos —

se han obtenido generalmente valores algo menores, del orden —
—8 2 . .10 cm /seg., como puede esperarse en base a cons1derac1ones

de tamaño (177).



La movilidad de las regiones de la membrana ricas en

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 detectar regiones de alta densi­
dad electrónica correspondientes a las proteinas de membrana—
por difracción de rayos X, y hacer que el patrón de difracción
sea muysimilar en membranasbiológicas que en bicapas lipidi­
cas libres de proteínas (23). En el modelo mosaico fluido, las
regiones ricas en proteina contribuirian tanto a la densidad e­
lectrónica del interior hidrofóbico comoa la del área ocupada
por los grupos polares. Debido a la movilidad, esta densidad e­
lectrónica se esperaría que estuviera distribuida uniformemente

a lo largo del plano de la membrana, y asi constituiría un fon­
do mas o menos constante sobre el cual se veria el patrón de —

densidad electrónica debido a las regiones de bicapa de la es­
tructura mosaico. Considerando la baja resolución de los datos
de difracción de rayos X, es posible que el perfil de densidad
electrónica resultante no pueda ser distinguido del que se ob­
serva en bicapas lipidicas puras. La presencia de proteinas so­
lo llegaría a ser aparente a través de una discrepancia entre —
el contenido lipidico analítico y la masa requerida para llenar
el espacio ocupado por la bicapa, como se observó en membranas

de bastoncitos de retina (156, 158).
La movilidad de las cadenas hidrocarbonadas también —

parece ser sustancial. Hubbell y McConell (178, 179) mostraron
que marcadores de ESKincorporados en membranas de axones de ­

nervios de langosta tienen un rápido movimiento anisotrópico si
milar a cuando estos marcadores son incorporados en vesículas —

de fosfolipidos, y también observaron un incremento en la flui­
de¿ local cuando el grupo con el radical libre fue movido a lo
largo de la cadena hidrocarbonada desde el grupo polar hacia el

gra1p() —Cll3 teranilntl.
La fluidez de la membrana parece tener una fundamen­

tal importancia en muchos procesos, como por ejemplo en el en­
samble de las membranas (180), en la fusión de membranas (172),



en la movilidad rotacional y traslacional de componentes de mem

brana en la respuesta inmune (181), y en la transducción senso­
rial (171)

Si bien la estructura básica de la mayoría de las mem
branas parece ser la estructura de bicapa fluida, en algunas —
membranasciertos lípidos podrían adoptar otras estructuras. En
el reticulo endoplasmico parece haber regiones de micellas in­
vertidas ricas en PE en equilibrio con los lípidos en forma de
bicapa (27). En membranas de Mycoplasma laidlawii crecidas en —

presencia de altas cantidades de ácidos grasos saturados, se —

puede observar una transición de fase de la bicapa por calorimg
tría. La transición ocurre a la misma temperatura en la membra­
na completa que en las dispersiones de los lípidos libres de ­
proteína, extraídos de la membrana(182). Además, la disminu­

ción en la Tt al sustituir los ácidos grasos saturados por insa
turados fue la misma en ambos sistemas. Sobre la base de estos

experimentos, las proteínas de membranay las cadenas hidrocar­
bonadas de los lípidos parecerían ser componentes independien­
tes y no relacionados. Sin embargo, el calor total absorbido en
la transición lipídica por mol de lípido es un 25%menor en la
membranatotal que en las dispersiones de lípidos puros, y esto
podría indicar que una fracción de los lípidos en la membrana­
total no participa en la transición quizá debido a que se en­
cuentra en una conformación diferente a la de la bicapa, mante­
nida por las interacciones con las proteínas y no sujeta a cam­

bios con la temperatura. También fue reportado por Lenard y Sin
ger (183) que solo el 70%de los fosfolípidos de la membrana de

eritrocito son susceptibles a la acción de la fosfolipasa C, y
en un trabajo posterior del mismolaboratorio (184) se sugirió
que el fenómeno de la sustracción de lípidos de la estructura —

de bicapa por la interacción con proteínas podría ser un fenómg
no gene ra l .

La formación de estructuras no lamelares podría ser —

importante en procesos comoflip-flop y fusión de membranas, y



serían consecuencia del polimorfismo característico de las dis­
tintas especies de lípidos (31).

Si bien la membranaes básicamente fluida, hoy se co­

noce que la organización bidimensional de muchas membranas es —

heterogénea y parece haber áreas de movilidad restringida causa
das por especiales interacciones lípido-lípido, lípido-proteína
o proteina-proteina (169, 170, 185, 186). La movilidad de las ­

cadenas hidrocarbonadas de los lípidos de la membranade eritrg
cito parece ser más restringida que en sistemas lipídicos purOS

como se mostró por BSR (179) y NMR(187). La distribución de r2

ceptores de superficie en la membranaplasmática es frecuente­
mente no al azar, y a menudo también se observan asociaciones ­

,

locales de proteínas de membranacomo complejos multienzimáti­

cos. También es conocido que muchas proteínas de membrana se ha
llan rodeadas de un anulus de lípidos de características dife­
rentes al resto de la membrana.

Algunos de los mecanismos que restringen la movilidad
de los lípidos y las proteínas en ciertas áreas de la membrana
han sido clasificados por Nicolson (177). Entre ellos se pueden
distinguir: a) Asociación o agregación de ciertas clases de lí­
pidos o de proteínas en el plano de la membrana; b) Formación —

de dominios de lípidos con secuestración o exclusión de proteí­
nas; e) La movilidad puede ser restringida en algunos casos por
la interacción con componentesperiféricos comoproteínas o li­
popolisacaridos y d) Algunas proteínas de membranapueden tener
una movilidad limitada por la interacción con componentes del ­

‘itoesqueleto, en particular el Sistema de microfilamentos y mi
erotúbulos.

Huchos procesos que ocurren en la membrana podrían —

ser regulados por estos mecanismos. Ha sido demostrado por ejem
plo que los mecanismos de reconocimiento celular y control de —

crecimiento serían mediados por receptores de superficie y que
alteraciones en la movilidad lateral de estos receptores po­
drian regular estos procesos (185).



Ademas de la heterogeneidad en el plano de la membra­

na, tanto las proteínas comolos lípidos también se encuentran
asimétricamcnte distribuidos sobre ambas capas de la membrana—

(170, 187, 188). La asimetría de las proteínas es absoluta, ya
que una proteína se encuentra siempre de un lado o el otro, pe­
ro nunca sobre ambas capas de la membrana. Esto permite su cla­

sificación en endo y ectoproteínas. Para los fosfolípidos la ­
asimetría es relativa, ya que si bien todas las clases de lípi­
dos se encuentran sobre ambos lados de la membrana, lo hacen en

diferentes proporciones. Esta asimetría transmembranaes mante­
nida debido a la baja velocidad con que ocurre el movimiento —

transmembrana(flip-flop) (187). Este movimientoes indetecta­

ble para las proteínas y es muybajo para los fosfolipidos en —
relación a la difusión lateral en membranas modelo (87), y en —

varias membranasbiológicas comola de eritrocito (189) y de ia

envoltura de algunos virus (190). Sin embargo, en ciertas mem­
branas el flip-flop parece ocurrir con mayor rapidez comoes el

caso en reticulo endoplásmico (191, 192) y en membranacitoplas
mática de bacterias (193), y se piensa que podría ser mediado —
por proteínas o por estructuras lipidicas no lamelares (187,
194)­

Se ha sugerido que la asimetría en la distribución de
los fosfolípidos seria una consecuencia de la distribución asi­
métrica de las proteínas y sus particulares preferencias por ds
terminadas especies de lípidos (187).

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

Los efectos de los lípidos sobre la actividad de enzi
mas son muy diversos y complejos, (51, 195). Algunas enzimas —

pueden tener un requerimiento obligatorio de lípidos, y son com
pletamentc inactivas en su ausencia; y en otros casos los lípi­
dos pueden actuar como moduladores de su actividad. La dependen
cia de lípidos ha sido mostrada generalmente por medio de la 02
servación de la pérdida de actividad al eliminar los lípidos y
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la reactivación por el agregado de estos (34, 195).

Para algunas enzimas, el requerimiento de lípidos se

observa únicamente en reacciones que involucran sustratos no pg
lares, comoen el caso de la succinato deshidrogenasa mitocon­
drial. La enzima altamente purificada y libre de lípidos es ac­
tiva con sustratos solubles en agua (196), pero existe una de­
pendencia de lípidos, sin embargo, cuando la enzima purificada
es usada para la reconstitución de reacciones parciales de la —
fosforilación oxidativa, donde se utilizan comoaceptores de e­
lectrónes a ubiquinonas y citocromos insolubles en agua. En es­

te caso el lipido es requerido comoagente "solubilizante" de —
sustratos insolubles en agua. Esto ocurre generalmente,en reac­
ciones de biosíntesis de lípidos y glicolípidos, en reacciones
redox que involucran ubiquinonas o plastoquinonas de cadena lag
ga, o en reacciones dc transferencia de glicosilos que involu­
cran a carriers poliisoprenicos. En muchasde estas reacciones
se ha observado una dependencia de lípidos (195), y a menudo ­

ciertos detergentes fueron capaces de sustituir a los fosfolípi
dos.

El término "solubilización" usado aquí no tiene el —
sentido de "hacer soluble en agua" o "que no sedimente por ul­
tracentrifugación", sino que se refiere a la incorporación de —
una sustancia extraña no polar en una bicapa lipídica o en una
micela de detergente, por un proceso análogo a la formación de

' :elas mixtas .

Los lípidos de membrana también en algunos casos pue­

den activar por la solubilización de productos lipofílicos de —
la reacción. Esto es conocido por ejemplo para el sistema solu­
ble dc la ácido graso sintetasa, en donde los productos Cló y
CID-CoAson inhibidores, y la inhibición es eliminada por el a­

gregado de liposomas (180), los cuales actuarían secuestrando a
estos productos.

En otros casos el lípido puede ser requerido para la
solubilización de la enzima misma. El uso de lecitinas de cade­
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na corta, que poseen una concentración micellar critica relati­
vamente alta, permitió demostrar que en algunos casos la activa
ción ocurre cerca de la c.m.c. del fosfolipido, comose observó
para la ATPasa(197), y para 1af3-hidroxibutirato deshidrogena­
sa (198) mitocondriales. Las proteinas anfipáticas generalmente
unen detergentes cerca de 1a c.m.c. por un proceso cooperativo,
y este proceso estaria relacionado con la superficie hidrofóbi­
ca expuesta de estas proteinas (6).

El uso de lecitinas de cadena corta o detergentes con
duce a la formación de complejos micellares, los cuales son a ­
menudoadecuados para la demostración de actividades enzimáti­
cas no vectoriales. Las enzimas vectoriales, por el contrario,
requerirán de fosfolipidos de cadena larga que forman vesículas
bilaminares (34). La solubilización 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 fuertes evidencias de que la solubilización por —
si mismano es suficiente para la reactivación de ciertas enzi­
mas. Por ejemplo el detergente Triton X-lOO ha demostrado ser —

un buen agente solubilizante, y sin embargofalló para activar
a la CSS-isoprenoide alcohol kinasa. Pero la adición de peque­
ñas cantidades de fosfolípidos resultó en una completa activa­
ción (200). Observaciones similares han sido hechas para otras
enzimas como la citocromo oxidasa (142) y la Ca++ ATPasa (201).

Esto indica que además de los requerimientos físicos para la so
lubilización, tambiénexisten requerimientos estructurales para
una apropiada interacción lipido-proteina, comopodria ser para
la formación del "anulus" lipidico antes mencionado.

En el caso de algunas otras enzimas, ciertos lípidos
podrian ejercer algunos efectos cinéticos. Esto ha sido estudia
do en una enzima periférica, la piruvato oxidasa de E.coli(202\
Esta enzima une lípidos en forma monomérica en sitios de alta —
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afinidad y los efectos cinéticos inducidos por los lípidos se­
rian similares a efectos alostéricos.

Muchas enzimas y sistemas de transporte de membranas
utilizan sustratos solubles en agua y la reacción tiene lugar —
cerca de la interfase agua-grupos polares de los fosfolípidos.
Estas reacciones son influenciadas por parámetros del microam­
biente, debido por ejemplo a efectos de carga o de concentra­

ción local. Estos efectos y su tratamiento cinético han sido re
visados (203).

En algunos pocos casos, el camino de la reacción to­
tal de enzimas anfipáticas dependientes de lípidos ha sido re­

suelto y se ha encontrado que el cofactor lipidico esta involu­
crado solamente en reacciones parciales, comoen la/3-hidroxi­
butirato deshidrogenasa, en la cual la etapa dependiente de lí­
pidos parece ser la unión de NAD“(204). En el sistema citocro­

moP430oxigenasa, la transferencia de electrones entre el cito
cromo P450 y la reductasa seria la etapa lipido dependiente
(205). Y en el caso de la citocromo oxidasa requiere lípidos la

transferencia de electrones entre los citocromos a y a3 (206).
Parece no haber ningún ejemplo de una enzima depen­

diente de lípidos que posea una estricta especificidad por la ­
estructura quimica de las cadenas hidrocarbonadas de los ácidos
grasos. Por el contrario, se ha dado muchoénfasis a la especi­

ficidad por grupos polares químicamente 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(Sl), y han sido atri­
buidas a posibles fallas experimentales alli enumeradas. La/3—
hidroxibutirato deshidrogenasa mitocondrial parece ser el único
caso en que se ha confirmado una estricta especificidad por un
determinado grupo polar, el de la lecitina (207). Sin embargo,
ni siquiera esta enzima fue especifica por la estructura de bi­
capa, las uniones esteres o la estructura detallada del grupo ­



polar de la PC (198). Además se ha observado que mezclas de li­

pidos reactivan mas eficientemente que especies únicas (208).
Cuando la PC es presentada en micelas mixtas con lípidos inacti

vos, solamente se requieren de 2,5 a 4 moléculas de PC por cade
na polipeptídica (198). Posiblemente esta enzima requiera lípi­
dos de una manerz no específica para la solubilización, y ade­

más requiera de la unión específica de PCen sitios de alta afi
nidad.

El hecho de que mezclas de lípidos son mas eficaces ­

que especies únicas para reactivar a enzimas de membranapurifi
eadas, ha sido observado también para una serie de reacciones —

de la fosforilaeión oxidativa (142, 143, 196, 209, 210), lo —
cual puede ser de interés con respecto a la heterogeneidad de ­
lípidos de las membranasbiológicas.

I.lO.- EFECTO DE LA FLUIDEZ DE LA MEMBRANASOBRE LA ACTIVIDAD
DE ENZIMAS INTEGRALES. TRANSICIONES DE FASE Y CURVAS
DE ARRHENIUS.

Kimelberg y Papahadjopoulos (211, 212), designaron —
con el término de "regulación visotrópica" a la influencia de —

la fluidez de las cadenas hidrocarbonadas de los lípidos sobre
el funcionamiento de enzimas unidas a membrana. A menudo, una ­

correlación entre la actividad de enzimas de membranay paráme­

tros de movilidad de la fase lipídica circundante han sido obtg
nidos por comparación de sus dependencias de la temperatura.

Los efectos de la temperatura sobre la velocidad de ­
reacciones enzimáticas son extremadamente complejos (213, 214).
Estos efectos son a menudoevaluados en términos de la energía

de activación calculada de la curva de Arrhenius. La mayoría de
las reacciones catalizadas por enzimas dan una curva de Arrhe­
nius lineal. Sin embargo, algunas enzimas solubles (215, 216) y
especialmente nn gran número de enzimas de membrana dan eur-vas

bj o trifásicas (148, 213, 217, 222). En algunos casos se en­
cuentra experimentalmente una quebradura abrupta entre dos rec
las. mientras que en otros casos muestran curvaturas suaves.



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

Las enzimas son susceptibles a la temperatura y algu­

nas son fácilmente inactivadas a determinadas temperaturas. Ade
más las reacciones enzimáticas son generalmente complejas y de
varias culpas, cada una de las cuales tiene su propia dependen­
cia de la temperatura. Estas caracteristicas causan dificulta­
des para la interpretación de las anomalías en las curvas de ­
Arrhenius de reacciones enzimáticas.

En un proceso multienzimático involucrando dos o mas

reacciones sucesivas con diferentes energias de activación, po­
dria ocurrir una quebradura por cambiar la etapa determinante ­
de la velocidad total. En estos casos la Ea será mayor a menor
temperatura. Sin embargo, tales quebraduras también ocurren en

reacciones que consisten de una única etapa y a veces se han OE
servado curvas con Ea menor a menor temperatura (218).

Por mucho tiempo las quebraduras en las curvas de ­

Arrehenius han sido interpretadas comodebidas a una desviación
de una reacción 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 mismaenzima, que tienen diferen
tes Ba. La velocidad de la reacción con mayor Ea incrementa mas

rápidamente con la temperatura y asi predomina a altas tempera­
turas. A menor temperatura predominará la reacción con menor ­
coeficiente de temperatura. En estos casos la curva de Arrhe­
nius presentará una dobladura hacia arriba, es decir una Ea me­
nor a menor temperatura, 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 teorias han sido muycriticadas debido a que ­
tales procesos deberian producir un suave cambio en la pendien­
te y no una quebradura abrupta (213, 225). También se señaló —
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que para que se manifieste una quebradura, los procesos en ambas
zonas de temperatura deberian diferir en sus Ea en al menos 16 ­

Real/mol (22€). Muchosde los datos disponibles sobre quebradu­
ras en curvas de Arrhenius muestran cambios en Ea considerable­
mente menores.

Han (214) atribuyó la no linealidad de las curvas de ­

Arrhenius a factores termodinámicos, los cuales incluyen reaccig
nes de equilibrio secundarias que pueden alterar la velocidad —
del proceso catalitico. Nohabría quebraduras abruptas, sino que
habria una curvatura continua que conecta a dos asintotas linea­
les. Pero si el cambio de entalpia que acompañaa las reacciones
de equilibrio que modifican el proceso es grande, seria posible

a

observar curvaturas relativamente grandes.

Ha sido demostrado que en algunos casos, como por ejem
plo si hay inhibición por sustrato, podrian aparecer curvas de —
Arrhenius con quebraduras aparentes, que se deberian a artifi­

cios por la forma de medir la velocidad en función de la tempera
tura, y que no se deben a un cambio real en la Ea (226).

El hecho de que erl curvas de Arrhenius de muchas reag
ciones enzimátieas se observan quebraduras muy agudas, y que en

algunos casos se observaron curvas de Arrhenius con dos rectas —

con diferente pendiente pero que no se cortan (199, 227), condu­

Jeron a Kumamotoy col. a la formulación de la teoria del cambio

de fase para explicar este comportamiento (217), la cual se basó
en las propuestas anteriores 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 además estipula que cada proceso debe funcionar exclusi
vamente en su respectivo rango de temperatura. Esto es justifica
do sobre bases Lermodinámicas considerando que el sistema sufre

un cambio de fase a una temperatura crítica. Las propiedades isg
térmicas de un cambio de fase, según estos autores, explicaría —
por que los dos procesos independientes operan exclusivamente,
inmediatamente después de una desviación de la temperatura a la



cual ocurre el cambio de fase. Los cambios de fase que explica

rian este comportamiento podrian ocurrir en el estado de uno —

dc los reactivos, en la enzima o en el solvente. Se han repor­
tado cambios de fase por ejemplo en soluciones de polipóptidos

(229). Unaimportante consideración de esta teoría es que los
cambios de fase en componentes de la reacción pueden ser dete:
minados por cambios de fase en componentes estructurales aso­
ciados a 1a enzima, pero remotos del sitio de catálisis.

En las curvas de Arrhenius que presentan d05 rectas

que se cortan en un punto, es decir que a la temperatura criti

ca hay un cambio en Ea pero no en 1a velocidad de la reacción,

se requiere una compensación exacta entre la entropía y la en­
g

talpia de activación. El efecto de una ley de compensación ha
sido discutido (230).

Kumamotoy col. (217), propusieron que si el cambio

de fase es dominadopor eventos remotos del sitio de catálisis
comopuede ser el caso de las reorganizaciones mayores involu­

cradas cn el cambio de fase de la porción lipidica de una lipg
proteina o una membrana, 1a compensación entalpia-entropia pus
de no ser exacta y en este caso se observarian dos rectas con
diferentes pendientes que no se cortan, y habrá entonces un —
punto de discontinuidad. Muchosejemplos de tales discontinui­
dades sin intersección son conocidos (199, 227, 231, 232), pe­
ro en todos los casos la diferencia en la constante de veloci­

dad a temperaturas infinitésimamente por encima y por debajo —

de la temperatura de la discontinuidad, nunca exceden 0,5 uni­
dades do logaritmo. De consideraciones termodinámicas se argu­
mentó que diferencias muchomayores serian de esperar, por lo

que hay una compensación entropía-entalpia muy grande aún en —

estos casos (217, 219), y que una compensación casi exacta se­
ría la regla mas bien que la excepción.

El hecho de que la gran mayoria de las enzimas que —

muestran curvas de Arrhenius no lineales son enzimas de membrg
na hizo pensar que este comportamiento podria estar relaciona­
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do con las propiedades de los lípidos de la membrana. General­
mente estas curvas no lineales han sido atribuidas a cambios de
fase o alteraciones estructurales en los lípidos de la membra­

na. Sin embargo, no necesariamente una curva de Arrhenius no li
neal de una actividad de membranaindica una alteración en la —

estructura de los lípidos, ya que en algunos casos tal comporta
miento parece ser una propiedad intrínseca de la enzima, inde­
pendiente de los lípidos, comoparece ser el caso de la 5'nu­
cleotidasa de hígado de rata (233). La ATPasa de Acholeplasma ­
laidlwii sufre dos cambios de pendiente en su curva de Arrhe­

nius, uno es agudo y parece depender de un cambio de fase de ­

los lípidos de la membrana;mientras que el otro es gradual,
ocurre en un rango amplio de temperatura, no parece depender de

los lípidos y afecta a la afinidad de la enzima por el ATP(234L

Que un cambio de fase en los lípidos 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 lípidos sufren una alteración en su estructura, la cual
ha sido detectada por diferentes métodos físicos (56, 148,199,

235, 236). La Manipulación de la composición lipídica de la mem
brana directamente usando técnicas de fusión o de substitución

de lípidos (237, 239), o indirectamente por la suplementación —
de dietas o medios de cultivo (88, 240, 241), mostraron que los
cambios en Ea aparente en ciertas curvas de Arrhenius están re­

lacionadas a la composición y por lo tanto a las propiedades fi
sicas de la bieapa lipídica. En animales poikilotermeos y en mi
croorganismos, es conocido que el efecto de la temperatura de —
adaptación sobre las propiedades físicas de las membranases —
compensado por cambios adaptativos en los lípidos (242, 243), y
que en algunas actividades enzimáticas, las quebraduras de las
curvas de Arrhenius tiene una dependencia de la temperatura de

adaptación que se eorrelaciona con los cambios de composición —

lipídica (221, 244). El tratamiento de las membranascon sustan



///
cias que se conoce que alteran la estructura de la membranacomo

detergentes (245, 246), ciertos anestésicos (247) o alcoholes —
(248), o el tratamiento con fosfolipasas (249), permitió en algu
nos casos atribuir las curvas de Arrhenius no lineales a cambios

de fase en los lípidos de la membrana. En algunos casos, ciertos
sistemas enzimáticos purificados fueron reconstituídos con deter
minadas especies de lípidos, y las temperaturas a las que ocu­
rrió un cambio de pendiente en las curvas de Arrhenius se corre­
lacionaron con la Tt de los lípidos usados en la reconstitución
(197, 211, 250-252).

Si bien se conocen algunas enzimas que dan curvas de —

Arrhenius con dos rectas que no se intersectan (199, 227, 231,
232), es mas común encontrar un cambio abrupto en la Ea aparente
sin un cambio en la velocidad de la reacción, a una temperatura

particular. Si bien en un principio esto fue interpretado como—
una compensaciónentropía-entalpía, tal compensaciónes difícil
de que ocurra en eventos lejanos al sitio activo comoen altera­
ciones de la estructura de la fase lipídica de la membrana.

En lugar de asumir una estrecha relación entalpía-en
tropía, Wynn-Williams (253) propuso que el sitio activo no es —

mayormenteafectado por los cambios de fase de los lípidos, y ­
dio dos posibles explicaciones para los cambios en Ea aparente:

A) En este modelo consideró a una membrana como una —

única fase (solución de enzima en lípido), y supuso que la forma
ción del estado activado requiere de la transferencia de n molé­
culas lipídicas a otro estado Z, diferente del estado líquido­
Cristalino (Y) y del estado cristalino (X). A Tt, las moléculas
de lípidos tienen la misma energía libre en ambos estados (X e

Y) ya que están en equilibrio. La velocidad de la reacción depen
(le (le ¡la diferencia (le energía libre (AC-35)entre el estado de e­

quilibrio y el estado activado. Si la energía libre de] centro ­
activo es incrementada por un valor AG' al formarse cl estado ag
tivado, la variación de energía libre total será: AG*4AG'Pn.

(G -Gx,y), siendo GZla energía libre del lípido en el estado Z,Z



necesario para la formación del estado activado; y Gx, la e­
nergía libre del lípido en el estado X o en el estado Y, que —
son idénticas únicamente a Tt. La velocidad de la reaccion serm

_ 1 * )" _ ‘I _ '+ S —Sc A( /¡\1 B c M, + nng zex) =(B ¿.6 n( z x,y))
RT

V—=l3

—All' + n (Ilz-llx,y)
e R‘l‘

donde B es constante, por lo tanto la Ea será= AHï+n(Hz-Hx,y).

ComoGxécy a Tt, la velocidad será la misma en las —
dos fases a FL. La Ea aparente cambiará a Tt por un valor igual

a n(Hy-Hx), o sea n veces el calor latente de transición del li

})j.(l\).

b) En este modelo se supone que la enzima y el lipido

son solo parcialmente miscibles, por lo que la membranaconten­
drá dos fases a todas las temperaturas, excepto a TL, donde ha­
brá tres. Una fase será una solución de enzima y lipido, y la —

otra (o las otras dos) serán de lipido puro en uno u otro esta­
do. La energia libre de una molécula de lipido será la misma en
su fase pura estable que en una solución saturada con ella. Pa­
ra el lipido en la solución enzima-lipido, G será una función —
continua de la temperatura y de la concentración del lipido; y
para el lipido puro será una función continua de la temperatu­
ra, aún cuando sufra una transición de fase. Asi, la solubili­
dad del lipido en la solución enzima-lípido debe ser una fun­

ción contínua de la temperatura a través de la Tt del lipido pu
ro. La variación de solubilidad con la temperatura es dada por:
d(lnS)/dT L=AH"/RT2, dondeAH" es el calor de solución. Para ­
rangos de temperatura dentro de los cuales AH” puede ser toma­

da Comouna constante, ln(S/So) = AH"(l/TO-1/T)/R; AH" cambia
rá cuando el lipido sufra un cambio de fase, siendo menor por —

encima (AHy'Í) que por debajo (AHxï') de la Tt. La diferencia —

AHx" —AHy" es igual al calor latente de la transición de fa­
Asi la solubilidad será una función continua de la tem eray _
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tura, y la pendiente d(lnS)/dT cambiará repentinamente a la Tt
del soluto. Si se supone que la velocidad máxima de la reacción

enzimática es proporcional a la enésima potencia del contenido
de lipido C de la solución enzima-lipido, a concentración de li

- - . , -AH*/ATpido constante Co la velocidad variara como V=Vo.e : Cuan
-AH*/RTdo C varia, V=Voe (C/Co)n. Si está presente la fase de

lipido puro, de manera que la solución enzima-lípido está satu­
-AH*/RT —AH*/2Trada con lipido, C=S y V=Voe (S/Co)n =Vo e (So/Coll

- " T- ” “ H" RTo — AH*+ AH" RT
e nAH (1/ I/lo)/¡\= v0(SO/Co)n en A / e ( n )/

Así, la Ea aparente de la reacción será Alli?+ n AH", y esta —

cambiará a la Tt del lipido, siendo n veces el calor latente
de transición mayor por debajo que por encima de Tt.

Para DPPCa 41,8°C, el calor latente de 1a transición
del estado cristalino al estado líquido-cristalino es de 40,5
KJ/mol (9,7 Kcal/mol) (234). En experiencias en las que se in­
corporó a la ATPasa de reticulo sarcoplásmico en vesículas de —

DPPC, se encontró una quebradura en la curva de Arrhenius a

41°C(Tt de la DPPC), y la Ea aparente disminuyó aproximadamente

9,7 Real/mol por encima de 41°C(255). Asi, según el primer mode
lo el número dc moléculas de lípidos requeridas para formar el
estado activado seria igual a l, y según el segundo modelo la —
actividad seria proporcional al contenido de lípido de la solu­
ción enzima-lipido (n=l cn 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 seria mas probable (253). Según esta teoria, la Ea
de la etapa limitante de una reacción enzimática no puede dedu­
cirse de la curva de Arrhenius, a menos que la composición de ­
todas las fases sean independientes de la temperatura. Además,
esta teoria predice que el cambio de fase que causa el cambio ­

aparente en Ea puede no ocurrir en la fase que contiene a la en
zima, ya que la solución enzima-lipido será afectada por un cam
bio en la fase lipídica pura.



Si bien esta teoría permite explicar el comportamien­

to de algunas enzimas como el de la ATPasa de reticulo sarco­

plasmico (258, 236), muchos otros comportamientos no pueden ser
explicados por esta teoría. Algunas enzimas presentan curvas de
Arrhenius quebradas con una Ea aparente mayor por encima de la

quebradura que por debajo (268). Además, los cambios abruptos —

de pendiente siguen siendo difícil de entender, ya que requeri­
rían un cambio de fase isotérmico a la temperatura crítica, lo
cual es difícil de conciliar con el ancho de las transiciones ­
de fase de los lípidos.

Ha sido reportado que en membrana plasmática de híga­

do de hamsters (222), varias enzimas presentan una quebradura —

todas a la misma temperatura, que corresponde a la Tt de la mem
brana. Sin embargo, 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
ción de fase responsable de las quebraduras en las curvas de —

Arrhenius, ocurriría en el anulus lipidico que rodea a la enzi­
ma. Ciertas enzimas podrían exhibir una respuesta apropiada a —
los cambiOs en el estado físico de su anulus que podrían enmas­

carar aquellos que ocurren en el resto de los lípidos de la mem
brana (237, 259). La influencia del anulus lipidico sobre el —

funcionamiento de las proteínas fue observado también en algu­
. . . ++¡nos sLstemas reconstltuldos (239). La Ca ATPasa de reticulo —

sarcoplásmico, 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 transición de los lípidos del anulus y a la del
resto de la bicapa respectivamente (250). Esto indicaría que al
menos esta proteína es capaz de "sentir" tanto los cambios en ­
el estado físico de los lípidos del anulus comode los de los —
lípidos fuera del anulus.

Para el transporte de azúcares en membranasde E.coli
lOs primeros estudios habían revelado una forma bifásica para ­
las curvas de Arrhenius (86, 260).



El número de puntos experimentales mas bien limitado condujo a

una extrapolación que sugería un cambio abrupto en la pendien­

te a una temperatura crítica. En trabajos mas recientes (199,
230), se mostró que hay un cambio mas bien gradual y contínuo

de una pendiente a otra. Sin embargo, aún el cambio de pendieg
te gradual ocurrió en un rango de temperatura mas bien angos­
to, y difícil de correlacionar con el ancho significativamente
mayor (AT) de la transición de fase de los lípidos. En la mayo
ría de estos trabajos, la actividad no había sido medida con —
suficiente exactitud bien por debajo del limite inferior de la
transición de fase de los lípidos (Ti). Cuando se determinó —
exactamente la dependencia de la temperatura para la velocidad
del transporte de azúcares bien por encima y por debajq de los

límites Ts y Ti de la transición de la fase lipidica, se encog
tró que la curva es en realidad trifásica (148). Ademásdel ­
cambio de pendiente observado en los trabajos anteriores, (con
una Ea aparente mayor a menor temperatura), aquí se observó ­
un segundo cambio de pendiente a menores temperaturas, pero ­

ahora con una disminución en la pendiente al bajar la tempera­
tura.

Este comportamiento del transporte de azúcares en E.

coli fue interpretado en términos de la partición de las pro­
O

teinas entre dominios de lípidos fluidos y dominiOsordenados,
dando origen a un interesante modelo para explicar los cambios
de pendiente en las curvas de Arrhenius de enzimas de membrana

durante el transcurso de la transición orden-desorden de la fa
sc lipidica (148). Dentro del rango de la transición, entre Ts
y Ti, la membrana está compuesta de dominios ordenados y domi­

nios fluidos. El curso de la transición puede ser cuantificado

por un parámetro P, de manera que:

Ffl
Ffl + For

donde Ffl y For son las áreas de los dominios lipidicos flui­
dos y ordenados respectivamente, que coexisten entre Ti y Ts.



if cambiará de f=l a 1H7Ts, a f=0 a T>'Ti. La coexistencia de —
ambos dominios no implica una situación estática, pero puede
considerarse comoque hay limites de fase atravesando la matriz
lipidica. A un tiempo dado, una molécula de proteina se encon­
traría ya sea en un dominio ordenado o en uno fluido, y el to­
tal de las moléculas de un determinado tipo de proteina estará

distribuido entre ambosdominios. Esta partición puede ser cuan
tificada por un coeficiente de partición K, de manera que:

Pfl = K Ffl 2
Por For

donde Pfl y Por son el número de moléculas de un determinado —

tipó de proteinas que se encuentra en los dominios fluidos y or
,

denados respectivamente. Un valor de K>vl implica una partición

preferencial de la proteina en los dominios fluidos, y K<l sig
nifica una partición preferencial en los dominios ordenados.

La ecuación de Arrhenius puede entonces ser escrita —
COan Z

v z P.v c-Ea/kT 3

donde P es la concentración de enzima, el factor preexponen­
cial ‘Vtiene las dimensiones de frecuencia y multiplicado por

la función exponencial'da la constante de velocidad k de la eta
pa limitante. Si se asignan energias de activación Efl y Eor a
las partes lineales de las curvas de Arrhenius por encima y por
debajo respectivamente de la transición de fase de los lípidos,
la pendiente pronunciada de la parte intermedia de las curvas —
será interpretada comoun cambio en la constante de velocidad k
y/o en la concentración 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
cuentra en un dominio fluido u ordenado respectivamente. Asi,
la velocidad de la reacción puede ser expresada como la suma de
dos contribuciones:

—Bfl/RT —Eor/XTV= Pfl 951 e + Por vor e



La combinación de las ecuaciones anteriores conduce a una exprg
sión de la velocidad de reacción en función del curso de la

transición de fase f:

V= L K!”(Lph e(Ef1-Eor)/RT 5
1 + f(k-l) Vfl

donde'vf1'= Ptot kfl, es 1a velocidad de reacción cuando todas
las moléculas de enzima, Ptot = Pfl + Por, funcionan en domi­
nios lipidicos fluidos (hipotético para I'>Ts). Si la enzima no
funciona cuando esta en dominios ordenados, ocurrirá un cambio
en la concentración efectiva P de la enzima. En este caso kor =

0 (esto es 00r=0). La actividad remanente a T<Ti podría ser de­
bida a un número residual de moléculas de enzima Pr, que conti­
núa funcionando debajo de la transición de fase. Si esta frac­

ción funciona con la misma constante de velocidad kfl que por —

encima de la transición de fase, la combinación de las ecuacio­
nes anteriores conduce a:

I

1 + f(K-l) Ptot

donde ahora Ptot = Pfl + Por + Pr.

Ambasecuaciones S y 6 conducen a una forma trifásica

correcta de la curva de Arrhenius. La ecuación S explica el com
portamiento en función de un cambio en la constante de veloci­

dad k, al pasar la enzima de un dominio fluido a uno ordenado.

La ecuación ó en cambio explica el comportamiento en términos ­
de un cambio en la concentración efectiva P al ocurrir la tran­

sición de fase. Efl, Eor, y vor/‘OEI o Pr/Ptot pueden calcular­
se de las partes lineales de 1a curva de Arrhenius por encima y

por debajo de la transición, yj>puede ser calculado de curvas ­
de fluorescencia. El coeficiente de partición K es variado para
obtener una óptima concordancia con los valores experimentales.
Solo en el caso en que uno solo de los dos parámetros k o P cam
bie durante el transcurso de la transición, podrá calcularse K,
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pero en general no podrá distinguirse entre un cambio en la cons
tante de velocidad k o en la concentración efectiva de la enzima

P. Si ambos parámetros cambian en el transcurso de la transición
de fase, K no podrá ser calculada de estos datos experimentales.

Una consecuencia de esta teoria es que según el valor

de K, los cambios en pendiente de las curvas de Arrhenius pueden
ser observados a mayor o menor temperatura que los limites de la

transición de fase lipidiea. Solo para K=l, ambos cambios de pen
diente serán observados a las temperaturas Ts y Ti, pero para —

K.>l y para K<<l, la zona intermedia de pendiente pronunciada de

la curva de Arrhenius se observaria desplazada hacia zonas de ­

temperaturas menores o mayores, respectivamente, del rango de —
temperatura de la transición de fase. Los valores de K son gene­
ralmente mayores que l, lo cual está de acuerdo con los datos de

microscopía electrónica de fracturas por congelamiento, que indi
can una tendencia de las proteinas a ser excluidas de los domi­
nios ordenados (260, 261).

Muchasotras reacciones enzimáticas han mostrado cur­

vas de Arrhenius trifásicas (208, 251). AdemásThilo y col.(l48)
han propuesto que muchas curvas de Arrhenius de reacciones enzi­

máticas observadas comobifásicas serian en realidad trifásicas,
pero uno de los cambios de pendiente podria permanecer sin de
tectarse por ocurrir fuera del rango de temperatura en que se mi
de la reacción. Esto podria explicar algunas curvas de Arrhenius
en las que se encuentra una disminución en la pendiente a menor

temperatura (218, 222). En el caso del transporte de azúcares en
membranas de E.coli, Efl fue aproximadamente igual a Eor, lo —

cual conduce a una curva de similar pendiente por encima y por —

debajo de la transición con una pendiente mas pronunciada en la
zona de la transición (148). Sin embargo han sido observadas en

algunos casos curvas de Arrhenius trifásicas con ambos cambios
de pendiente en la misma dirección, con un incremento en la Ea

aparente ai disminuir la temperatura (222, 220).



Si bien en muchos casos, los cambios de pendiente en

curvas de Arrhenius de enzimas de membrana, han si(k) interpreta
dos comouna consecuencia de una transición de fase cristalino­

líquido cristalino; últimamente se ha dado muchoénfasis a los
fenómenos de separación de fase, los cuales son mas factibles ­
de ocurrir a temperaturas fisiológicas (262, 263). La citocromo
C oxidasa presenta una quebradura a 16-18°C, la cual se correlí
ciona con cambios en la movilidad de marcadores de ESR, pero no

con la transición de fase observada por calorimetría (264). Se
ha sugerido que los cambios en las propiedades cinéticas de es­
ta enzima y en la movilidad de los marcadores podrían estar re­
lacionados con una interacción lípido-proteína impulsada por un
cambio inducido térmicamente en el estado físico de los lípidos

a

que no involucra a una transición cristalino-líquido cristali­
no (264). En varias enzimas mitocondriales y microsomalcs se ­
han observado quebraduras en sus curvas de Arrhenius (219, 265,

266), que en algunos casos se han correlacionado con cambios en
parámetros de movilidad o fluidez de la fase lipidica, pero no
fueron acompañadospor una transición detectable por calorime­
tria. Se ha sugerido (218, 235) que alteraciones comoestas no

serian producidas por verdaderas transiciones de fase orden-de
sorden de los lípidos, sino mas bien por la formación de agru­
pamientos de lípid0s "quasicristalinos" en la bicapa de la mem­
brana. Estos agrupamientos se formarían por moléculas de lípi­
dos adyacentes aún en el estado líquido-cristalino, en un orde­
namiento de corta vida y mas densamente compactados, dentro de

un medio ambiente de lípidos en el estado líquido cristalino y
libremente dispersos.

Tambiénse ha intentado establecer una correlación en
tre la Ea de algunas reacciones enzimáticas con el grado de
fluidez de los lípidos de la membrana. Los lípidos de membranas

de poikilotermos presentan un mayor porcentaje de ácidos grasos
insaturados que los de homeotermos (267). La Ea para la succi­

nalo oxidasa de mitocondrias de pez y sapo, es mucho menor que

la observada para la misma enzima en membranas de homeotermos —



(231). Por medio de la administración de dietas ricas en ácidos
grasos insaturados, Hc Hurchie y Raison (220) alte'aron la com­
posición de la membranamitocondrial de ratas y ovejas y repor­
taron que un aumento en fluidez se corresponde con nn incremen­

to de la Ea de la succinato oxidasa por encima de la quebradu­

ra. Sin embargo, para esta enzima se encuentra una Ea aparente
menor por debajo de la quebradura, lo que indicaría que un au­

mento en el grado de orden aumentaría la Ea. Algo similar fue —

encontrado en mitocondrias de levaduras (268). Esta aparente ­
contradicción fue interpretada comoque la fluidez de los lípi­
dos sería capaz de afectar a la estructura terciaria de la en­
zima, y la Ea sería una indicación de la conformación del cen­
tro activo (220). El incremento en Ea aparente al bajar la tem­
peratura por debajo de la temperatura crítica fue atribuido a —
que la enzima se separaría lateralmente con las especies de lí­
pidos mas fluidos. Al ir disminuyendola temperatura, los lípi­
dos de mayor punto de fusión se separarían lateralmente forman­

do dominios sólidos, y los dominios desordenados remanentes lle
garían a ser cada vez mas fluidos debido al enriquecimiento con
lípidos de bajo punto de fusión, lo cual sería responsable del
aumento de la Ea por debajo de la temperatura crítica, ya que ­
las proteínas se particionarían preferiblemente en los dominios
fluidos.

En algunos casos como en la membrana plasmática de hi

gado de hamster (222) se ha mostrado que una misma membrana pre
senta dos alteraciones termotrópicas diferentes en la estructu­
ra de los lípidos, las cuales fueron atribuídas a dos separacig
nes de fase laterales ocurriendo independientemente en ambas cg
pas de la bicapa lipídica. Esto no sería sorprendente debido a
la distribución asimétrica de los lípidos sobre ambascapas de
la membrana. Las ecto y las endoenzimas respondieron a la tran­
sición de la capa externa o la interna respectivamente con una
quebradura en sus curvas de Arrhenius a 1a temperatura corres­
pondiente. Mientras que enzimas que se conoce que atraviesan ­
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completamente la membranapresentaron dos quebraduras, y asi pa

reeieron responder a las separaciones de fase de ambas capas.
Muchasmembranasbiológicas presentan transiciones o

separaciones de fase en la matriz lipidica en el rango de
temperatura de 5 a 40°C, las cuales han sido detectadas por di­
versos métodos fisicos (219, 218, 236, 235). En algunos casos ­

como en E.coli, la Tt de su membranaexterna incrementó al au­

mentar la temperatura de crecimiento, y el rango de temperatura
en el cual la célula puede mantener a los lípidos de esta mem­
brana en una fase mixta, se correlacionó con el rango de tempe­
ratura sobre el cual puede ocurrir el crecimiento (269).

Sin embargo, la mayoria de las membranas biológicas —
se encuentran por encima de la Tt a temperaturas fisiológicas.
Además, los cambios de fase inducidos por cambios cn temperatu­

ra solo podrian tener importancia en la regulación de activida­
des enzimáticas en animales poikilotermos, pero no en homeoter­
mos. Pero, por otro lado, fenómenos de separación de fase bien

podrian ocurrir a temperaturas por encima de la transición cri._s
talino-iiquido cristalino. Las membranasbiológicas parecen con
tener varias fases a temperaturas fisiológicas (96, 260), ya ­
sea de lípidos puros de diferentes tipos, los cuales pueden no
ser completamentemiscibles aún en el estado liquido cristalino
(90), o de soluciones proteina-lipido. Cambios en el pH (42,270
271) o en la concentración de iones metálicos comoCaH (42,271

272) o Hg++(270), o en la concentración de proteínas (273),

pueden afectar la composición y el estado fisico de estas fases
Ha sido propuesto que por estos mecanismos la célula podria a­
fectar la composición de ciertas fases de 1a membranay asi la
actividad de sus enzimas y proteinas de transporte (253). Estas
enzimas no necesariamente serian todas afectadas en la mismaeï
tensión o en el mismo sentido, lo que provee un mecanismo sim­

plc para un sistema de control complejo de la actividad celulan
Además, ciertas enzimas pueden ser sensibles a cam­

bios menores de la fluidez del entorno lipidico sin que ocurran
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cambios abruptos comoen una transición orden-desorden, como se

ha observado para la hidrólisis dc gangliósidos (274), la Ca++
AIPasa (27S)(276), la adenil ciclasa (277) y su acoplamiento —
con receptores{3-adrenérgicos (278). También se mostró que cam­
bios en la fluidez y composición lipidica de la membranapuede
tener influencia sobre la cooperatividad de enzimas alostéricas
de membrana (279, 280). Cambios en la fluidez de la membrana —

pueden ser producidos isotérmicamente por ciertos anestésicos
(247, 274), hormonas (281, 282) y distintas drogas (283, 284),
además del pH, fuerza iónica o concentración de cationes diva­
lcntcs (285), los cuales puedenejercer influencia sobre la ac­
tividad de sus enzimas.

La fluidez y el estado fisico de la membrana parece —

tener importancia en procesos comoel ensamblaje dc las proteí­
nas de membrana(286) y la actividad fagocitica de macrófagos ­
(287); y también parece modificar la captación de hexosas y la
acción de la insulina sobre los adipocitos de ratas (288). Va­

riaciones cn la fluidez de membranashan sido observadas en fun
ción de 1a edad (289, 290) y por la transformación celular ind!
cida por infección viral (291). Fluctuacioncs ciclicas en la —
fluidez de membranasintracitoplasmátieas han sido observadas —
durante el ciclo de división celular (292), y variaciones de —

fluidez transitorias se detectaron durante la excitación dc ner
vios (293), y en la activación de las plaquetas sanguíneas por
trombina (294). Aunquees posible que estos cambios de fluidez
no cumplan realmente un rol primario y sean consecuencia de o­
tros eventos.

I.ll.— ESFAUCTURA Y FUJCIOH DE LA MEMBRANADEL RETICULO EHDO­
PLASHICO.

En el reticulo endoplásmico se hallan una gran varie­
dad de enzimas con funciones muyrelevantes en la biosintesis y
conversión de varios metabolitos, ya sea para la propia econo­
mia celular o para ser segregados fuera de la célula. Los micro



somas son activos metabolizadores de drogas, juegan un papel —

muyimportante en la biosíntesis de ácidos grasos insaturados y
lípidos, de prostaglandinas y glicoproteinas, y también en la —
biotransformación de esteroides endógenos y otras moléculas

(295)­
La microscopía electrónica del hepatocito de rata re­

vela que cl reticulo endoplásmico se presenta en el citoplasma
comouna extensa red de túbulos, vesículas y laminillas (296,
297). La superficie citoplasmática del 60%del reticulo endo­
plásmico lleva normalmente ribosomas unidos. Estas regiones, de
nominadas rcticulo endoplásmico rugoso, generalmente se encuen­

tran comoamplios sacos o cisternas aplanadas dispuestas en for
mariones paralelas. El reticulo endoplásmico liso, cl cual es a
menudoencontrado en la región del aparato de Golgi, consiste ­
de túbnlos y vesículas ampliamente dispersas, y a veces asocia­

das con depósitos de glucógeno (296, 297). Las membranas del r2
ticnlo endoplásmico tienen un espesor de 50-80 K (298). El lu­
men dcl reticulo endoplásmico rugoso es dc unos 200-300 X de —

diámetro y el lumen del reticulo endoplásmico liso es de unos ­
300-600 R de diámetro. Estas características pueden variar de —

región a región del lóbulo hepático (296). En promedio, el vo­
lúmen del reticulo endoplásmico es de 756 um3 por hepatocito,
o sea el 157 del volúmencelular total (297). La superficie a­
barcada por el reticulo endoplásmico es de unos 63.000 um2,csto
es unas 37,5 veces la superficie de la membranaplasmática y ­

3,3 veces la de la membranamitocondrial externa (297).

El reticulo endoplásmico de Igramo de hígado (peso hú
modo) COHLiOIH‘(HlLPC40-50 mg de proteina y alrrededor de lS mg

de fosfolipidos (299). Se estima que el reticulo endoplásmico ­
contiene el l9Ï de las proteinas, el 48%de los fosfolipidos y

.¡el SS del AJ! del hcpatocito de rata (298), lo que muestra la
importancia cuantitativa de esta organela. Los estudios (le com­
posición dc microsomas aislados muestran que el retienlo endo­
plásmico contiene un 70%de proteinas y un 30%de lípidos (el



SSÏ los cuales son fosfolipidos) por peso (300). Usando un —

peso molecular promedio de 800 para los fosfolipidos y de

50.000 para las proteinas, puede calcularse que hay unas 23 mo­

lóculas de fosfolipidos por molécula de proteina. Los fosfolipi
dos microsomales consisten de aproximadamente el 555 de PC, 20­

ZSÏ de PE, 5-10fl de PS, 5-10% de PI y 4—7%de esfingomielina ­

(300-301). Los ácidos grasos de estos fosfolipidos son princi­
palmente las especies 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 20:4 y 22:6
(302) las cantidades relativas de estas especies son dependien­

tes de la dicta (303). Los microsomas también contienen colestg
rol (0,6 mg/gr dc higado), triglicéridos (0,5 mg/gr de hígado)
y pequeñas cantidades de esteres de colesterol, acidos grasos ­
libres (300), y de vitamina K (304). La casi totalidad de los —
triglicéridos encontrados en microsomas, sin embargo, no forma­
ria parte dc la membranasino que se hallaria incluído enel in­
terior de las vesículas microsomalcs, formando parte de lipopro
teínas nacientes que son englobadas durante el proceso de ruptu
ra de la célula (305). Estas lipoproteinas nacientes pueden ser
eliminadas sometiendo a los microsomas a un shock osmótico.

Al contrario de otras organelas comomitocondrias y
lisosomas, el reticulo cndoplásmico se rompe al homogeneizar el
tejido, y sus fragmentos quedan en la forma de vesículas sella­
das, que se denominan microsomas (306). Las vesículas pueden tg

ner o no ribosomas unidos a su superficie externa, según proven
gan del reticulo cndoplásmico rugoso o del liso. La superficie
externa de la membranamicrosomal corresponde a la superficie ­

citoplasmática del reticulo endoplásmico, mientras que la super
ficic interna corresponde a la superficie luminal. La única —

gran difePCHCia entre los microsomas rugosos y los lisos parece

ser la presencia o la ausencia, respectivamente, de ribosomas —
unidos (307). Ambostipos de microsomas parecen contener los —

mismos tipos de proteínas (308). Los fosfolipidos (300) y los —
ácidos grasos de los fosfolipidos (302) también presentan una —
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composición Similar en ambos tipos de microsomas. Ha sido repo:

tado, sin embargo, que los microsomas lisos contienen el doble
de colesterol (300) y alrrededor de 1,4 veces mas vitamina K —

(304) que los micrOSomas rugosos.

Hinguna actividad enzimática asociada con la membrana
del reticulo endoplásmico parece localizarse exclusivamente en

uno u otro tipo de microsomas (307). Se han reportado sin embar
go varias diferencias cuantitativas, pero generalmente estas ­
son relativamente pequeñas. Además,el nivel y la distribución
de la actividad de enzimas en microsomas lisos y rugosos puede
ser afectada drásticamente por el estado fisiológico del animal

Estas diferencias parecen ser debidas a que las enzimas son sin
tetizadas en el reticulo endoplásmico rugoso y luego llegan al
reticulo endoplásmicoliso por difusión lateral, o bien por la
desunión de los ribosomas del reticulo endoplásmico rugoso para
dar reticulo liso luego de la sintesis proteica (307).

Unadistribución heterogénea en el plano lateral del
reticulo endoplásmico ha sido mostrada para varias enzimas del
reticulo endoplásmico por medio del subfraccionamiento de los ­
microsomas por sus diferencias en tamaño y/o densidad. Estos ­

estudios han sido realizados en microsomas totales (309), en —

microsomas rugosos (310), y en microsomas lisos (311); y una —

distribución heterogén3a ha sido encontrada para citocromo P450,
citocromo P450 reductasa, citocromo bS, citocromo bS reduetasa,
glucosa-ó-fosfatasa, nueleósido difosfatasa, UDP-glucuronil
transferasa, y estearasa. Esta heterogeneidad probablemente es­
te presente en la red del reticulo endoplásmico de un hepatoci­
to individual, pero no puede excluirse la posibilidad de que —

sea debida a diferencias entre el reticulo endoplásmico de difg
rentes hepatocitos.

También se ha mostrado que al igual que en la mayoria

de las membranas, las proteinas del reticulo endoplásmico se —

distribuyen asimétricamente en ambas superficies de la membrana

(194, 307). Esto ha sido deducido de diferentes experiencias co
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mo tratamiento con proteasas (312), por el uso de anticuerpos —

(313), por la accesibilidad del sustrato (314), y por la locali
zación del producto de la reacción (315, 316). Asi, ha podido ­
demostrarse que el citocromo bS (312, 313), la citoeromo bS re­

duetasa (312), citocromo P450 reductasa (312, 315), por ejemplq
se encuentran ubicadas en la superficie citoplasmática; mien­
tras que por ejemplo 1a glucosa-ó-fosfatasa (316), y nucleósido
difosfatasas (314) se encuentran sobre la superficie luminal.

Conrespecto a la asimetría de la distribución trans­
versal de lOs fosfolípidos, los reportes son contradictorios.
Por un lado Kilsson y Dallner (317, 318) encontraron que cl tra

tamiento de microsomas intactos con fosfolipasa A2 en presencia
albúmina, hidrolizó toda 1a PE y PS, pero solo la mitad de la
PC. Ellos concluyeron que los aminofosfolipidos se localizarían
principalmente sobre la superficie externa y que la PCse dis­
tribuiría parejamcntc entre ambassuperficies. Sin embargo, se
ha demostrado que la fosfolipasa A2 no puede ser utilizada para
el estudio de la distribución de los fosfolípidos en los micro­
somas por originar lisodcrivados que alteran la estructura de —
la membrana. Otros grupos (319, 320) reportaron una distribu­
ción que contradice a estas conclusiones. A1 contrario de lo —

que ocurre en bicapas lipidicas puras y en algunas membranas —

biológicas (87, 189, 190), el movimientotransversal (flip­
flop) de los fosfolípidos es bastante alto en el reticulo endo­
plásmico (191, 192), y se ha sugerido que esta podria ser 1a ­

causa de tales contradicciones (194). Se ha sugerido que la asi
metria transversal dc los fosfolípidos en la membranamicroso­
mal no se deberia a la preferencia de las distintas proteinas,
localizadas sobre uno u otro lado de la membrana, por determina
das especies de lípidos; sino que debería ser interpretado como
un estado estacionario resultante de dos movimientos: la elimi­

nación de una especie de lípidos de un lado de la bicapa y su ­
reemplazo del otro lado (28). Ha sido mostrado que lOs sistemas
enzimáticos encargados de la sintesis de fosfolipidos se hallan



localizados en la superficie citoplasmática de la membranadel
reticulo endoplásmico (194). La metilación de la PE, por ejem­

plo, podría crear gradientes opuestos de PE yPC entre ambas ea­

pas de la membranalo que causaría el flujo de lípidos transmcm
brana (28).

La organización lateral de los lípidos en la membrana
del retículo endoplásmico parece ser no homogéneay exhibir la
dinámica de un sistema multifásico. La mayor parte de los lípi­
dos se hallaría en una estructura de bicapa con un alto grado ­
de fluidez, como se determinó en experiencias con marcadores de

ESA, en las que : calculó un parámetro de orden que fue rclati
vamente bajo al compararlo con otras membranas biológicas (117,
321, 322). Sin embargo se ha sugerido que otros lípidos podrían
existir en dominios de menor fluidez, los cuales sufrirían un —
cambio de estado a alrrededor de 35°C (117). Estas áreas de lí­

pidos inmovilizados no se observan en dispersiones de los lípi­
dos extraídos de los microsomas, por lo que parecen ser induci­
das por las proteínas microsomales (322), especialmente por el

sistema del citoeromo P450 (321). De Kruijff y col. (323) obse:
varon por 31P—NMA,que una porción considerable de los fosfolí­

pidos podrían formar configuraciones transitorias distintas de
la bicapa. Estos fosfolípidos sufren un movimientoisotrópico y

se intercambian rápidamente con los fosfolípidos en forma de bi
capa. Estas configuraciones isotrópicas se formarían por la pre
sencia de las proteínas microsomales, ya que el espectro de los

lípidos libres de proteínas es el característico de bicapas lí
quido-cristalinas. Por otro lado, Stier y col. (27), mostraron
que parte de los lípidOS estarían en una configuración de mice­
las invertidas, las cuales estarían formadas predominantemente
por PE y sufriendo un rápido intercambio con los lípidos en la
estructura de bicapa (28). Las proporciones de una y otra fase
serían afectadas por la presencia de cationes divalentes, ya ­

, . . ++ aque se observo que la fase lamelar es estabilizada por Hg (26)



Estas estructuras no lamelares favorecidas por ciertas protei­
nas microsomales comoel citocromo P450, podrian ser responsa­

bles del rápido movimiento transmembrana de los fosfolípidos en
la membranamierosomal en relación a otras membr«as biológicas

(25, 194).
Algunascorrelaciones funcionales de las transiciones

de fase de los lípidos se han demostrado en membranas de retieu
lo cndoplásmico de células cultivadas (324). Se mostró por ESR

que estas membranaspresentan cuatro temperaturas caracteristi­
cas de transición de fase de los lípidos, y además dos procesos

de transporte que serían catalizados por componentesque atravg
sarian completamente la membranason afectados a esas cuatro ­
temperaturas. Se sugirió de evidencias fisicas y fisiológicas —
que estas cuatro temperaturas caracteristicas serian atribui­
bles a dos separaciones de fase independientes en las dos mita­
des de la bicapa. En microsomas de corteza adrenal también se ­
encontraron por polarización de fluorescencia cuatro temperatu­
ras criticas atribuibles a transiciones de fase de los lípidos,
y se encontraron a esas cuatro temperaturas discontinuidades en
el gráfico de Van't Hoff para la hidroxilación de un esteroide
(325). La curva de Arrhenius para esta reacción, por el contra­
rio mostró una única quebradura a 24°C. En membrana de reticulo

endoplásmico de Tetrahymena pyriformis (235) se encontró una —

quebradura en la curva de Arrhenius de la glucosa-Ó-fosfatasa a
aproximadamente 17°C, y también en la intensidad de fluorescen­
cia de S-anilino-l-naftalenosulfonato, en la partición del mar­
cador de ESA4-doxil decano, y en la separación de las líneas ­

hiperfinas externas del espectro de BSNdel ácido S-doxil esteé
rico en esa membrana. Por microscopía de congelación-grabado se

observó el surgimiento de áreas suaves libres de particulas pre
sumiblemente proteicas por debajo de 17°C. La lu-nna de los lí­
pidos extraídos de esa membranatambién indicó una abrupta dis­
minución en la movilidad de las cadenas hidrocarbonadas por de­
bajo de 17°C, pero sin embargo no fue debido a una transición —



de fase cristalino-liquido cristalino. La ausencia de una tran­
sición de fase también fue observada por calorimetria, y las al
teraciones termotrópicas observadas fueron atribuidas a la for­
mación de agrupamicntos de lípidos "rígidos" pero aún en el es­
tado liquido cristalino que excluyen a las proteinas.

Ha sido reportado que la membrana microsomal de higa­

do de rata no muestra ninguna transición o separación de fase —
asignable a los lipidos por calorimetria, entre 0 y 50°C (232).
En presencia de glicerol 50%, los microsomas hepáticos de rata
mostraron una transición de fase de los lípidos por debajo
de O°C (326). Sin embargo, utilizando un calorimetro muy sensi­
tivo, se sugirió que estos microsomas presentarian también una
segunda transición en la región de 18-40°C, de mucho menor cam­

bio entálpico que la primera transición por debajo de 0”C(l34‘.

Esta transición se desplazó a 10-20°C cuando se midió en los li
pidos extraidOs libres de proteinas. Por microscopía de congela
ción-grabado (327) se observó a bajas temperaturas un agrupa­
miento de particulas en esta membrana.

Si bien varias enzimas de esta membranapresentan cu:
vas de Arrhenius lineales entre O-40°C, se ha reportado la pre­
sencia de quebraduras en las curvas de Arrhenius a alrrededor —

de 20°C para reacciones de oxidación y dealkilación de varios —
sustratos liposolubles, catalizadas por el sistema del citocro­
mo P450 (117, 266, 328, 329). También se reportó en microsomas

de higado de rata una quebradura para la reducción del citocro­
mo P450 por JADPH(330), sin embargo, esta reacción presenta ­

una cinética bifásica con una fase lenta y otra rápida, y se —

mostró que solo la fase lenta presenta una quebradura en la cu:
va de Arrhcnius. Utilizando marcadores de ESRcomo sustratos se

observó que solamente ocurrió una quebradura en la curva de
Arrhenius de la reacción de reducción si el sustrato es liposo­
luble (doxil estearato), pero no cuando el sustrato fue hidrosg
luble (TEMPO)(117). Se ha sugerido (117, 321) que la LADPH-ci
tocromo P450 reduetasa estaría rodeada de un anulus de fosfoli­
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pides que difiere del resto de los lípidos de la membrana, y su
fre una transición de fase a 35°C.

También se han reportado quebraduras en las curvas de
Arrhenius de la glucosa-6-fosfatasa y de la UDP-glucuronil
transferasa en microsomas de hígado de rata y cobayo, las cua­
les se han correspondido con alteraciones termotrópicas en los
lípidos detectadas por ESRy por marcadores fluorescentes (218,
331). Estas alteraciones termotrópicas parecen ocurrir en el in
terior hidrofóbice de la membrana(218), ya que fueron detecta­
das por el marcador fluorescente N-fenil-l-naftilamina (ubicado
en el interior hidrofóbieo de la membrana), pero no se detecta­

ron con el marcador 8-anilino-l-naftaleno sulfonato que se loca
liza en la región de la bicapa cercana a los grupos polares.
Con marcadores de ESR (doxil estearatos) se ha reportado que o­

currió una transición a aproximadamente 22°C detectada por 12­
doxil o lS-doxil esteárico (265, 332,334), mientras que el 5­
doxil estearato fue incapaz de detectar algún cambio estructu­
ral (117). El brusco incremento observado en la fluidez de la ­
membranafue atribuido en algunos casos a una transición de fa­
se cristalino-líquido cristalino (335). Sin embargo,la ausen­
cia de transición de fase detectable por calorimetría (232, 326
336) sugiere que podría tratarse de la formación a esas temperg
turas críticas de agrupamientos de "lípidos rígidos" en el esta
do líquido-cristalino, separándose lateralmente de los lípidos
mas fluidos y formando dominios discretos. Una transición de ­
fase va acompañada de un cambio en el número de sitios de unión

para K-fenil-l-naftilamina, pero sin que cambiesignificativa­
mente la constante de disociación Kd, como se mostró en bicapas

de DPPC(126). En los microsomas de higado de rata, las altera­
ciones termotrópicas fueron acompañadas por un incremento en Kd

sin un cambio significativo en el número de sitios de unión pa­
ra la R-fenil-l-naftilamina (218), lo cual también sugiere que
no se trataría de una verdadera transición de fase cristalino­
líquido cristalino.



I.l2.— SISTEMA DESATURANTE DE ACIDOS GRASOS.

Tanto los microsomas de células animales como las de

vegetales con capaces de convertir ácidos grasos saturados en —
monoetilénicos por una desaturación oxidativa que forma un do­
ble enlace entre los carbonos 9 y lO (A9 desaturasa). Por este

proceso son sintetizados los ácidos 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 cs tal que ellas reconocen el número 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 Ó y 7, 5 y 6, y 4 y 5; y se denominan,A6, AS y

A4 desaturasas respectivamente (344).
La A6 desaturasa es la primera enzima en la secuencia

de reacciones de la biosintesis de ácidos grasos poliinsatura­
dos en los microsomas de células animales. Ella convierte los ­

A9 enoil-CoA monoinsaturados, palmitoil- y oleil-CoA, a los AQ
9 16:2 y Aó,9 18:2 acil-CoA respectivamente. Además, también —

convierte los tioésteres de los ácidos grasos esenciales lino­

leico yoC-linolénico a Y-linolénico y A6,9,12,15 18:4 respecti­
vamente. El orden de actividad es “Glinolénico)linoleico>oleico

(342). La enzima no actúa sobre ácidos con un doble enlace

trans (343). La actividad de la Aó desaturasa es sensible al a­

yuno y a la composición de la dieta (345, 346), y a hormonas c2

moepinefrina (347), glucagón (348) e insulina (345). Esta enzi
ma sería la encargada de regular la sintesis de ácidos grasos ­
poliinsaturados (342)

En la rata, el caminopreferencial para la biosínte­
sis del ácido araquidónico y otros ácidos polietilénicos tanto
de la serie lineleiea como«elinolénica, comienza con la A6 de­
saturasa, sigue con una elongación a ácidos de 20 carbonos y ­

luego una nueva desaturación por la AS desaturasa (295, 342).
La AS desaturasa es una enzima microsomal muy activa (344,349),

y es mas bien insensible a cambios en la dieta y a efectos hor­
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monales (344, 349)v

En animales, la desaturación del ácido esteárico a o­
leico ha sido extensivamente estudiada. La reacción requiere —

primero de la síntesis del tioéster estearil-CoA y luego proce­

de la desaturación que utiliza 02(338, 350), y un donor de eleg
trones que puede ser HADHo NADPH,aunque se ha mostrado que el

NAD“funciona mejor que el NADPH(350). Se mostró también que ­

la desaturación también puede ocurrir con L-ascorbato comoda­
dor de electrones (351). La caracterización del sistema de la —
estearil-COA desaturasa de microsomas de higado, por medio de —

métodos espectroscópicos y empleando componentes parcialmente —

purificados (352-354), mostró que la formación del oleil-CoA in
volucra una secuencia de transporte de electrones del NAD“a la

flavoproteína citocromo b5 reductasa, de esta al citocromo bS,
y de este a un factor sensible al cianuro, el cual finalmente ­

los cede al 00. Posteriormente se sugirió que este factor sensi
ble al cianuro sería la misma desaturasa (355). Sin embargo se
ha mostrado que la desaturación de estearil-CoA no es inhibida

por cianuro en 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 pulmón de rata o cobayo —

(336). Asi, esto sugiere que puede haber dos mecanismos difieren
tes para laAQdesaturación, y el factor sensible al cianuro no
sería la única enzima involucrada.

Las Lres proteinas componentes del sistema de la A9 —

desaturasa han sido aisladas y caracterizadas (7, 8, 357). Tan­
to la flavoproteina comoel citocromo bS son proteínas anfipáti
cas conteniendo un segmento hidrofilico donse se encuentra el —
sitio catalitico, y un segmentohidrofóbico involucrado en la ­
unión con la bieapa lipidica de la membranamicrosomal (358), y

también a liposomas (359, 360). La A9 desaturasa, por otro lado

es un polipéptido de unos 53.000 daltons, que contiene un 62% —

de aminoácidos no polares y un átomo 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.
La velocidad de las distintas etapas del transporte de electro­
nes pueden ser evaluadas por medio de la utilización de acepto­
res de electrones exógenos con potenciales de reducvión adecua­
dos. Utilizando ferricianuro comoaceptor exógeno (NADH-ferri­

cianuro reductasa), la flavoproteina cede los electrones al fe­
rricianuro en lugar de cederlos al citocromo bS, y asi puede me
dirse la actividad de esta flavoproteina. Si en cambiose utili
za citocromo c como aceptor exógeno de electrones (NADH-citocrg

moc reductasa), el citocromo c aceptará los electrones del ci­
tocromo bs reducido, y la etapa limitante de esta reacción es —
la reducción del citocromo b5 por la flavoproteina. _

En base a experiencias donde se observó la cinética —

del transporte de electrones de la reductasa al citocromo bs,
luego de eliminar selectivamente gran parte de la reductasa con
catepsina D, ha sido propuesto que estas dos proteínas forma­
rian un gran complejo formado por aproximadamente S moléculas —

de flavoproteína y 50 moléculas de citocromo bS (361). Por otro

lado, sin embargo, en base a estudios del binding del citocromo

bS a microsomas, el grupo de Strittmatter (362) propuso un mods
lo para la interacción del citocromo b5 con la reduetasa, en el
cual ambasproteinas están distribuidas al azar sobre la super­
ficie externa de las vesículas microsomales, y sufren difusión
lateral en el plano de la membranapreviamente a la interacción
catalitica, y esta difusión traslacional seria el paso limitan­
te de la reacción. Estudios subsiguientes del binding de la re­
ductasa y del citocromo a vesículas lipidicas, y también estu­
dios de la cinética de la interacción de ambasproteínas tanto
en microsomas como en vesículas de lecitina de huevo proveyeron
mas datos concordando (ron esta hipótesis (363-365).

Por otro lado, el mecanismo de la formación del doble

enlace aún no está completamente aclarado. Se ha demostrado u­
sando ácido csteárico deuterado que la reacción es cstcreoespe­
cifica y el doble enlace se forma por la separación de los áto­
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mos de hidrógeno de una manera concertada (366). Se ha sugerido

que la eliminación de los hidrógenos es la etapa limitante en —
la reacción total de desaturación, sobre la base de experimen­
tos que muestran discriminación isotópica con ácido esteárico —
deuterado o tritiado en las posiciones 9 y lO, tanto en siste­
mas bacterianos, comoen algas y en animales (366-368). Estu­
dios de inhibición con isómeros cis y trans de derivados acil­

CoA9,10 sustituidos (252), mostraron que los derivados cis son
inhibidores competitivos, mientras que los derivados trans mues
tran inhibición no competitiva o ninguna inhibición. Esto sugig
re que el estearil-COA al interaccionar con la enzima puede asu
mir una conformación similar a la de la cadena del ácido oleicq
es decir las cadenas que salen de los carbonos 9 y lO estarian

en una conformación eclipsada (gauche).
La desaturación de los ácidos grasos insaturados se ­

realiza también en presencia de NAD”o NADPHy O y la reac­2’
ción también es inhibida por cianuro (369). Así, es razonable —

considerar que las otras desaturasas también utilizarian un si:
tema de transporte de electrones similar al utilizado por la A9
desaturasa.

Se ha propuesto que el sistema microsomal desaturantc

de ácidos grasos necesita de lípidos para su pleno funcionamien
to (358, 370). La reducción del citocromo b5 por la reductasa —

también ha demostrado depender de lípidos y ha sido reportada —

una dependencia de PC (358). Estudios del binding del citocromo
bS y de la flavoproteína a microsomas y a liposomas de lecitina
(231, 358, 360), y también estudios con la desaturasa (252,357)
indicaron que este requerimiento de lípidos está, al menospar­
cialmente, relacionado con la capacidad de las regiones hidro­
carbonadas apolares de la bicapa lipídica para actuar comosi­
tios de binding para las regiones hidrofóbicas de las moléculas
protoicas, las cuales se agregan en soluciones acuosas puras ­
(7,5)­



Cuando se incorporaron en liposomas de DHPC,distin­

tas cantidades de citocromo b5 y de citocromo b5 reductasa se —
encontró una brusca disminución en la velocidad de transferen­

cia de electrones desde la reductasa a1 citocromo bS (medida cg

mo NADH-citocromo c reductasa), por debajo de la lt de la DMPC

(251). Esta caida en actividad no ocurrió al medir la transfe­
rencia de electrones del NAD“a la flavoproteina (NADH-ferricia
nuro reductasa). El decrecimiento en la actividad de 1a KADH-ci
tocromo c reductasa fue dependiente de la cantidad de proteina
incorporada en las vesículas de DMPC.La disminución de activi­
dad por debajo de Tt es mínima a altas concentraciones de pro­
teina. Estos resultados fueron interpretados comoque la reac­
ción necesita de la difusión lateral de las proteinas en la bi­
capa lipidica y la caída en actividad seria debida a la brusca
disminución en la difusión traslacional cuando los lípidos es­
tán en el estado ordenado. A concentraciones de proteína altas,
la distancia promedio entre la reductasa y el citocromo es me­

nor y por lo tanto el efecto de la transición de fase también ­

es minimo. Estos autores observaron que el efecto es casi imper
ceptible cuando la distancia promedio entre ambas proteinas es

O

dc unos 5 A. La interacCión entre citocromo bS y citocromo bS —
reductasa solubilizadas de microsomas exhibió una cinética de —

reducción bifásica en el rango de 15-25°C en etilen glicol acug
so comosolvente, mientras que en microsomas intactos el proce­

so llegó a ser cada vez mas heterogéneo debajo de 0°C, reflejan
do heterogeneidades en la estructura de la membranaobservables

comodistribuciones en velocidades de reacción y energías de
activación aparentes (371).

El sistema completo de la estearil-CoA desaturasa fue
también reconstituido en liposomas de DMPC,y para la reacción

de desaturación se encontró una quebradura en la curva de Arrhg
nius a aproximadamente la Tt de la DMPC(252). Sin embargo,aqui

ocurrió un cambio brusco en la Ea aparente sin discontinuidad —
en la velocidad de reacción, y también se encontró una disminu­
ción en el efecto isotópico sobre la velocidad con ácidos 9,10
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deuterados, lo cual indicaría que otra etapa de la desaturación
distinta a la eliminación de los hidrógenos llega a ser limitan
te de la velocidad por debajo de la Tt. La transición de fase —

de los lípidos podría imponeruna alteración estructural o rigi
dcz ya sea en el sustrato o en la desaturasa que altera la eta­
pa limitante de la reacción. Al respecto, Seelig (372) encontró
que la concentración de conformaciones "gaubhe" de las cadenas

hidrocarbonadas disminuye marcadamente por debajo de la Tt de —

las bicapas de fosfolípidos.

I.l3.- DESATURACION Y COMPOSICION LIPIDICA DE LA MEMBÏANA.

La deficiencia en ácidos grasos esenciales provoca ­
cambios en la composición de ácidos grasos de los lípidos de la
membranadel retículo endoplásmico de hígado de rata (373). Es­

tos cambios serían en parte debidos al cambio de composición de
la dieta y en parte serían provocados por cambios en la activi­
dad de las enzimas encargadas de la biosíntesis de ácidos gra­

sos poliinsaturados (342). Las dietas libres de grasa, deficien
tes en ácidos grasos esenciales o pobres en ácidos poliinsatura:
dos provocan un incremento en la actividad de la A9 desaturasa

(374) y de la A6 desaturasa (349, 373). Este mecanismo podría

conducir a mantener la fluidez apropiada de las membranaspor ­
medio de una síntesis incrementada de ácidos monoenoicos y de —

polienoicos de la serie no esencial, cuando la dieta no suminiï
tra los ácidos necesarios para la síntesis de aquellos de las —
series esenciales.

Si bien la A9 desaturasa ha mostrado diferente acti­

vidad cuando se la incorpora en vesículas de PC con diferentes
ácidos graSOs (252), se ha propuesto que la activación de esta
enzima provocada por la carencia de ácidos grasos esenciales en
la dieta no sería una consecuencia directa de la diferente com­

posición en ácidos grasos de los fosfolípidos de la membrana­
(375). Por otro lado, la inyección de estrógenos produjo una —
disminución en el grado de insaturación de los fosfolípidos de
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microsomas de higado de gallo, lo cual incrementó la micr0viseg
sidad de la membrana y paralelamente se observó un incremento —
en la actividad de la A9 desaturasa (282). Para la A6 desatura­

sa se mostró que el incremento en actividad provocado por la ca
rencia en ácidos grasos esenciales fue acompañadopor un incre­
mento en el Kmaparente (373). Sin embargo estos cambios en las

propiedades cinéticas solo fueron bien evidentes luego de un
largo periodo de carencia, mientras que el cambio en composi­
Cion de ácidos grasos ocurre mas tempranamente. Estos cambios —
en la cinética de la A6 desaturación ocurrieron simultáneamente

con un incremento en el nivel de triglicéridos y una disminu­
ción en el contenido de PC en los microsomas (373).

Numerosos estudios han mostrado que la temperatura am
biental está estrechamente relacionada con la composición lipí­
dica de la membranaen muchos organismos diferentes (376). Va­

rios tipos de organismos, desde bacterias a plantas superiores
y animales poikilotermos, responden a alteraciones en la tempe­
ratura del medio ambiente modificando la composición lipidica,
y asi las propiedades fisicas de sus membranascelulares. En —

principio, estos organismos responden a una disminución en la —

temperatura ambiental, mediante 1a acumulación de un mayor por­
centaje de ácidos grasos insaturados en los fosfolipidos de sus
membranas. El mayor requerimiento para esta adaptación parece ­
ser el mantenimiento de las propiedades fisicas óptimas de la —
membrana(377). Sin embargo, el mecanismo regulatorio para este
proceso aún no es muyclaro. En animales poikilotermos superio­
res comopeces, se ha mostrado un efecto de la temperatura so­
bre la absorción selectiva de ácidos grasos por el intestino —

(378). Sin embargo, también ha podido demostrarse que la activi
dad de la A6 desaturasa en microsomas de hígado del pez Pimelo­

dus maculatus es mayor en animales adaptados a menores tempera­

turas, en relación a animales adaptados a mayor temperatura
(379). El incremento en la actividad de la A6 desaturasa se c2
rrelacionó con el incremento en el grado de insaturación de las
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cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos.

En plantas y microorganismos, la adaptación se debería
principalmente a controles metabólicos que cambian la actividad
de las enzimas desaturantes. Sin embargo, diferentes organismos
parecen ejecutar esta adaptación por mecanismosdiferentes. En
levaduras y plantas superiores, el incremento en la desaturación
de ácidos grasos inducido por bajas temperaturas de adaptación,
puede ser explicado simplemente por la mayor disponibilidad de ­

oxígeno (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 comoTetrahymena pyriformis algunos estu­
dios parecieron indicar que la adaptación de las membranasa la

temperatura seria debida a una inducción de la sintesis de la en
zima desaturante (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
puesto que en este organismo, el incremento en la desaturación ­
que ocurre a bajas temperaturas de adaptación seria el resultado
de una activación de las moléculas de desaturasas ya existentes,
producido por la disminución de la fluidez de su entorno lipidi­
co inmediato (383, 384).

I.l4.— SISTEMA DE LA GLUCOSA-Ó-FOSFATASA.

La G-Ó-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-Ó­
Pasa fue considerada comoun sistema multifuncional, ya que no ­
solo cataliza la hidrólisis de G-Ó-P, sino que hidroliza también
pirofosfato inorgánico (385), y es también capaz de sintetizar —
G-Ó-P de glucosa y una serie de donores de fosfato que incluyen

pirofosfato inorgánico (385), M-Ó-P(386), fosfoenolpiruvato ——
(357}, carbamilfosfato (388) y varios nucleósidos di y Lrifosfa­
Los (387, 389). El significado fisiológico de estas actividades
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fosfotransferasas no se conoce muy bien aún, aunque ha sido pos

tulado que la actividad sintética podría tener un rol en la re­
absorción de glucosa en el hígado diabético (390) y como una —

forma compensatoria de fosforilación de glucosa en la diabetes
(389). 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 expuestas a pH alto (392). Luego de estos tratamientos, la ag
tividad PPi-glucosa fosfotransferasa es incrementada entre 3 y
4 veces, mientras que la G-Ó-Pasa solo es estimulada en un 30%

(393). Del mismomodo, una inhibición significante por una va­
riedad de metabolitos celulares solo ocurre luego de tales tra­
tamientos preliminares (385, 394). Estos agentes han sido utili
zados en estudios del mecanismopor el cual factores hormonales
(395, 396) y nutricionales (397) alteran "in vivo” los niveles
de C-Ú-Pasa. La fracción de 1a actividad fosfotransferasa total

que es manifestada es marcadamente influenciada por cambios en

el estado endócrino y nutricional del animal. El grado de laten
cia aumenta con el ayuno (397) y la diabetes (396) y disminuye
en respuesta a la administración de glucocorticoides (395).

En estudios mas cuidadosos se ha podido demostrar
(398, 399), que en microsomas "intactos", la actividad fosfo­

transferasa es completamentelatente y que la glucosa-ó-fosfata
sa es especifica para G-Ó-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 únicamente a la G-Ó-P, y b) estructuras alteradas que ­
carecen de una barrera de permeabilidad, en las cuales la enzi­

macataliza ambasreacciones hidroliticas y sintéticas utilizan
do un amplio rango de compuestos dadores de fosfato. La exp0si­

ción a medios hipotónicos, a extremos de pH, detergentes o ul­
trasonido incrementa la proporción de la forma alterada. La hi­
drólisis de la G-Ó-Psería la única actividad catalizada por e:
te sistema que presenta un bajo nivel de latencia (de aproxima­
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damente un 30%), y todas las otras actividades presentan niveles
de latencia superiores al 85%(398). El Kmpara la hidrólisis de
G-ó-P disminuye al alterar los microsomas mientras que el Kmpa­
ra los otros sustratos no es afectado. Los compuestos que son ­

buenos sustratos en preparaciones alteradas (M-ó-P, PPi, y carba
mil-P) son inhibidores débiles de la hidrólisis de G-Ó-Pen mi­
crosomas no tratados. Al contrario, la G-Ó-Pes un inhibidor i­

gualmente potente de la hidrólisis de la M-ó-P ya sea en prepara
ciones alteradas o no tratadas. La alteración de la estructura ­
de los microsomas también reduce la Ea aparente para la hidróli­

sis de G-ó-P, sin alterar el valor dc la Ea aparente de la hidré
lisis de la H-ó-P (398).

Se ha propuesto que la G-ó-Pasa está localizada en la
superficie interna (luminal) de la membranamicrosomal como se —

muestra en el esquema de la figura 4. Esto es soportado por evi­
dencias de que el fosfato liberado en la reacción es encontrado
dentro de la vesícula microsomal (316, 400, 401). Aparentemente,
la parte interna del reticulo endoplásmico también posee las ac­
tividades fosfotransferasas hacia los demassustratos (402). Hoy
es conocido que las G-ó-Pasas hepática y renal de rata son sistg
mas multicomponentes. A1 menos dos componentes del reticulo endg
plásmico participan en el proceso de hidrólisis de la G-ó-P(399,
403-407): a) Un transportador específico para G-ó-P, que la —­
transporta desde cl exterior al interior de la vesícula microso­
mal, o "in vivo" desde el citoplasma al lumen del reticulo endo­
plásmico a través de la membrana; y b) Un componente catalitico

relativamente no especifico fosfohidrolasa-fosfotransferasa, uni
do a la superficie luminal del reticulo endoplásmico (o a la su­
perficie interna microsomal). Este modelo es 50portado por una —
variedad de datos cinéticos (399, 403-405), y mediciones de la —
penetración de la G-ó-P en vesículas microsomales "intactas" han
provisto evidencias definitivas para la existencia de un trans­
portador para G-Ó-P (406). La localización luminal del sitio ca­
lalílico es soportada por correlaciones entre la especificidad ­
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FIGURAi: Modelohipotético del sistema de 1a glucosa-ó-fosfata­
sa. Se indican la localizacion de los componentestraslocadores
de G-ó-P (T1), y de fosfato inorgánico (T2). También se indica
la posible presencia de un componentepara el transporte de la
glucosa. De referencia #08.



de sustrato y la permeabilidad selectiva de la membranamicrosg
mal (398, 399, 403), y por investigaciones de la topología
transversal de la membranausando marcadores enzimáticos y qui­
micos no penetrantes (407, 318). El fosfato liberado en la su­
perficie luminal seria traslocado al medio externo por otra —
traslocasa diferente a la encargada de transportar a la G-Ó-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 mostró por mediciones

Cinéticas a tiempos muycortos, que ocurre una rápida libera­
ción de glucosa antes de alcanzarse el estado estacionario, y —
en base a esto, la teoria de 1a proteina traslocadora de G-ó-P
fue criticada (409).

Ha sido reportado frecuentemente que la G-Ó-Pasa es —

dependiente de fosfolipidos. Aunqueen un trabajo se ha propuej
to que los fosfolipidosreáxfingen la máximaactividad (410), en
muchas otras investigaciones se llegó a la conclusión de que —
los fosfolipidos activan a la G-Ó-Pasa (411-413). los datos so­
bre la naturaleza de los lípidos necesarios para la reactiva­
ción son contradictorios. Se ha comunicado que la G-6—Pasasolu

bilizada es reactivada por PC (412), mientras que luego del tra
tamiento de los microsomas con fosfolipasa C, la inhibición pue
de ser revertida mas eficientemente por la adición de PE (411),
o por PS mas PC (413). Mas recientemente ha sido propuesto que

la PB y PS serian requeridas para la máxima eficiencia de la —

proteina traslocadora de G-ó-P y que la PC seria requerida para
la fosfohidrolasa ubicada en la superficie interna de las vesí­
culas microsomales (414).

En algunos estudios realizados con microsomas de higa

do de cobayo (218, 331) y en reticulo endoplásmico de Tetrahymg
na pyriformis (235), la actividad G-Ó-Pasa presentó una quebra­
dura en su curva de Arrhenius. Estas quebraduras ocurrieron a —
una temperatura en la cual se encontraron alteraciones en dis­
tintos parámetros de movilidad o fluidez de la fase lipidica.



Estas alteraciones fueron atribuidas en un principio a una tran
sición de fase orden-desorden (331), pero posteriormente fueron
interpretadas en términos de una separación de fase en el esta­

do liquido-cristalino (235, 218). En microsomas de higado de ra
La, sin embargo, han sido reportadas curvas de Arrhenius complg
tamente lineales entre lO y 40°C, tanto para mierosomas no tra­
tadOs (actividad de la proteina traslocadora), comopara micro­
somas cuya barrera de permeabilidad fue destruida con detergen­
tes (actividad hidrolitica) (398). Así, el efecto de la fluidez
y la estructura de la fase lipidica sobre la actividad de este
sistema aún es poco conocida.

1.15.- AESUHEE Y OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJOw ’

Es generalmente aceptado que la membranadel reticulo
endoplásmico es en su mayor parte una bicapa lípidica que cons­
tituye una matriz fluida para las proteínas que se hallan mas o
menos empotradas en la misma, de acuerdo con el modelo de Sin­

ger (169), aunque existen evidencias de que parte de los lípi­
dos podrian adoptar estructuras distintas a la bicapa (27,323).

Para un cierto número de enzimas de membrana se ha pg
dido demostrar que su actividad es dependiente de la estructura
y de la "fluidez" de la matriz lipidica (Sl), y en algunos ca­
sos se ha postulado que la "fluidez" de la membranapodria ser

un factor de regulación de estas enzimas, lo que ha sido denomi
nado comoregulación viscotrópica (211). Las propiedades de las

enzimas integrales de membranaspueden ser afectadas por las in
teracciones lipido-proteinas. Para estas enzimas, la membrana­
es un comportamiento bidimensional, y esta limitación debe in­
fluir sobre la cinética de las reacciones, apartándose del com­
portamiento de las enzimas homogéneamentedistribuidas en un es
pacio tridimensional. Una de estas desviaciones es debida a la
fluidez de los lípidos de la membrana,la cual puede afectar el
grado de movilidad de los componentes de la membrana y por lo —

tanto los choques entre enzimas, sustratos y cofactores. La de­
pendencia de la difusión lateral para proteínas (176), y para —
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otros componentes comolos lípidos o marcadores incorporados en

la membrana (69), de la fluidez y 1a estructura de la membrana
ha sido bien demostrada.

Las membranas biológicas parecen ser heterogéneas y —

contener varias fases de diferente composición, y las distintas
proteinas podrian particionarse diferentemente entre esas fases
Muchosfactores comotemperatura, pH, cationes divalentcs, etc,
podrian afectar la composiciónde las diferentes fases, pro­
veer un mecanismo de regulación complejo (253). La fluidez de ­

la membranapuede depender de la composición lipidica y princi­
palmente del grado de insaturación de los ácidos grasos de los

fosfolipidos. La membranadel reticulo endoplásmico presenta la
particularidad de que es capaz de sintetizar sus propios ácidos
grasos insaturados por medio de desaturasas localizadas especi­
ficamente en esa membrana(295), e incorporarlos en los fosfoli
pidos que la componen.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la dependen­
cia de la actividad de algunas enzimas microsomalcs de la es­

tructura y fluidez de dicha membrana.Estos estudios se realiza
ron sobre dos sistemas enzimáticos no relacionados entre si di­

rectamente, localizados en esta membrana:a) El sistema desatu­

rante de ácidos grasos, con su cadena transportadora de electrg
nes; y b) El sistema de la G1ucosa-6-Fosfatasa. El estudio de —
la dependencia de la fluidez de la membranapara el sistema de­
saturante de ácidos grasos es de particular interés ya que a su
vez por medio de la sintesis de ácidos poliinsaturados y su pos
terior incorporación en los fosfolipidos de la membrana,este —
sistema podria intervenir en la regulación de la fluidez de la

bieapa lipidiea. Con cl estudio del sistema de la G-ó-Pasa se —
persigue obtener información sobre el comportamiento 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

sl composición y fluidez. Por otro lado, comoeste sistema tic­p

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

El sistema desaturante, especialmente su cadena trans
portadora de electrones, aparentemente requiere de la difusión
lateral de las proteinas, lo que posibilita las colisiones en­
tre ellas y la transferencia de electrones (251). El sistema de
la G-ó-Pasa, por otro lado, requiere del transporte del sustra­
to a través de la bicapa lipidica (403-407). Asi, con estos dos

sistemas se estudió la influencia de la fluidez de la fase lipi
dica sobre dos procesos diferentes, comoson la difusión late­
ral y el transporte a través de la membrana.

A menudo, ha sido posible obtener una correlación en­
tre la actividad dc enzimas de membranay parámetros de movili­
dad o fluidez de la fase lipidica, por medio de la comparación
de sus dependencias de la temperatura (curvas de Arrhenius)(l4&
219). En la zona de temperatura donde se produce una transición

de fase en la membrana, ocurre un brusco cambio en 1a estructu­

ra y fluidez de la misma (23). Muchas enzimas y funciones de —

membranason afectadas por estos cambios de fase y son altera­

das sus propiedades cinéticas (148, 235, 325). Por este motivo,

el estudio de las curvas de Arrhenius es de gran importancia pg
ra detectar posibles relaciones entre actividad enzimática y ­
fluidez dc la matriz lipidica.

En este trabajo se estudió la estructura de la membra
na microsomal por medio de métodos fisicos como resonancia eleg
tróniea paramagnética y técnicas espectrofluorométricas, y la ­
dependencia de la temperatura de ciertos parámetros de movili­
dad obtenidos por estos métodos. Se estudió además la dependen­
cia de la temperatura (curvas de Arrhenius) de la actividad de
la glucosa-Ó-fosfatasa, y de enzimas del sistema desaturante de
ácidos grasos. El objeto de estos primeros estudios fue funda­
mentalmente investigar la presencia o ausencia de una transi­
ción de fase o alteración estructural en la membranamicrosomal
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inducida por la temperatura.

La composición de ácidos grasos de los lípidos de la
membranadel retieulo endoplásmico fue alterada mediante la ad­
ministración de dietas carentes en ácidos grasos esenciales, y
se observó el efecto de las variaciones en composición sobre la
estructura y fluidez de la fase lipidica, y el comportamiento —
de estos sistemas enzimátieos. La composición lipídica de los —

mierosomas, fue también alterada "in vitro" mediante la ineorpg
ración de leeitinas saturadas exógenas, con el objeto de obte­
ner membranasque presenten una transición orden-desorden en el

rango de temperatura medible, y el efecto de la transición de ­

fase sobre el comportamiento de los sistemas enzimáticqs nombra
dos fue estudiado.

La fluidez de la fase lipidiea fue también incrementa
da por la incorporación de alcoholes alifátieos de bajo peso m2
lecular, y se estudió su efecto sobre la actividad de estos sis
temas enzimáticos. Esto permitió estudiar la influencia de meno
res variaciones de fluidez, al contrario de los cambios bruscos
que ocurren en una transición de fase, los cuales son mas facti
bles de ocurrir fisiológicamente.
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II: MATERIALES Y METODOS°

PROCEDENCIA DEL MATERIAL UTILIZADOo

Sustratos y cofactores.
Acido linoleico (Hormel Inst., Austin, Minn)
Acido palmítico (Hormel Inst., Austin, Minn.)
ATP (Boehringer Mannheim)

Citocromo c (Sigma Chemical Company)

Co A (Boehringer Mannheim)

G-6-P (Sigma Chemical Company)

M-Ó-P (Sigma Chemical Company)

NAD“ (Sigma Chemical Company)

Radiactivos.
14Acido l-C linoleico (AmershamInternational LTD,chrsham

UK).

Acido l-C14 palmitico (AmershamInternational LTD, Amersham

UK).

Fluoróforos marcadores.

1,6-difenil-l,3,5-hexatrieno (Aldrich Chemical CompanyLTD)
N-fcnil-l-naftilamina (Baird á Tatlock LTD,London)
Marcadores de ESR.

Acido S-doxil esteárico (Syva, Palo Alto, California)
Acido 16-doxil esteárico (Syva, Palo Alto, California)
Lípidos.

DHPC (Sigma Chemical Company)

DPPC (Sigma Chemical Company)

Material de cromatografía
Silica gel G (Herk G A, Darmstadt)

SP-2330 10% sobre Chromosorb WAN100/120 (Supelco lnc.)

EGSS-X 15% sobre Chromosorb WAW80/100 (Supelco Inc.)
Otros.

Todoslos solventes y drogas utilizadas en este trabajo fuc­
ron de grado analítico“



II.2.- ANIMALESY 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 edad, pesando entre 100-150 gra­

mos, alimentadas con una dieta standard. Los mismos animales ­
fueron utilizados para las experiencias de modificación "in vi­
tro" de los microsomas. En los estudios de los efectos de la cg
rencia de ácidos grasos esenciales, luego del destete, las ra­
tas fueron alimentadas por distintos periodos con alguna de las
siguientes dietas:

Dieta standard: alimento balanceado Purina.

Dieta libre de grasa: composición en calorias (almi­

dón 70%, caseína desengrasada 30%, mi
nerales y Vitaminas).

Dieta control: composición en calorías (almidón 55%,

caseina 20%, aceite de semillas de gi
rasol 25%, minerales y vitaminas).

Dieta libre de ácidos grasos esenciales: comola die­

ta control, pero reemplazando el acei
te de girasol por palmitato dc meti­
lo.

II.3.- OBTENCION DE LA FRACCION MICROSOMAL.

Las ratas se mataron por decapitación y los higados —
fueron extraídos. El tejido hepático fue homogeneizado con un —

homogeneizador rotatorio con émbolo de teflón. El homogeneizado

fue centrifugado a 10.000 xg durante 20 minutos en una centrifu
ga Sorvall, y el precipitado fue descartado. El sobrenadante ­

fue centrifugado a 100.000 xg durante l hora en una ultracentri
fuga Spinco o MSE.El precipitado (microsomas) fue resuspendido

por medio de un homogeneizador manual en un volumen aproximado

al doble del volumendel precipitado obtenido. Todo el procedi­

miento 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°Chasta —
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el momento de su uso.

Cuandolos microsomas fueron utilizados para determi­
nar G-ó-Pasa, la solución de homogeneización y de resuspensión

fue sacarosa 0,25 M - EDTAlmMpH 7,0. Si en los microsomas se

determinó actividad desaturante de ácidos grasos, se utilizó la"
siguiente solución homogeneizadora: sacarosa 0,25 M; KCl 0,15 M

HgCl2 5m“; y buffer fosfato 62 mM. Cuando en los microsomas se
determinó NADH—ferricianuro reductasa o NADH-citocromo c reduc­

tasa, se utilizó cualquiera de las soluciones de homogeneiza­
ción mencionadas, sin que se haya notado ningún efecto sobre es
tas actividades.

ll.4.— DETERMINACIONESANALITICAS.

II.4.1.— Determinación de proteinas.

En muestras cuyo contenido proteico fue suficientemen
te grande, este fue determinado por el método de Biurct modifi­

cado (415). En los casos en que el material fue escaso, como —

cuandose alteró la composiciónlipidica "in vitro", las protei
nas fueron cuantificadas por la microtécnica de Lowryy col. ­
(416). Estas últimas muestras presentaron generalmente una ele­
vada turbidez debido a su alto contenido de lípidos, y esta fue“
eliminada particionando con el mismo volúmen de cloroformo. En
todos los casos se utilizó albúmina bovina comostandard.

II.4.2.— Análisis de lípidos.
a) Extracción:
Los lípidos fueron extraídos de la fracción microso­

mal por el procedimiento de Folch y col. (417), y cuantificados
por pesada de una fracción del extracto evaporando el solvente
hasta peso constante. El resto del extracto fue guardado bajo ­

atmósfera de no a —40°Cpara posteriores análisis.
b) Cuantificación de fosfolipidos:
Los fosfolípidos se cuantificaron mineralizando el Ci

tracto lipidieo con ácido perclórico a 120°C, y determinando el
fosfato por el método de Chen y col. (418), que se basa en la —
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reducción del complejo fosfomolibdico a oxido moilboso.

c) Composición de lípidos:

La composición de lípidos fue determinada por cromatg
grafía en capa delgada de silica gel G. Para el análisis de li­
pidos neutros, el solvente de desarrollo fue: éter de petróleo­
éter etílico (libre de peróxidos)—ácidoacético en la propor­
ción 90:10:1(v/v/v). Para el análisis de los lípidos polares el
solvente fue: cloroformo-metanol-agua 65:25:4(v/v/v). Luegode
desarrollada la cromatografía, los restos de solvente se elimi­
naron, las placas se rociaron con una solución saturada de

Cr207K2 en 804“2 al 70%, y se colocaron a 280°C para carbonizar
la materia orgánica. Las manchas fueron cuantificadus por densi
tometria (419), cn un fotodensitómetro Zeiss a 540 nm, regis­
trándose los picos con un registrador Sargent Welch. El área de
los picos es proporcional a la cantidad de carbono en las man­
chas. Las áreas de los picos fueron obtenidas por triangulación
y para transformar los porcentajes en peso de carbono en los —

porcentajes en peso de los lipidos, se multiplicó por un factor
de conversión (el contenido relativo de carbono por unidad de —
peso de lipido) para cada una de las distintas especies de li­
pidos. Estos‘factores fueron: lisofosfátidos 1,64; PC1,50; PE
1,52; ácidos grasos libres 1,27; Triglicéridos 1,30; colesterol
1,19; ésteres de colesterol 1,17; diglicéridos 1,33; y esfingo­
mielina 0,70.

d) ngposición de áciggsfgrasos:
Una fracción del extracto de los lípidos microsomales

fue interesterificada con metanol-HCl 3 N anhidro a 64°C du­

rante 180 minutos, en ambiente de N El HCl y el metanol se e­2.
liminaron por partición con 3 ml de cloroformo y 2 ml de agua,
eliminando la fase acuosa y repitiendo 1a operación tres veces.
La fase clorofórmica fue evaporada a seco y los ésteres metili­
cos de los ácidos grasos fueron disueltos en éter de petróleo y

guardados en atmósfera de N2 y a -40°C hasta el momento del aná
lisis. Los ésteres metilicos de los ácidos grasos fueron anali­
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zados por cromatografía gas-liquido. Se utilizó un aparato Hew­
lett Packard 5840 A, equipado con un sistema de detección por —

ionización de llama y con un terminal integrador y procesador —

de dales que indica automáticamente la composición de la mues­
tra. La columna utilizada fue de SP-2330 10% sobre Chromosorb —

WAW100/120. Se utilizó N2 como gas carrier. La temperatura de
la columna fue programada para ser mantenida a 140°C durante cl

primer minuto, y luego incrementada a una velocidad de 3°C por
minuto hasta los 220°C. La identificación de los picos se hizo

directamente de sus tiempos de retención relativos.
De la composición de ácidos grasos obtenida de esta —

manerase calculó el "indice de dobles ligaduras", quleue uti­
lizado comoun indice del grado de insaturación (282). Con los
pesos moleculares de los ésteres metilicos de los ácidos grasos
se calculó la composición molar, y el "indice de dobles ligadu­
ras” se calculó de:

"indice de dobles
LJZXn° de moles de ácidos insat.x n0 de d. liQligaduras"

Zln° de moles de ácidos saturados

ll.4.3.— Determinación de citocromo bS y citocromo bS reducta­
sa.

La cantidad de citocromo bS en las preparaciones mi­
crosomales se estimó de la diferencia de absorción entre el es­

tado reducido y el estado oxidado. El espectro de diferencia en
tre microsomas a los que se agregó NADHpara reducir al citocrg
mo bS, y microsomas sin NAD”en los que el citocromo bS se ha­

lla completamente oxidado, se muestra en la figura S . Este es­

pectro fue registrado en un espectrofotómetro de doble haz Beck
man DK-2, con una concentración de microsomas de 2 mg de protei
na/ml. El incremento en diferencia de absorbancia entre 409 y
424 nm es proporcional a la concentración de citocromo bS, con

un coeficiente de extinción de 163 mM_lcm_l(420). Para las medi
das de rutina, sin embargo, un espectrofotómetro de simple haz
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FIGURA2: Espectro 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 h09 y
h2h nmes proporcional a la concentración de citocromo b5.
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Zeiss PMQII fue usado. Para esto, en dos cubetas se colocaron

0,24 ml de la suspensión microsomal de entre l-2,5 mg de protei
na/ml en buffer de tris-acetato SOmMpH 8,1 EDTAl mM. A una de

las cubetas se le agregó 10 ul de una solución de NAD“S mM(re

ducido), y a la otra 10 H1 de agua (oxidado), y la diferencia ­
en absorbancia fue registrada a 424 y a 409 nm. Los valores ob­

tenidos de esta manera para el contenido de citocromo bS en las
preparaciones microsomales, no difirieron significativamente de
los obtenidos cuando se registró el espectro de diferencia con
el espectrofotómetro de doble haz. Cuando las muestras conte­
nían una baja cantidad de citocromo bS y un alto contenido de —

lípidos, como en el caso de los microsomas modificadoslpor la —
incorporación de lípidos exógenos, la gran turbidez de las sus­
pensiones molestó en las determinaciones. En estos casos se a­
gregó previamente a las mediciones de densidad óptica, 0,17 de
desoxicolato de sodio. En microsomassin tratar, las concentra­

ciones de citocromo bS obtenidas con y sin el agregado de deter
gente fueron similares.

La cantidad de citocromo bS reductasa en las prepara­
ciones microsomales fue estimada de la actividad NADH-fcrricia­

nuro reductasa a 25°C, asumiendo una actividad molecular de

23.000 Hmoles de NADHoxidados por minuto por Hmol de enzima —

(364)­

II.5.— DETERMINACIONESENZIMATICAS.

II.S.l.- Actividad de las enzimas desaturantes de ácidos gra­
sos.
La actividad de las enzimas desaturantes fue determi­

nada utilizando comosustrato los ácidos libres palmitico y li­
nolcico, para la A9 y la A6 desaturasas respectivamente siguien
do la-técnica descripta por Brenner (421, 373). Los sustratos ­

14) palmitico y (l-Cl4) linoleico (57 y 56 HCi/radiactivos (l-C
umol respectivamente, 99%puros) fueron diluidos con los respeg
tivos ácidos no marcados de manera de incubar 0,25 “Ci por cada
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tubo. La concentración de sustratos utilizada fue de 66 HM,a —

menos que otra concentración se indique. En los casos en que se
incubó una cantidad de sustrato menor, se mantuvo la misma can­
tidad de ácido marcado de manera de mantener la misma cantidad

de radiactividad para poder detectarla por radiocromatografía.
El volumen final del medio de incubación fue de 1,5 m1 y su com

posición la siguiente: sacarosa 0,25 M, buffer fosfato potásico
41 mHpH 7,0; N-acetíl cisteína 1,87 mM; NaF 4l mM; KCl 0,15 M;

ATP 1,3 mM; CoA 0,06 mM; NADH0,87 mM; MgCl 5 nm; y nicotinami2

da 0,33 mM.Los sustratos fueron agregados al medio de incuba­

ción disueltos en propilenglicol (10 ul de propilen glicol como
máximofueron agregados). La reacción se largó con el agregado

de los microsomas (5 mg de proteína microsomal por tubo), con —

excepción de los experimentos en los que se estudió el efecto —

de alcoholes alifaticos en los que se largó por el agregado de
los sustratos, y se incubó por 15minutos a 37°C con agitación ­

constante. Cuandose incubó a diferentes temperaturas, los tiem
pos de incubación fueron mayores a bajas temperaturas para man­

tener un nivel de conversión detectable. La reacción fue deteni
da por el agregado de 2 ml de KOH10% en etanol.

Las muestras fueron saponificadas a 80°C durante 45 ­

minutos en ambiente de N2. El medio fue acidificado con 0,5 m1
de HCl concentrado, y los ácidos grasos fueron extraídos por me
dio de tres extracciones con 2 ml de éter de petróleo (30-40°C
p.e.). El éter de petróleo fue evaporado y los ácidos grasos sc
esterificaron con 2 m1 de metanol-HCl 3 N anhidro a 64°C duran­

te 60 minutos bajo N El HCl y el metanol fueron eliminados —2.
por partición con agua y cloroformo comose indicó en la sec­
ción 11.4.2.

Los óstercs metílicos de los ácidos grasos fueron ana
lizados por radiocromatografía gas-líquido. Para esto se utili­
zó un radiocromatógrafo Packard equipado con un contador propo:
cional. Aquí los compuestos son separados en_la columna cromatg
gráfica (EGSS-X 15% sobre Chromosorb WAW80/100), mantenida a —
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180°C cuando se midió la conversión de 18:2 a 18:3 y a 160°C pa

ra determinar la conversión de 16:0 a 16:1. Comogas carrier se

utilizó argón, el que a su vez actúa comogas ionizable en la —
cámara del contador proporcional. A medida que son eluidos de —

la columnaeromatográfica, los ésteres metílicos de los ácidos

grasos son oxidados a C02 y "20 en un horno de combustión a
900°C con CuOcomo oxidante. A1 salir del horno de combustión,

el agua es retenida en un tubo con Mg(ClO4)2anhidro. Antes de
ingresar en la cámara de conteo, al C02 y Ar se les suma propa­
no seco en una proporción del 10%que actúa como gas extingui­

dor. El registro se realiza en forma diferencial en un registra
dor Honeywcll. El porcentaje de sustrato convertido en producto
fue calculado de las áreas de los picos obtenidas por triangula
ción. Con el porcentaje de conversión se calcula entonces, la

actividad enzimática en pmoles de sustrato convertidos por minu
to.

II.S.2.- Actividad del sistema de transporte de electrones.
La actividad de la flavoproteina citocromo b5 reductg

sa se determinó utilizando ferricianuro comoaceptor exógeno de

electrones (NADH-ferricianuro reductasa). La velocidad de redug
ción del citocromo bS por la citocromo b5 reductasa, por otra —
parte, fue determinada con citocromo c como aceptor exógeno de

electrones (actividad NADH—citocromoc reductasa). Estas activi
dades se determinaron espectrofotométricamente en un espectrofg
tómetro Carl Zeiss PMQII, equipado con un sistema automático —

de registro del cambio de densidad óptica en función del tiem­
po. La termostatización de las cubetas donde se llevó a cabo la
reacción se hizo con un termostatizador Lauda, a distintas tem­
peraturas entre S y 40°C, manteniendo la temperatura constante

dentro de i 0,2°C.
La actividad NADH—ferricianuroreductasa se determinó

siguiendo a 340 nm la oxidación del NAD“.El volumen final de ­

la reacción fue de 0,25 m1; y el medio de reacción contenía:
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buffer tris-acetato 50 nMpH 8,1; EDTAlmM; ferricianuro de pg

tasio 3,0 mH; NAD”0,12 nM; y micr050mas, entre 0,5-2,5 ug de

proteina por ml. La reacción se largó por el agregado del ferri
cianuro de potasio. Las pendientes de las curvas obtenidas (va­
riación de absorbancia con el tiempo) fueron convertidas en ve­
locidad de reacción utilizando un coeficiente de extinción de

0,22 mn"1 cm'1 (358).
Para la determinación de la actividad NADH-citocromo

c reductasa, se siguió en función del tiempo la reducción del —
citocromo c a 550 nm (358). B1 medio de incubación contenía:

buffer tris-acetato 50 nM pH 8,1; EDTAl mM;NAD“0,12 m“; citg

cromo c 0,08 mM;y microsomas O,5-2,5 Hg de proteina microsomal
por m1; en un volumen final de 0,25 ml. En este caso la reac­

ción fue largada por el agregado de NAD"y para el cálculo de ­
. . . . , . . . . -lactiv1dad se utilizo un coef1c1ente de ext1nc1ón de 18,5 m“

—1
cm .

II.5.3.— Actividad del siStema de la glucosa-Ó-fosfatasa.
La actividad de la G-ó-P fosfohidrolasa se determinó

por el método de Baginsky y col. (422), midiendo el fosfato li­
berado en la reacción con molibdato de amonio, usando ácido as­
córbico comoagente reductor. El medio de incubación contenía:

sacarosa 0,125 H; buffer cacodilato de sodio 25 mMpH 6,5; EDTA

0,5 mM; G-ó-P 25 mM; y 0,1 mg de proteina microsomal por ml.

El volumen final fue de 0,4 m1. La reacción se largó por el a­
gregado de los microsomas con excepción de los estudios del e­

fecto de alcoholes alifátieos en los que la reacción se largó
por el agregado del sustrato. Cuandose determinó la actividad
a menores temperaturas, el tiempo de incubación y/o la cantidad
de microsomas fueron incrementados hasta 15 minutos y 0,3 mg de‘
proteína por ml. La reacción fue detenida por el agregado de 2
ml de una solución de ácido trieloroacético 10%- ácido ascór­

bico 2%. De la misma manera se prepararon: un blanco de la mis­

ma composición con la excepción de que no se le agregó microso­



///
mas, un control en el cual los microsomas fueron agregados des­
puós de la solución tricloroacético-ascórbico (para descofitar ­
el fosfato proveniente de la preparación microsomal), y testi­
gos en los que en lugar de microsomas se agregaron cantidades ­
de fosfato conocidas.

Para la determinación del fosfato liberado en la reag
ción, las muestras se centrifugaron a 2.000 xg durante lO minu­

tos para preeipitar las proteinas; y 0,5 ml de sobrenadante fue
ron transvasados a otro tubo. A1 sobrenadante se le agregó en ­
este orden: 0,25 ml de molibdato de amonio 1%; y 0,5 ml de una

solución compuesta por arsenito de sodio 2% (p/v) - citrato de

sodio 2% (p/v) - ácido acético 2% (v/v). Esta última solución —
tiene la función de estabilizar el sistema, eliminando el exce­
so de molibdato de manera que este no pueda reaccionar con los

ésteres de fosfato, o con fosfato formadopor hidrólisis ácida
del sustrato. Se dejó desarrollar el color durante 20 minutos,
y entonces se leyó la densidad óptica a 700 nm.

Para determinar la actividad del componentehidrolíti
co del sistema G-Ó-Pasa (407), los microsomas fueron previamen­

te tratados con Triton X-lOOo con desoxicolato de sodio para —

romper la barrera de permeabilidad de las vesículas microsoma­
les. A 9 volúmenes de suspensión microsomal (5 mg de proteína/

ml), se le agregó un volumen de Triton X-lOO 1%o de desoxicola
to de sodio 111. Se dejó durante lO minutos a 4°C, y luego se
determinó la actividad de hidrólisis de G-ó-P de la mismamane­

ra que en microsomas intactos.

ll.5.4.- Curvas de Arrhenius.
Para construir las curvas de Arrhenius, las activida­

des enzimáticas fueron determinadas a distintas temperaturas —

entre 10 y 40°C. La temperatura fue medida con una exactitud de

i U,2°C, con un termómetro digital con el sensor sumergido en ­
una cubeta testigo en el caso de las determinaciones espectrofg
tométricas, o en un tubo testigo para las otras determinaciones



Las curvas fueron trazadas por el método de los cuadrados míni­
mos. Medianteel análisis estadístico de las regresiones, se ­
calculó el error standard y el intervalo de confianza del 95%—
para las pendientes de las curvas y las energias de activación
aparentes obtenidas de las mismas.

Il.5.5.- Latencia de la actividad manosa-ó-fosfatasa.
Aún las preparaciones microsomales no tratadas, con­

tienen dos tipos de estructuras: a) vesículas intactas y b) es­
tructuras rotas que carecen de una barrera de permeabilidad
(398, 399). La actividad de bajo Kmde la M-Ó-Pfosfohidrolasa,
únicamente es expresada en los microsomas rotos, ya que los mi­

crosomas"intactos" son completamente impermeables a la M-ó-P a
esta concentración (399). Así, la proporción de los dos tipos —
de estructuras puede ser fácilmente determinada midiendo la ac­

tividad M-Ó-Pasaantes y después del tratamiento de los microsg
mas con detergentes.

La actividad M-ó-Pasa fue determinada en microsomas ­

no tratados y en microsomas tratados con triton X-lOO 0,1% de —

la misma manera como se determinó la actividad G-ó-Pasa, con la

excepción de que la G-ó-P 25 mMen el medio de incubación fue ­

reemplazada por M-ó-P l mM.En algunos casos, se utilizó desoxi
colato de sodio 0,1% en lugar de Triton X-lOO, para romper la —

barrera de permeabilidad. El porcentaje de latencia es la pro­

porción de actividad que es expresada únicamente después de rom
per la barrera de permeabilidad de las vesículas microsomales,
y corresponde a la proporción de enzima que se encuentra en vc­
siculas "intactas".

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

crosomas sin tratar) XlOO
actividad de microsomastratados



Il.ó.- DETECCION DE LA “RANSICION DE FASE 01DEN-DESOJDEN POR

LIGHT SCATTERING (88).

El uso de este método para la detección de 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 lí­
pidos cambia del estado fluido al estado cristalino. Esto seria
debido al aumento del grado de empaquetamiento de las cadenas ­

hidrocarbonadas que acompañan a este cambio de estado.

La luz dispersada en un ángulo de 90°, fue medida en

función de la temperatura. Para esto se utilizó un espectroflug
rómetro Aminoo-Bowmany las mediciones se hicieron con ambos m2
nocromadores de excitación y de emisión a 400 nm. La temperatu­

ra fue regulada con un termostatizador Lauda y fue variada en­
tre 5 y 40°C a razón de 0,5—1°C por minuto. La temperatura fue

medida directamente en la cubeta con un termómetro digital con
salida para un registrador, 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 ambasregistra­
das continuamente en un registrador de doble canal Packard. Un

canal fue conectado a la salida del fotomultiplicador del espeg
trofotómetro, y el otro a la salida del termómetro digital. De­
bido a que la variación de temperatura no fue lineal con el
tiempo fue necesaria la transformación de las curvas obtenidas.
Además, por conveniencia para la comparación con las curvas de

Arrhenius, la intensidad de light scattering se graficó en fun­
ción 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

proteína/ml, en un volúmen de 1,5 ml. Para las determinaciones
en dispersiones de los lípidos microsomales libres de proteina,
los lípidos fueron extraídos comose indicó en la sección 11.4.
2, y los liposomas se prepararon haciendo una dispersión de 1,5
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mg de lipido por m1 de agua, sonicando 3 minutos a 32°C bajo un

flujo de N . Esta dispersión se diluyó 15 veces para hacer las
2

determinaciones.

II.7.— DETECCION DE LA TRANSICION DE FASE POR LA FLUORESCEN­

CIA DE N-FENIL-l-NAFTILAMINA (882 236).

La N-fenil-l-naftilamina presenta la propiedad de que

es altamente fluorescente cuando se halla en un medio hidrofóbi
co, pero su rendimiento cuántico es prácticamente nulo en un me
dio de alta polaridad como el agua. Además, este compuesto es ­

muysoluble en estructuras lipidicas en el estado fluido, pero

es bastante menos soluble cuando los lípidos se hallan en el es
tado ordenado. Asi, en dispersiones acuosas de estructuras lipí
dicas liquido-cristalinas, este compuestose particiona de mans
ra muyfavorable en la fase lipidica con respecto a la fase a­
cuosa, presentando una alta intensidad de fluorescencia. Cuando

los lípidos sufren un cambio de estado y forman una fase ordena
da, gran parte de la N-fenil-l-naftilamina es excluida de esos
dominios y pasa a la fase acuosa donde no es fluorescente. De
esta manera se observa una brusca disminución en la emisión de

fluorescencia al cambiar los lípidos del estado fluido al esta­
do cristalino.

Por encima o por debajo del rango de la transición de

fase, la intensidad de fluorescencia es dependiente de la tempg
ratura aún sin que haya un cambio de fase. La dependencia es de

tipo exponencial, y es rectificada graficando el logaritmo de ­
la intensidad de fluorescencia emitida en función 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 transición de fase.

Para la preparación de las muestras, a S ml de 1a sus
pensión microsomal conteniendo 0,5 mg de proteina por m1., se —
agregaron 5 ul de una solución metanólica de N-fenil-l-naftil­
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amina (lmg/ml), para dar una concentración final de 4,5.10_ H.
El contenido de metanol fue mantenido siempre debajo del 3%

(v/v) para evitar alguna influencia sobre la estructura de los
lípidos de la membrana. Las muestras se sonicaron en un sonica­

dor Ultrasonics por lO segundos a 0°C e incubadas durante lO mi

nutos a 37°C bajo N2, antes de hacer las determinaciones. Cuan­
do las determinaciones se hicieron con liposomas de los lípidos
microsomales, estos se prepararon comopara las determinaciones
de ligth scattering. La incorporación del marcador se realizó —
agregando la solución metanólica de N-fenil-l-naftilamina a una
suspensión de liposomas de 0,15 mg de lípidos por m1, de manera

que el marcador quede en una concentración final de 4,5.10_6M,

y entonces se incubó por 15 minutos a 42°C bajo N2.
La dependencia de la temperatura de la fluorescencia

emitida por la N-fenil-l-naftilamina fue medida en un espectro­
fluorómetro Aminco Bowmana una longitud de onda de 350 nm para

el monocromador de exitación, y de 420 nm para el monocromador

de emisión. Un filtro de NOZNa2,0 M, que deja pasar únicamente
la luz de longitud de onda superior a 390 nm, fue colocado a la
salida del monocromadorde emisión para eliminar la posible in­
tensidad debida a ligth scattering. El registro de las curvas —
se realizó de la misma manera que para las determinaciones de —

ligth scattering en un registrador de doble canal. Las curvas —
obtenidas de esta manera fueron convertidas en logaritmo dc la
intensidad de fluorescencia en función de la inversa de la tem­

peratura absoluta.

II.8.- POLARIZACION DE FLUORESCENCIA.

II.8.l.— Teoría general.
Las aplicaciones de la polarización de fluorescencia

a estudios de sistemas biológicos se han expandido rápidamente
desde el trabajo pionero de Weber (423). En todos estos estu­
dios se utilizan generalmente fluoróforos aromáticos, en los —
cuales los procesos de exitación y de emisión involucran dipo­
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los de transición electrónica exclusivamente. Estos dipolos de

transición presentan una orientación bien definida cn la molécg
la del fluorómctro. Cada banda de absorción tiene un determina­

do dipolo de cxitación, pero la fluorescencia está asociada ge­
neralmente a un único dipolo de emisión. Ambosdipolos, de exi­
tación y de emisión, están en el plano del anillo aromático dc
la molécula y están desplazados entre si por un determinado án­
gulo°<

Para una molécula individual del fluoróforo, ilumina­
da con luz monocromática totalmente polarizada, la probabilidad
de absorción es proporcional al coseno del ángulo formado entre
el dipolo de exitación y el plano que coincide con el campoe­
léctrico de la luz polarizada. Asi, la probabilidad de absor­
ción es máxima cuando cl dipolo de exitación está en el plano —

del campoeléctrico de la luz polarizada con que se exita, y es

nula cuando el dipolo dc exitación es perpendicular a dicho plg
no. De la misma manera, la probabilidad de que la fluorescencia
de una molécula individual del fluoróforo exitada, sea emitida
con cl plano de su campoeléctrico coincidente con la dirección
del dipolo de omisión cs máxima, y es nula la probabilidad de —

que sea emitida con cl plano de su campoeléctrico perpendicu­
lar a la dirección del dipolo de emisión. La probabilidad de ­
que la luz emitida tenga el plano del campoeléctrico orientado
a un ángulo determinado con respecto a la dirección del dipolo
de omisión es proporcional al coseno de dicho ángulo.

Para una solución del fluoróforo, la absorción solo —
puede ser polarizada si las moléculas presentan una orientación
preferencial. Si las moléculas están orientadas completamente —
al azar en un medio isotrópico, la absorción será completamente
depolarizada, e independiente de la dirección de iluminación.
Sin embargo, si una solución isotrópica del fluoróforo, es ilu­
minada con luz polarizada, debido a que son exitadas preferen­
cialmcnte aquellas moléculas que presentan una orientación ade­
cunda, la fluorescencia emitida puede ser parcialmente polarizg
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Comúnmente,la polarización de fluorescencia se mide
por medio de la exitación con luz monocromática polarizada ver­
ticalmente. La intensidad de emisión es detectada a un ángulo —

de 90° con respecto a la exitación, a través de un segundo pola
rizador (analizador), orientado paralelo (IN) o perpendicular ­
(Il) a la dirección de la polarización de la luz de exitación.
Los valores absolutos para la polarización de fluorescencia son
comúnmenteexpresados como IN/Il, P, o r, los cuales se definen
a continuación:

P I — I I I. — l . . .fl L = H/ 1' grado de polar1zac1ón de fluorescencia
In + I.L I/¡/I.L+ 1

r IN —14.: IN/Il - l 2 =anisotropía de fluorescencia
1/1 +ZI.L I/I/I-L+ 2 3-9

La intensidad de fluorescencia total está dada por: F = Ifl+ZIl
La polarización de fluorescencia emitida por un fluo­

róforo en un medio isotrópico depende del ángulo-Centre las di­
recciones de los dipolos de exitación y de emisión (propiedad —
caracteristica para cada fluoróforo), y de la pérdida de orien­
tación que sufren las moléculas durante el tiempo de vida del —

estado exitado. La pérdida de orientación, a su vez depende de
la velocidad de rotación de la molécula del fluoróforo y del —
tiempo de vida medio del estado exitado.

En una solución congelada, en la cual las moléculas ­
exitadas mantienen su orientación durante el tiempo de vida del
estado exitado, los valores de polarización limite son (48):

2 2 2
¿1” 2 cos °<+l 3 cos 0<— 1 = 3 cos a<— l 2:—————P°:_:—-—-—r‘°

2 2I°—L2-cosx coso<+3 5
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De estas ecuaciones se pueden calcular los limites en
tre los cuales puede variar la polarización limite en un medio
congelado. Comoen un medio fluido la rotación de las moléculas

contribuirá a una disminución de la polarización, los valores —
de polarización en cualquier medio siempre se encontrarán den­
tro de estOS limites:

En el caso en que los dipolos de absorción y de emi­

sión sean paralelos, comoocurre en el caso en que la exitación
se realice en la última banda de absorción del fluoróforo, lo —
cual ocurre en la mayoria de las mediciones de fluorescencia,

°C= O y los valores limites de polarización en un medio congela
do son:

1°///I°.L = 3 s P° = 1/231‘o = 2/5

Sin embargo, estos valores teóricos de polarización ­

limite son raramente alcanzados, debido a un gran número de eau
sas (424). Las ecuaciones anteriores son válidas únicamente
cuando la orientación de las moléculas del fluorófoforo es com­

pletamente al azar. En los casos de fluoróforos incorporados en
un medio anisotrópieo, como por ejemplo en membranas biológicas
o artificiales, el fluoróforo puedepresentar ciertas orienta­
ciones preferenciales dentro de la bicapa lipidiea. Sin embargq
la orientación de las mismas membranas en una suspensión acuosa

es completamente al azar, lo que hace que las ecuaciones ante­
riores sean válidas.

11.802.— Polarizaeión de fluorescencia en medios fluidos.
El análisis de la fluorescencia en sistemas dinámicos

puede ser realizado por mediciones del decaimiento de 1a pola­
rización de fluorescencia luego de una exitación con un pulso,
o por medio de determinaciones con una exitación continua. En —
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el segundo caso, el cual es el mas comúny el utilizado en nueï
tras experiencias, los resultados obtenidos son un promedio de

las caracteristicas de todo el sistema; en cambio las determina
ciones del primer tipo pueden dar información de la heterogenei
dad del sistema y en algunos casos permiten la resolución de —
subpoblaciones.

La depolarización rotacional de la fluorescencia ocu­
rre cuando las moléculas exitadas se desplazan de su orienta­
ción original durante el tiempo de vida del estado exitado. En
las mediciones con exitación continua, la ecuación que describe
la relación general entre la depolarización de la fluorescencia
de un fluoróforo y las propiedades hidrodinámicas del medio en

J

que se encuentran, es conocida como la ecuación de Perrin:

donde A, la velocidad de emisión, es la recíproca del tiempo de
vida medio del estado exitado7‘; y K es la constante de veloci­

dad de intercambio de orientación entre dos ejes definidos, y —
es la recíproca del tiempo de relajación rotacional f

Para una estructura esférica, el tiempo de relajación
rotacional_f está dado por 1a ecuación de Stokes-Einstein:

¡2;_3v_h 4
k T

donde v es el volúmenefectivo de la esfera, 7zes la viscosidad
del medio, k cs la constante de Boltzmann y T es la temperatura
absoluta. Por lo tanto al reemplazar, la ecuación de Perrin que
da:



Sin embargo, la estructura de los fluoróforos se ale­
ja bastante de lo que es una esfera, y tienen una serie de mo­
dos rotacionales, los cuales influyen de manera diferente en el
proceso de depolarización de la fluorescencia. Además, la con­
tribución de cada modode rotación puede variar a su vez consi­
derablemente al variar la velocidad de rotación. La ecuación de

Perrin puede ser escrita como:

o = l + C (r)-1LZ: 6
r 7L
la

donde C (r) es un parámetro que depende de la forma y del tama­

ño de la molécula del fluoróforo, y varia con el grado de pola­
rización. Asi, para una esfera, C (r) es constante c igual a
k/v, pero para casi todas las demásestructuras, C (r) no es ­
constante y puede variar considerablemente con r.

La ecuación de Perrin fue usada para la determinación

de f y de los parámetros hidrodinámicos relacionados, principal.
mente en proteinas (425). En principio, también puede ser usada

la determinación de 7vo72. La última posibilidad ha sido última
mente ampliamente explotada en estudios de la dinámica de es­

tructuras lipidicas naturales o artificiales. Para este propósi
to, un marcador fluorescente con propiedades espectrales bien —
conocidas (426) es introducido selectivamente en la región ana­
lizada y la polarización de fluorescencia del sistema marcado —
es medida por exitación con luz monocromática polarizada verti­
calmente. Con la ayuda de los demás parámetros en la ecuación ­

de Perrin, es posible calcular n‘, o mas especificamente, la ­
viscosidad promedio que se opone a las rotaciones del marcador
(microviscosidad).

11.9.2.— Viscosidad en estructuras liquido-cristalinas. Con­
cepto de microviscosidad.
La viscosidad de un liquido isotrópico es la fuerza —

friccional intermolecular que se opone al flujo. El coeficiente
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de viscosidadÏl, o simplemente la viscosidad, es definida como
la fuerza longitudinal por unidad de area f (dinas. cm—2)que ­

es requerida para mantener una diferencia de una unidad en la ­
velocidad de flujo (cm.seg_1) entre dos capas paralelas separa­
das por una unidad de longitud (cm):

En cl sistema c.g.s., la unidad de)? es l dina. seg/cmz, lo que
se define como l P (poise). La recíproca de la viscosidad es —

llamada fluidez fia=JJÜz, y sus unidades son P_1.
En estructuras liquido-cristalinas, comoen bicapas —

lipidicas, la verdadera viscosidad no es por supuesto isotrópi­
ca, y existen diferentes viscosidades a lo largo de cada eje de
simetría. Para relacionar estas viscosidades intrínsecas a la —
de un sistema isotrópico-macroscópico, es apropiado definir el

término "microviscosidad", 7? como la media geométrica de las ­
viscosidades aparentes a lo largo de los distintos ejes de simg
tría:

_ n

7? 4111- 7h )l/" 8

La microviscosidad debe ser tomada como un término o­

peracional que fue introducido para la aplicación de las ecua­
ciones hidrodinámicas clásicas a regiones fluidas microscópicas
como las bicapas lipidicas de las membranas. Comoha sido mos­

trado por Shinitzky y Barenholz (48), la simulación entre micro
- y macroviscosidad se sostiene excepcionalmente bien, lo que ­
da una gran ventaja práctica al término 71. En sistemas hetero­
géne0s, como son las membranas biológicas, la microviscosidad —
obtenida será un promedio de los distintos dominios, y por su­
puesto también dependerá de la partición del fluoróforo marca­
dor entre las diferentes regiones. El l,6-difeni1—l,3,5—hexa—
trieno (DPH), sin embargo, parece particionarse igualmente en­
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tre dominios fluidos y dominios ordenados (48), en cambio otros

marcadores comoel 12-(9-antroiloxi)—estearato se particionan —
preferiblemente en los dominios fluidos (427).

ll.8.4.- Cálculo de la microviscosidad del grado de polariza­
ción de fluorescencia.

Una determinación rigurosa de)? requiere de procedi­
mientos especiales para evaluar C (r) y'7“. En principio 'T'pug
de ser medidodirectamente por técnicas especiales, o indirecta
monte de la dependencia de la temperatura de la intensidad to­

tal de fluorescencia (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 dieléctrica y —
viscosidad similar a la de la región de la membranaen la cual

se ubica el fluoróforo. La viscosidad debe ser exactamente cono
cida en un rango amplio de temperatura.

Sin embargo, afortunadamente, la variación de C(r) o

de T'entre una serie de sistemas marcados con el mismofluorófg
ro con la temperatura es considerablemente menor que la varia­

ción dc ñ . Además, el incremento de la temperatura produce una
disminución en C(r) y Tvde tal manera que el producto T.71C(r)
permanece aproximadamente constante (48). Si la ecuación 6 es
reordenada de la forma:

p
r° -l Yl 9<—- 1) -—-—
r '1‘.TÏC(r)

, , . -1 . .podemosver que el temino (r°/r - l) puede ser utilizado como

un parámetro de microviscosidad, que puede dar información rola
tiva entre sistemas marcados con el mismofluoróforo, o para es
Ludiar la variación de ñ_con la temperatura. El factor T.TÍC(r)
ha sido evaluado experimentalmente (48), graficando (r°/r —l)_1

versus n para una serie de valores publicados para diferentes ­
tipos dc liposomas y membranasa diferentes temperaturas, las —



cuales fueron marcadas con DPH.Este gráfico dio una linea rec­

ta cuya pendiente C(r).T.T’dio 2,4 P. Si se substituye este va­
lor en la ecuación 9, se obtiene la expresión simple:

ii = 2,4 r 10

que permite estimar la microviscosidad de sistemas marcados con
DPH,midiendo únicamente la polarización de fluorescencia.

11.8.5.— Grado de ordenamiento estructural en las membranas.

Parámetro de orden ÁSDPH).

Según Shinitzky e Imbar (429), la pendiente del gráfi

co del log ñ VCNfluil/T, podria servir comouna indicación del
grado de orden en el interior de las bicapas lipidicas. Utili­
zando un fluoróforo planar (l-dimetilamino naftaleno-S-sulfoami
da), fue posible resolver los modosde rotación en y fuera del
plano, y la relación de las microviscosidades aparentes que se
oponen a ambos modos de rotación fue usada como una estimación

del grado de orden (430).

Ultimamente, mediciones del decaimiento de la aniso­
tropia de fluorescencia en función del tiempo en el orden de —
nanosegundos luego de un corto pulso de luz polarizada, en mem­
branas de lípidos puros (431-433), en membranasconteniendo co­
lesterol (434, 435) y en membranas biológicas (436, 437), han —

mostrado lo siguiente: Inicialmente, debido a la fotoselección

por la luz polarizada, los dipolos de emisión están orientados
cereanamente paralelos a la dirección de la polarización de la
luz de exitación (si se exita en la última banda de absorción),
y la anisotropia de fluorescencia es alta, cercanamcnte igual
al r° teórico. Debidoa la difusión rotacional del fluoróforo,
la orientación dc los dipolos de emisión llega a ser cada vez —

mas desordenada y la anisotropia de fluorescencia decae exponen
cialmente. En solventes isotrópicos comoaceites, la anisotro­
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pia de fluorescencia decrece hasta cero, pero en membranaslipi
dicas se alcanza un nivel finito roo, debido a que cl fluorófo­
ro no asume todas las orientaciones posibles con igual probabi­
lidad luego de un prolongado periodo de tiempo, indicando que —

la distribución final de los dipolos de emisión es anisotrópi­
ca. Asi, el valor de r-o da información sobre el ordenamiento ­
estructural de la membrana.

La relación roo/r°, que fue llamada el grado de "res­
tricción orientacional" por Kinosita y col. (438), fue poste­
riormente reconocida comoel cuadrado del parámetro de orden S,

(439, 440), deducido de estudios de ESR y NMR.Los valores de S

pueden depender de la técnica, del tipo y la localización del —

marcador. En sistemas marcados con DPH, SDPHse refiere a la pg
sición media del marcador a lo largo de las cadenas hidrocarbo­

nadas de los lípidos (441), opuestamentc a los parámetros de o:
den locales de un segmento particular de las cadenas hidrocarbg

nadas determinados por ESR y NMR,los cuales disminuyen hacia —
el final de la cadena de los restos acilos. Los valores de SDP”

calculados para liposomas de DPPC(439, 440), concuerdan con —

los valores de S determinados por NHRpara el segmento de los ­

carbonos 10-12 de las cadenas hidrocarbonadas, y se sugirió que
esta podria ser la localización de las moléculas de DPH.

El valor de ran, necesario para el cálculo del pará­
metro SDPH, puede ser determinado directamente por mediciones —

de decaimiento de la anisotropía de fluorescencia, para lo cual
son necesarios equipos sofisticados. Sin embargo, ha sido mos­
trado por Van Blitterwijk y col. (442), que rtx puede ser obte­
nido dc mediciones con exitación contínua. El decaimiento de la

anisotropia de fluorescencia puede ser expresado como:

r(t) = (r° —Foo) e—(t/f)+ roo ll

en la cual r° es la máximaanisotropía de fluorescencia obteni­

da en la ausencia de movimientorotacional del fluoróforo, ylf



es el tiempo de correlación rotacional para la reorientación —
del eje mayor de la molécula. La intensidad de fluorescencia to

tal sigue un decaimiento exponencial simple:

F (t) = 1/7v e't/Ï' 12

entonces, la anisotropía de fluorescencia con iluminación conté
nua es:

M

Lr(t) F(t) dt 13
S — ooj F(t) dto

lo cual da:

+ roo==r + ra. 14
S 1+T'/f

en la cual rf representa el componentecinético o de rápido de­
caimiento y rcn el componente de decaimiento infinitamente len­

to, que está determinado por la anisotropía o el orden estructu
ral de la membrana. Del gráfico de los datos experimentales de

rS y ron para una gran variedad de membranasbiológicas y arti­
ficiales marcadas con DPH,obtenidos de la literatura, pudo ob­

servarse que la resolución de rS en rf y re. es única en el sen
tido de que si dos membranas tienen el mismo rs, ellas tienen —

casi idéntico ra. (442). La contribución de r.° a r5 es nula pa
ra valores muy pequeños de rs, y llega a ser cada vez mas impor

tante al aumentar rs, hasta alcanzar el 100%del valor de rs pg
ra valores de rs grandes. En la región O,l3<:rS <.0,28, la cur­
va es lineal siguiendo la ecuación:

roo = 4/3 r —0,10 15
S

Así, los valores de r“, pueden calcularse con el valor de r‘ obb _
tenido de mediciones con cxitación contínua con la ecuacion 1€

para valores de r entre 0,13 y 0,28; o con la curva emplrica —
S
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de Van Blitterswijk y col. (442) para valores de 1-s qne caen ­

S ,
fuera de este rango. El parámetro de orden DPHes entonces cal
culado directamente de:

. 16

SDP“ = \l r“r‘o

donde r° es el valor de polarización limite del fluoróforo en —

un medio congelado. Para el DPHse han reportado valores de r°

de 0,395 (432); 0,390 (433); y de 0,362 (428). En nuestro caso
usamos directamente el valor teórico de 0,4 tal como recomenda­

ron Van Blitterswijk y col. (442).

11.8.ó.— Procedimiento experimental.
En estos estudios de polarización de fluorescencia se

utilizó DPHcomo fluoróforo marcador. Las ventajas del DPHpara

estudios en membranashan sido dadas por Shinitzky y Barenholz
(48). Este presenta un alto rendimiento cuántico en medios hi­
drofóbicos y una fluorescencia despreciable en medios acuosos,
comotodos los fluoróforos aromáticos; y es fácilmente incorpo­
rado en sistemas lipídicos. Sus caracteristicas espectrales
(ver sección lll-1.3.2) lo hacen muyventajoso para este tipo ­
de estudios.

Para realizar la incorporación del DPHen la membrana

microsomal, a menos que otra cosa se indique, l H1 de una solu­
ción de DPH10-3“ en tetrahidrofurano fueron agregados a 3,5 ml

de una solución de sacarosa 0,25 M-EDTA1,0 mM;agitando vigoro
samentet Esto produce dispersiones claras, estables y práctica­
mente no fluorescentes del marcador en un medio acuoso. Sobre ­

esta Se agregó una cantidad de suspensión microsomal contenien­
do 200 ug de proteína, y se completó a un volúmen de 4 ml con —

la solución de sacarosa-EDTA. De esta manera queda una concen­

tración final de 0,25 “H de DPHy de aproximadamente 2€ a 30 HH

en lípidos" Cuando se realizaron mediciones con liposomas de ­
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DMPC,se utilizó la misma concentración de DPH, y una concentra
ción de liposomas de 100 ug de lipido/ml; y los liposomas se ­

prepararon por sonicación durante S minutos a 28°C de 2 mg de —

DMPCen l ml de sacarosa 0,25 M-EDTA1,0 mM. La incorporación —

del DPHen la zona hidrofóbica de las membranas puede ser segui
da por el incremento en la intensidad de fluorescencia (sección
III.l.3.2). Se dejó agitando durante l hora a temperatura am­
biente y en oscuridad antes de hacer las mediciones. Conjunta­
mente con cada muestra se preparó un blanco exactamente de la ­

misma manera, con la excepción de que en lugar de 1a solución ­

de DPHse agregaron 2 H1 de tetrahidrofurano. Estos blancos si:

vieron para descontar la contribución del light scattering a la
señal de fluorescencia.

Las mediciones de polarización y los espectros de emi
sión y de exitación fueron realizados en un espectrofotómetro —
Aminco Bowmanequipado con dos polarizadores "glan" desmonta­

bles y ubicables en posición vertical u horizontal, uno a la sa
lida del monocromadorde exitación y el otro a la entrada del ­
monocromadorde emisión (analizador). Los espectros fueron re­

gistrados con un registrador x —y Hewlwtt-Packard, mientras ­
que el seguimiento de la intensidad de fluorescencia con el —
tiempo se realizó con un registrador Sargent Welch. La tempera­
tura fue mantenida con un termostatizador Lauda y medida con un

termómetro digital con el sensor ubicado en un lugar de la cube
ta sin que interfiera el haz de luz.

Para las mediciones de polarización se exitó a 352 nm

con luz polarizada verticalmente, y la intensidad de fluoresceg
cia fue medida a 435 nm con el analizador en posición vertical

(1”), o en posición horizontal (Ii). Una solución de NOzïa2,0
H fue utilizada comoun filtro que permite pasar únicamente la
luz de longitud de onda superior a 390 nm, la cual fue colocada

a la salida del monocromadorde emisión para disminuir la con­

tribución del scattering de la luz de exitación a la señal de —
fluorescencia que llega al fotomultiplicador. Sin embargo, a pg
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sar del filtro, fue necesario aplicar una corrección por light
seattering a 11/ e I_L; a las cuales se descontaron los respec­
tivos I/l e I¿_ de los blancos preparados sin DPH.

Dos tipos de errores en las mediciones de polariza­
ción son producidos por el light scattering (428). Uno es la —
contribución a la señal de fluorescencia por el scattering de —
la luz de exitacióno Esta contribuirá principalmente a un incrg
mento en I” , y se corrige fácilmente como se indicó. El otro —
error es debido al scattering de la luz emitida por fluorescen­
cia, el cual puede producir una depolarización adiciona] que —
puede ser importante en soluciones de gran turbidez, pero fue —
despreciable bajo nuestras condiciones de medición (ver sección
I11.l.3).

Fue necesario también aplicar una segunda corrección
debida a factores instrumentales de error. Unfactor de correc­

ción G, fue calculado exitando con luz polarizada horizontalmen
te y midiendo la fluorescencia con el analizador en posición hg
rizontal (Ihh) y vertical (Ihv) respectivamente. La relación
Ihh/Ihv es el factor de corrección G. Bajo condiciones ideales,
G seria igual a l. Sin embargo, debido a imperfecciones en la —
geometria de la celda y otros factores instrumentales puede ha­
ber una cierta polarización 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 —
cubetas, etc.; y fue de 0,92 en las condiciones normales de me­
dición.

La polarización y la anisotropia de fluorescencia se
calcularon de las siguientes ecuaciones:

_I// —G.I_L Ill —0.1.1.P=———-—— r=————
1/l + G.IJ. I// + 2.0.11.

donde I n e 1.; son las intensidades ya corregidas por la con­
tribución del light seattering. Conestos valores de anisotre­
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pia, se calcularon la 72 y el parametro DPH,mediante las ecua
ciones 10, 15 y 16 utilizando un valor de 0,4 para r° (442).

11.9.— DETEAHINACIONES DE RESONANCIA ELECTRONICA PAÍAHAGKETL

C_Ao

II.9.l.- Teoria general. Principios básicos.
La caracteristica básica de la resonancia electrónica

paramagnética es su capacidad para detectar electrones deSapa­
reados. La propiedad esencial detectada es el momentomagnético

asociado con el spin del electrón. La aplicación de un campo —
magnético externo a una muestra de una sustancia con electrones
desapareados divide a estos electrones en dos grupos: aquellos
con su spin alineado paralelo y aquellos con su spin antiparalg
lo a la dirección del campomagnético aplicado. Los electrones

son su momentomagnético alineado paralelo a la dirección.del ­
campomagnético tendrán su energia reducida en una cantidad 1/2

g{3.“, mientras que los alineados antiparalelos tendrán su ene:
gía incrementada en la misma cantidad, y se producirán dos nivg
les de energia (niveles Zeeman). Aqui 1/2 viene el número cuán­

tico del spin electrónico igual ali 1/2, el factorzs es llamado
el magnetón de Bohr que convierte las unidades de momento angu­

lar en momentomagnético, g es una constante adicional, el fac­

tor de separación espectroscópico, y H es la intensidad del cam
po magnético aplicado exteriormente.

Si conjuntamente con el campomagnético externo, sc ­

aplica una radiación electromagnética; esta será absorbida y se
inducirá la transición del nivel de energia inferior al supe­
rior, si se produce la condición de resonancia de manera que la
energia del cuanto de la radiación hv sea igual a la diferencia
de energia entre ambos niveles Zeeman, esto es:

hV : 3.6.” 1

Asi, los espectros de ESI pueden ser determinados igualmente ­
manteniendo fija la intensidad del campomagnético aplicado H,



y variando la frecuencia de la radiación electromagnética; o a

la inversa, manteniendo fija la frecuencia de la radiación y va
riando H. De esta última manera es como funcionan la mayoria de

les espectrómetros de ESA. De acuerdo con la ecuación l, la con
dición de resonancia se podrá cumplir con una radiación electrg
magnética de cualquier frecuencia, simplemente aplicando la a­
propiada intensidad de campomagnético. Sin embargo,la intensi­

dad de la absorción depende de la diferencia de población entre
los niveles y según la ley de Maxwell-Boltzman, la distribución
de población está dada por la diferencia de energia entre los —
niveles a una dada temperatura:

El z c- hV/kT 2

Asi, para aumentar la intensidad de absorción y la sensibilidad
del método, Kl/NZ se hace lo mas grande posible utilizando al­

tas intensidades de campomagnético y radiación de alta frecuen
cia. Algunos espectrómetros funcionan en la región de radiofre­
cuencia, y otros mas sensibles en la región de microondas.

Para un electrón completamente libre con ningún movi­

miento orbital, en el cual todo su momentoangular surge de su

spin, el factor g de la ecuación l es de 2,0023. Un gran número
de radicales libres, en los cuales el electrón tiene un orbital
¡molecular ¡nnpliamente deslocalizado, tienen valores de g; cerea­
nos a este, indicando muypoco acoplamiento a un orbital atómi­
co. Por otro lado, si el electrón se está moviendoen un orbi­
tal atómico asociado con un único átomo, puede poseer un consi­
derable momentoangular orbital, y g estará dado por:

J(J+l) + S(s+1) —L(L+1) 3

2J(J+l)
g J l +

donde J, S, y L son los números cuánticos que definen el spin —

total y los momentosmagnéticos orbitales. Si el electrón desa­
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pareado no está asociado con un átomo libre, sino con un átomo

contenido en una red cristalina sólida o en una estructura mole
cular, comocasi siempre es el caso, los camposeléctricos ac­
túan sobre los estados de los orbitales y pueden alterar radi­
calmente sus energias, y por lo tanto la ecuación 3 ya no es a­
plicable (443).

Varios tipos de interacciones pueden ocurrir en un —

sistema paramagnétieo. Estas se pueden manifestar dependiendo —
de la naturaleza del sistema y del medio en el que se ha]1a.Las
interacciones magnéticas puedenser intra- o intermoleeulares,
sin embargo estas últimas pueden ser evitadas usando muestras ­

en las que las moléculas paramagnéticas están suficientemente —
diluidas en una sustancia diamagnética. Una interacción Zeeman
pura producirá únicamente dos niveles energéticos, por lo que —
el espectro de E81 consistirá de una única linea de absorción —
correspondiente a la transición del nivel inferior al nivel su­
perior. Ademásde las interacciones Zeeman, pueden ocurrir in­
teracciones entre el electrón y los momentosmagnéticos del nú­
cleo (acoplamiento hiperfino), y en el caso de moléculas con —
mas de un electrón desapareado ocurren interacciones entre sus

spins. En ambos tipos de interacciones se puede producir una se
paración (splitting) en varias lineas de absorción. Las interag
ciones entre los spin electrónicos no serán diseutidas aqui, ya
que los sistemas normalmente usados en técnicas de marcación ­

son moléculas con un único electrón desapareado (radicales li­
bres).

La separación hiperfina surge de la interacción del ­
electrón desapareado con el momentomagnético del núcleo de al­
gún átomo con el cual su órbita esta asociada. Si bien no todos
los núcleos poseen spin y momentomagnético no nulo, los que lo
poseen incluyen un gran número de átomos que son constituyentes

normales de compuestos bioquímicos, comoH (I=l/2), (1:1), y
’). . , 1F (l=l/2). El carbono y el ox1geno en sus isotopos normales C

lo . . . , 13 17 .O tienen spin nuclear cero, pero los isotopos C y O tle
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nen spin nuclear de I=l/2 e I=5/2 respectivamente. Si el elec­
trón desapareado esta confinado a un orbital atómico asociado —

con un solo átomo, entonces las interacciones serán con el mo­
mento magnético de ese átomo en particular. En el caso de elec­
trones desapareados que se muevenen orbitales moleculares al­
rrededor dc varios átomos, la separación hiperfina puede ser ­
producida por la interacción con varios núcleos diferentes. La

estructura de múltiples lineas del espectro de ES: surge del he
cho que el momentomagnético del spin del electrón interactuan­
do con el núcleo, "siente" un campomagnético total diferente ­
dc acuerdo a cual de las 2I+l orientaciones posibles es asumida

por el spin nuclear en el campomagnético estático. Para un e­
lectrón desapareado interactuando con un núcleo de spin 1, se ­
producirá la separación de cada nivel Zeemanen ZI+l diferentes
subniveles. Solo son posibles las transiciones electrónicas que

conservan el spin nuclear (AMI=O),y asi el espectro dc ESI con
sistirá de 21+l líneas de absorción.

Una valiosa información sobre el medio ambiente que —

rodea al electrón desapareado puede ser obtenida del ancho de ­

las líneas de absorción. Existen dos tipos principales de inter
acciones que pueden contribuir al ensanchamiento de las lineas
dc absorción: las "interacciones spin-lattice" y las "interac­
ciones spin-spin". El primer tipo representa las interacciones
que pueden tener lugar entre el electrón desapareado y su medio
ambiente, ya sea la red cristalina o el resto de la molécula en
la que se halla. Estas interacciones son responsables de que la
energia captada de 1a radiación electromagnética por el elec­
trón se relajo en el medio o en el sistema molecular, y hace ­
que c1 proceso de absorción sea continuo. Este proceso de rela­
jación spin-lattice acorta el tiempo de vida de los niveles mag
nóticos. De acuerdo con el principio de incertidumbre de Hciscm

berg, si un sistema mantiene un estado particular por un tiempo
no mayor que At, la incerteza en la energia del estado no puede
ser mcnor que AEzh/At, y por lo tanto estos procesos produci­
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rán un ensanchamiento de las lineas espectrales. El tiempo de —

relajación longitudinal o spin-lattice T1 es definido comoel —
tiempo que le lleva al electrón para perder l/e de la energia —

que recibió de 1a radiación electromagnética, y est¿ inversamen
te relacionado con el ancho de la linea espectral. Sin embargo,
en condiciones de baja intensidad de radiación electronagnéti­
ca, para evitar problemas de saturación, los anchos de las li­
neas son causados por otros tipos de mecanismos que modulan la
energia de los niveles sin causar transición entre ellos. Estos
procesos mantienen constante la energia Zeemantotal en contras
te con los mecanismosde relajación spin-lattice y están carac­
terizados por un "tiempo de relajación transversal" T2. Estos —

,

procesos producen una curva de absorción Lorentziana en el es­
pectro de ES}, del cual puede ser obtenido T2:

1/T2 = ( 3/2)¿ 4

donde Á es la distancia pico a pico de la curva derivada, que —
corresponde al ancho de la linea de absorción en los puntos de

máxinul pendiexúnz.

Las interacciones spin-spin agrupan a todos los meca­
nismos mediante los cuales los spin pueden intercambiar energia
entre ellos mismos. Tales interacciones pueden producir un en­
sanchamiento en la línea de absorción ya sea por acción directa
de los spins entre si, o por la inducción de un menor tiempo de
vida de los estados de spin. Una de las principales interaccio­
nes de este tipo es la interacción dipolo-dipolo ordinaria, la
cual puede considerarse equivalente a 1a interacción clásica de
dos barras magnéticas. Asi, cada uno de los electrones desapa­
reados reaccionará no solo al campomagnético aplicado externa­
mente, sino también al campoproducido por los otros electrones
desapareados. otro tipo de interacción que conduce a un ensan­
chamiento de la linea de absorción son el intercambio de ener­

gia que ocurre por coliSiones entre moléculas paramagnéticas.
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Estas interacciones son despreciables si la molécula que presen
ta el electrón desapareado está muydiluida en un solvente dia­
magnético. Pero pueden ser importantes a altas concentraciones

de la sustancia paramagnética. El intercambio de energia por c2
lisiones constituye 1a base del métodoutilizado en este traba­
jo para la determinación del coeficiente de difusión lateral.

II.9.2.— Efecto de la movilidad y el orden sobre el espectro.,\_
de ESR.

Los espectros de moléculas paramagnéticas en solución
difieren de aquellos para las mismas moléculas ordenadas en una
estructura cristalina. La separación hiperfina consiste básica­
mente de dos tipos de interacciones. La primera puedezsemejarse

con la clásica interacción dipolo-dipolo entre los momentosmag
néticos del spin electrónico y el spin nuclear. Esta interac­
ción tendrá una variación angular dada por (3 cosze - l), y va­
riará de un máximo de 2 a un minimo de —l al variar el ángulo ­

de O a n72. El segundo tipo de interacción es conocida como la

interacción de contacto o de Fermi (19, 443), la cual es casi —
independiente del ángulo entre el campomagnético aplicado y la
particular orientación molecular. Estas interacciones estarán ­
presentes para cada núcleo cercano al sitio donde se encuentra

el electrón desapareado, y en el estado sólido se tendrá una su
made todas estas interacciones. Asi, en una estructura crista­
lina con las moléculas paramagnéticas perfectamente orientadas,
tanto el valor de g comola separación hiperfina dependerá del
ángulo entre la dirección del campomagnético aplicado y 1a del
eje del campoeléctrico interno de 1a estructura cristalina u —
otro elemento determinante de simetría. Por lo tanto, al rotar
el cristal en el campomagnético aplicado se obtendrán diferen­
tes valores de la intensidad de campode resonancia para las li
neas de absorción, y diferente separación entre los componentes
hiperfinos. Si por el contrario, las moléculas están orientadas
completamente al azar en un medio sólido o de muy alta viscosi­
dad, el espectro de ESRserá la suma de los espectros individua
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les para cada posible orientación y así se observará un'gran en
sanchamiento en las lineas de absorción.

En el caso de una solución al estado líquido, las mo­
léculas están orientadas al azar con respecto a las otras molé­
culas y con respecto a la dirección del campomagnético aplica­
do. Podria suponerse que al promediarse al azar las diferentes
posiciones de resonancia para las lineas de absorción y las di­
ferentes separaciones hiperfinas asociadas, se produciría un es
pectro despanramado 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 promediación que resulta súmamen­
te útil. En el estado líquido, todas las moléculas se están mo­
viendo rápidamente, de manera que las moléculas cercanas a un ­
determinado electrón desapareado cambian de posición rápidamen­
te y usualmente en un tiempo mucho mas cortgfiñue el requerido ­

para la transición del spin electrónico. Esto hace que 1a con­
tribución del entorno al campomagnético experimentado por el —

electrón desaparcado sea en efecto, un promedio de todas las in
teracciones producidas por las diferentes moléculas que estaban
instantáneamente presentes en el curso de la transición del
spin. Un promedio de (3 cosze —l) tomado sobre todos los ángu­

los posibles será de hecho igual a cero. Por lo tanto, si la m2
vilidad de las moléculas paramagnéticas es suficientemente rápi
da,'todos los electrones desapareados experimentarán un mismo­
campodipolar producido por su entorno, el cual ha sido prome­
diado a cero por tales movimientos.

De esta manera el ancho de las lineas de absorción ­

puede ser ampliamente reducido por este efecto de la movilidad,
y esto explica por que de soluciones líquidas pueden obtenerse
espectros con muyalta resolución, mientras en los espectros de
los mismoscompuestos en sólidos no orientados se observan li­
neas de absorción muyanchas. Condiciones intermedias de movili
dad, de manera que las reorientaciones ocurran en un tiempo com
parable con el tiempo requerido para 1a transición del spin,
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producirán espectros intermedios. Estas son las razones que ha­
cen que los espectros de ESRde sustancias paramagnéticás sean

sensibles a la movilidad y al grado de orientación de las molé­
culas.

En ausencia de interacciones intermoleculares spin­
spin, la energía de los distintos niveles está dada por la Ha­
miltoniana (47):

A.n I
0Q“

A = ­df=6eüÉg+gTï+ónH

donde el primer término representa a las interacciones Zeeman,
el segundo se debe a la interacción hiperfina, y el tercero re­
presenta la interacción entre el spin nuclear y el campoaplica
do y es despreciable bajo las condiciones usuales. En la ecua­
ción 5 , el vector ñ es el campo magnético aplicado,¿3e y/311 —

o z \ . =son los magnetones electrónico y nuclear respectivamente, g es
I o A y D o Ael tensor electronico, S es el operador spin electrónico, I es

el operador spin nuclear, y É es el tensor de acoplamiento hi­
perfino. Si se define un sistema de coordenadas, los componen­
tes de los tensores E yt? en las tres principales direcciones
(g ,g ,g ,T,T

xx yy zz x yy’
la sustancia paramagnética en cristales de una sustancia diamag

y Tzz) pueden calcularse introduciendo

nética, y determinando el espectro de ESRen las tres orienta­

ciones principales con respecto al campomagnético aplicado. C9
nociendo estos componentesprincipales, se puede calcular el va
lor esperado de g y de la separación hiperfina para cualquier ­
orientación (19). Esta anisotropia en É ylï son 1a base del cál
culo del parámetro de orden S en membranas (444).

Si una molécula paramagnética en un solvente isotrópi
co sufre un movimiento isotrópico rápido en comparación con el
tiempo de la transición spin-spin, puedenser desarrolladas e­
cuaciones relativamente simples para calcular el tiempo de co­
rrelación 7“ para la rotación de la molécula, directamente del
ancho de las lineas de absorción (47). Cuando el movimiento es



muylento, otro método relativamente simple para el cálculo de
‘T'es posible (c7). El tiempo de Correlación rotacional puede —
ser usado para calcular la microviscosidad aparente del medio ­
dc acuerdo a la ecuación de Stokes-Einstein, aunque esto solo —

será rigurosamente válido cuando el tamaño de las moléculas mar
cadoras cs bastante mayor que las moléculas del solvente (47).

La condición de movimiento isotrópico, sin embargo,

raramente es aplicable. Aúnpequeñas moléculas en medios isotrá
picos pueden sufrir un movimiento isotrópico (47, 445, 446), y
asi será caracterizado por al menosdos tiempos de correlación,
uno que caracteriza el movimientoalrrededor del eje principal
de la molécula, y otro que caracteriza el movimiento de dicho ­
eje (445). Otras posibles complicaciones para calcular 7“'han ­
sido dadas por Schreier y col. (47). Estas complicaciones hacen

inaplicable la derivación de valores de visfnsidad de los tiem­
pos de correlación. Además, en sistemas de membranas el cálculo
de los tiempos de correlación será inexacto debido al ordena­
miento molecular, lo cual contribuirá a errores en el cálculo ­
de 7“. Asi, generalmente otros parámetros mas útiles que 7N'son
calculados para caracterizar la fluidez de membranasbiológicas
y artificiales.

II.9.3.— Radicales nitroxilos.
Los radicales libres que contienen un grupo nitróxido

con un átomo de N unido a un carbono terciario forman los marca
dores de ESRmas adecuados (19), ya que tienen una gran estabi­
lidad y presentan un espectro que varia con la orientación del
radical. Estos radicales tienen la siguiente estructura:

x R
1 CH

‘3C\¿ cï/ 3
u gC/ \I;‘1/ \CH

O
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Los cuatro grupos metilos ejercen un efecto protector que le ­

confieren una gran estabilidad. El espectro de ESRde estos com
ponentes comprendetres lineas hiperfinas que resultan del aco­
plamiento del spin del electrón deSapareado con el spin nuclear
del x (1:1).

Radicales nitroxilos han sido unidos a una gran varig
dad de compuestos con diferentes estructuras y propiedades. Pa­
ra estudios en membranas,el grupo 4-4-dimetil-N-oxil oxazolidi
na:

es generalmente utilizado unido a acidos grasos, ésteres de áci
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-Oy el eje z a lo largo del orbital 2p1r
del N, para muchosnitróxidos, los componentes de los tensores
g y T a lo largo de las direcciones x, y, y z, generalmente ­

son: gxxzz,oo9; gyy22,006; gzzz 2,002; Txszyyzó G; Tzz
2132 G (47). Estos valores pueden diferir en alguna extensión

de un compuesto a otro con este radical, y también dependen de
la polaridad del medio ambiente (19).

II.9.4.— Parámetro dc orden S.

El parámetro de orden S en membranas ha sido definido

comouna medida de la distribución de las orientaciones molecu­

lares en relación a un eje de referencia (47), el cual es gene­
ralmente elegido comoperpendicular al plano de la membrana,

S = S3 coszfia - 12 6
2

siendo/3 el ángulo entre la perpendicular a la superficie de la
membranay la dirección del eje z (a lo largo del orbital 2pTr
del K) del grupo nitroxilo. Debenotarse que la derivación del



parúmotro de orden no involucra la velocidad de movimiento de —
s murca<ores aramarné icos a u s s son su icien elo I p p t , y sume e e to f t

mente rápidos en relación al tiempo de la transición spin-spin.
Ha sido mostrado que el parámetro de orden S, en bicn

pas orientadas y cuando el eje z es paralelo al eje molecular —
(comoocurre en los doxil-ácidos grasos), puede ser calculado —
de (444):

S T7/ - TCL 7

' T + T 2
Fzz ( xx yy)/

donde TWy rü. son las separaciones hiperfinas medidas con la —
perpendicular a la superficie de la bicapa paralela y perpendi­
cular respectivamente a] campomagnético aplicado. Si los valo­
res principales del tensor T no se conocen en el sistema bajo ­
estudio, se pueden usar los valores de otro sistema, multipli­

cando por un factor dc corrección por polaridad aN/afl donde aN
__ a u v1 ql: I I .- 1/0 (in 1"yy Jn) y! 1/3 (T//+ 2 TL) (75)

En dispersiones de lípidos 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 campoaplicado. Aunquehay una distribución macroscópi
camente isotrópica de los lípidos, el espectro es dependiente —
del ordenamiento local presente en la bicapa. En este caso, se

pueden estimar IWy T3 de la separación de las lineas de abso:
ción. La distancia entre el primer máximoy el último minimo de
la primera derivada del espectro es una muy buena estimación de

2 TUI para parámetros de orden superiores a 0,2 (19). La distan
cia entre cl primer minimo y el último máximo, por otro lado,
es una estimación aproximada pero no exacta de 2 Tfi., y la di­
vergencia se hace mayor al disminuir S (19). Esto hace que el —
cálculo de S dc la separación de las lineas de absorción sea i­
nexacta cn muestras con bajo grado de orden. En sistemas muy o:
dcnado,, el último máximono está bien definido, y esto imposi­



bilita la aplicación del métodopara S>’O,S. Existen otras ma­
neras de calcular S en estos casos, pero exigen mediciones a —

tvmperaturas tan bajas como-196°C (19)­

II.9.5.— Procedimiento egperimental.
Comomarc ’ores se utilizó ácido esteárico con el grs

po doxilo (4,4 dimetil-N—oxil oxazolidina) unido en el carbono
5 o en el 16 de la cadena hidrocarbonada (5- y 16-doxil esteá­

rico). Los marcadores fueron disueltos en etanol (2.10- M) y
agregados a una suspensión microsomal en buffer fosfato 41,7 mM

pd 7,4; sacarosa 0,2; H; kCl 48,6 mMy MgCl 1,6 mMpara dar una
concentración final dv 2.10-4 M. Las muestras fueron sonicadas

por unos segundos a 4°C bajo atmósfera de N e incubadas por 452

minutos a 37°C en oscuridad y bajo H . Posteriormente las mues­2

tras fueron inmediatamente enfriadas a O°Cy mantenidas a esta
temperatura hasta el momentode las determinaciones de los es­
pectros (antes de las 24 horas). La concentración final de pro­
teinas fue de 20 mg/ml y la relación en peso del marcadór a li­

pido fue de aproximadamente 0,012. A esta relación, Sackman y
col. (69) mostraron que las interacciones spin-spin son despre­
Ciables.

Para asegurar la incorporación del marcador, los mi­
crosomas incubados con estos fueron recentrifugados a 100.000
xg por 60 minutos. E1 sobrenadante fue separado y el precipita­
do resuspendido en la solución de buffer fosfato. La compara­
ción de las intensidades de los espectros de ESRde ambas frac­

ciones mostró que mas del 90%del marcador se incorporó en los
microsomas.

En algunos experimentos, los lípidos de los microso­
mas marcados con los ácidos doxil-esteáricos fueron extraídos —

por el método «n Folch (417), sonicados en la solución de buflbr
fosfato, y el espectro de ESRfue registrada:-B

Los espectros fueron registrados a distintas tempera­
turas entre 4 y 45°C, en un espectrómetro Varian 4501 con un ­
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klystron remo fuente de radiación de microondas, y equipado con
un control de tempermtura variable V 4540. La temperatura fue —

medida con una exactitud de i 0,2°C con un termómetro digital —
con transductor de estado sólido. La intensidad dc campomagné­

tico fue d»l orden de los 3910 gauss, la constante de tiempo de

0,3 y el sweeping range de 250.
Cálculo del parámetro de orden S: Estos fueron calculados de ­
los espectros del ácido S-doxil esteárico incorporado en los mi
crosomns o en los lípidos microsomales de acuerdo a la ecuación
7. Comolos valores de los tensores T no son conocidos en nues­

tro sistema (microsomas de higado de rata), como fue recomenda­

do por Schreicr y col. (47), utilizamos los valores del sistema
de Seelig (442) T =T = 6,1 Gauss T = 32,4 Gauss. Sin embar­xx yy zz

G

go fue necesario multiplicar la ecuación por el factor de co­
PPCC,iÓI 'or olarid d r " donde a = 1 T +T +T =

C l P p a aN/ d ’ N /3 ( xx yy zz)
14,9 Gauss y al = 1/3 (T7¡+ 2 TCL). 2 T77 fue estimada de la se

paracíón entre el primer minimo y el último máximo y 2 TLLse es
timó de la separación entre el primer máximoy el último mini­
mo.

Espectros del ácido ló-doxil esteárico: Debido al bajo grado de
ordenamiento en la región de la membrana "sentida" por el ácido

ló-doxil csteárico, v1 parámetro de orden S no pudo ser calcula
do, ya que la separación entre el primer máximoy el último mí­
nimo en este caso no es una buena estimación de 2 TLL. Con este

ácido, la fluidez de la membranafue caracterizada por la rela­
ción GLtPClas intensidades de los picos<b medio y alto campo ­
ho/h-l.

ll.9.).— Determinacióndel coeficiente de difusión lateral del
ácido 5-doxíl esteárico.
Para estas determinaciones se utilizó el método de —

Sackmanny col. (69), cl cual se basa en 1a consideración de ­
que la velocidad de difusión lateral de las moléculas lipidicas
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está directamente relacionada con el número de choques por uni­

dad dc tiempo entre particulas difundiendo libremente. Un pará­
metro conveniente para medir esta difusión es el ensanchamiento
del cspcccro dc ESI producido por el intercambio de energia por
colisiones entre moléculas paramagnéticas marcadoras. Esta in­
teracción causa un ensanchamiento detectable del espectro a re­
laciones molares de label a lipido mayores de 0,025.

El ancho de la linea central (AH)del espectro del ­
ácido S-doxil cstcárico incorporado en membranaspuede ser ex­
presado c0mo:

A11 = A110 + Ahdip + AHex 8

donde ¡AMOcs el ancho de linea cuando las interacciones entre

los marcadores son despreciables, es decir cuando la sustancia
paramagnética está muydiluida, y se tomó para este el valor de

do por Sackmann y col. (69) de .AHo= 4 gauss;ÁHdip es el ensan
chamicnto de linea debido a las interacciones dipolo-dipolo, y
se tomó para esta cl leOP de 1 gauss dado por los mismos auto­
res (69). Dc estos datos se calculó 1a frecuencia de intercam­
bio (Hex) por la ecuación (69):

Y 6

Wex = 1,4 . 10 . AHex 9

La frecuencia de intercambio Wexha sido relacionada a la rela­

ción molar de marcador a lipido c por la siguiente ecuación
(69):

L _ 4 dc Ddiff c 10.ÍCX- ——“"—- _—
3 F A 1 + c

donde F es el 'zrea por molécula de lipido, dc es 1a distancia
critica para que sc produzca la interacción de intercambio, y
).es la longitud de un salto difusional. Todosestos parámetros
han sido evaluados por Traüble y Sackmann (84) y por Chapman y
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col. (447), y la ecuación fue convertida a:

Wex = 3,5 . 1014 Ddiff c/1+c 11

Wexes medida en Hz y Ddiff tiene las dimensiones de cmz/seg.

Esta ecuación es lineal, por lo que midiendo Wexde ¿Hex es po­
sible graficar Wexen función de c/l+c y calcular Ddiff de la ­
pendiente.

El espectro de ESRfue registrado a tres diferentes ­
relaciones de marcador a lípido. La relación molar c fue calcu­
lada, con el peso molecular promedio de los lípidos microsoma­
les obtenido de la composición lipidica y de la composición de
ácidos grasos determinadas comose describió en la sección II.
4.2.

II.10.— INCORPORACION DE LIPIDOS EXOGENOS EN MICROSOMAS.

Para modificar la composición lipidica de los microsg
mas, se utilizaron tres métodosdiferentes: fusión, substitu­
ción y solubilización-reconstitución. Los primeros dos métodos
son leves modificaciones de los descriptos por el grupo de Met­
calfe y col. (237, 239, 448).
a) Fusión: En este caso los microsomas (30 mg de proteina/m1) —
fueron incubados durante 30 minutos a 3Nt con cantidades varia­

bles de liposomas de DMPCen una solución de sacarosa 0,25 M;

KCl 0,75 H y buffer tris-acetato 50 mMpH 8,0. Los liposomas de

DMPCutilizados aqui fueron preparados esencialmente por el mé­
todo de Barenholz y col. (449), por sonicación de la DMPCen el

medio de incubación a 28°C (por encima de Tt) durante 12 minu­

tos, seguido de ultracentrifugación a 160.000 xg durante 120 mi
nutos, y descartando el precipitado y el tercio inferior del ­
ccntrifugado. Ha sido mostrado que por este método se obtienen

vesículas monolamelares de un tamaño bastante homogéneo, quedan
do en el tercio inferior del centrifugado los grandes liposomas
multilamelares(449).



b) EEBPLiLución: En este caso, los microsomas (30 mg dc proteí­
nn/ml) fueron incubados durante una hora a 2—4°C con diferen­

tes cantidades dc DHPCen una solución de sacarosa 0,25 H; ¿C1

0,75 H; ATP lO m“; HgSO4 10 mM; y buffer tris-acetato 50 mMpH
8,0 qnc contenía cantidades variables de desoxicolato de sodio.

Luego de La incubación, en ambos casos, fusión y subs
titucíón, los miCPOSUHAsfueron centrifugados a 100.000 xg du­
rante 1 hora, rcsuspendidos en una solución de sacarosa 0,25 M
EDTA1,0 mMpH 7,0 y rccentrifugando nuevamente, repitiendo —
tres veces estos lavados.
c) Solubi]ización-rcconstitución: En este caso los microsomas —

fueron diluidos a aproximadamente 10 mg de proteína por ml en —

una solución que contenía buffer tris-acetato 50 mMpH 7,5; di­
tiotreitol; KCl 1,0 H; glicerol 10%y desoxicolato de sodio
0,53. Se agitó durante 15 minutos a 2—4°C,y se centrifugó a

lOÓ.OÜOxg durante 1 hora y el pequeño precipitado fue descarta
do. El sobrenadantc fue mezclado con diferentes cantidades de —

DMPCo DPPCdisueltas en desoxicolato 0,5% y dializado durante

24 horas contra 10 volúmenes de tris-acetato 50 mMpH 7,5 y di­
tiotreitol 1,0 mH.El líquido de diálisis fue cambiadocada 8
horas. Luego dc la diálisis, la suspensión fue centrifugada a —
100.000 xg durante una hora y el precipitado resuspendido en ­

una solución dc sacarosa 0,25 M - EDTA1,0 mMpH 7,0.

Los porcentajes de ácido palmítico (16:0) y ácido mi­
rístico (14:0) exógcnos fueron utilizados comouna estimación —
dc la proporción de DPPCy de DMPC,respectivamente, que se in­

corporó cn los microsomas. El porcentaje de 16:0 exógeno fue ­
calculado dc la composición de ácidos grasos determinada por ­
cromatografía gas líquido con la siguiente expresión:

, 16_0 final % de 16:0 original xdc 16:0 exógcno = x o“
% de 18:0 original

S de 18:0 final



donde el % de 16:0 final y el % de 18:0 final son los porcenta­

Jos de csos ácidos en los microsomas tratados, y el % de 16:0 y
de 18:0 original son los porcentajes de esos ácidos en los mi­
crosomas originales antes de someterlos a los tratamientos. De
la misma manera se calculó el % de 14:0 exógeno, sin embargo,

ya que el contenido endógeno en 14:0 de los microsomas es muy ­

bajo, c1 de 14:0 exógeno es prácticamente el mismo que el %
de 14:0 final.

II.ll.- HlCROSCOPIAELECTRONICA.

Para los estudios de microscopía electrónica, el mate
rial fue fijado en tetróxido de osmio 1%durante 90 minutos,
deshidratado en etanol y fijado en araldite. Secciones ultrafi­
nas fueron montadas en rejillas de cobre y teñidas con uranil —
acetato y citrato de plomo. Las preparaciones fueron observadas
en un microscopio electrónico Elmiscop I.

IIJ12.— MODIFICACION DE LA FLUIDEZ DE LA MEMBRANAPOR LA IN­

CORPORACION DE ALCOHOLES DE BAJO PESO MOLECULAR.

Para estos estudios se utilizaron n-butanol e isoami­

lol (CH3)2CH-CH2—CH2—OH.Estos alcoholes se incorporan espontá­
neamente y rápidamente en la membrana, 10 cual pudo ser seguido

por las variaciones producidas en 1a polarización de fluoresceg
cia cuando los microsomas fueron marcados previamente con DPH
(sección III.4.1). Para las determinaciones enzimáticas los a1­
coholes fueron agregados junto a los microsomas directamente al
medio de incubación, y luego de 3 minutos las reacciones fueron
largadas por el agregado del sustrato.
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CAPITULO III: RESULTADOSY DISCUSION.

III.1.— ESTRUCTURA Y ACTIVIDAD ENZIMÉÏIQA DE MICROSOMAS DE —

HIGADO DE RATA.

lII.l.l.— Composición lipídiga:gg 1a membranamicrosomgl.
La composición lipídica de los microsomas de hígado —

de ratas aislados comose indicó en la sección II.3. se muestra
en la tabla I. Puede verse en ella que los constituyentes mas ­
importantes son PC y PE. Ademásde fosfolípidos, los microsomas
obtenidos de esta manera también contienen cantidades importan­
tes de colesterol y de triglicéridos.

En la tabla II se muestra la composición de ácidos —

grasos de los lípidos microsomales, y en ella se puede ver la —
presencia importante de ácidos grasos saturados comopalmítico

y esteárico y de una abundante cantidad de5Écgdosgrasos insatu
rados comoaraquidónico, linoleico y oleico.

III.1.2.— Determinaciones de resonancia electrónica paramagnéti
22'

a) Movilidad de las cadenas hidrocarbonadas.
La primera derivada del espectro de ESRdel grupo do­

xílo consiste de tres líneas; de alto, medio y bajo campo. Si ­
el grupo doxilo puede moverse libremente en cualquier dirección
como ocurre cuando sc halla en un medio isotrópico comometanol

a temperatura ambiente, las tres líneas son angostas y tienen a
proiimadamente la mismaaltura. La movilidad del radical libre

es muyrestringida si se encuentra en un medio congelado, y en

este caso la distancia entre las líneas externas y la línea cen
tral aumenta mucho, y a su vez estos picos externos se encuen­

tran distorsionados (450). Cuandoel ácido esteárico es incorpg
rado en microsomas o en dispersiones de lípidos microsomales,
muestra un espectro intermedio (figuras 6 y 7).

En la figura 6 se ilustra 1a derivada del espectro ­
de ESAdel ácido ló-doxil esteárico incorporado en microsomas ­

de hígado de rata, y es comparado con el espectro del mismo ma:
cador en los lípidos extraídos de los microsomas y del marcador



TABLA L

COMPOSICION LIPIDICA gg MICROSOMAS25 HIGADO 2g RATA

LIPIDO PORCENTAJE EN PESO

FOSFATIDILCOLIN. 34,1 i 1,5

FOSFATIDILETANOLAMINA 20,7 i 3,7

TRIACILGLICEROLES 10,4 i 0,5

LISOFOSFATIDILCOLIHA 6,4 i 1,0

LISOFOSFATIDILETANOLAMINA 11,5 i 2,7

ACIDOS GRASOS LIBRES 4,7 i 0,2

COLESTEROL 9,5 i 2,8

ESFINCOMIELINA 1.1 i 0,1

ESTERES DE COLESTEROL 1,1 1 0.1

'DIACILCLICEROLES 0,5 + 0,3

Fe utilizaron ratas machos de dos meses de edad.
Los valores indicados son 1a medía de tres animales
i el error standard. Pequeñas cantidades de fosfa­
tídilserina v de fosfatidilinositol son incluidas
junto con [osfatidiletanolamina y esfingomielina
respectivamente.

A.‘¿_';



'T. BLA I

CUWDÜSICION nn ¿giggí CPASOS gg LOS LIPIDOS TOTALES

gg glguosnngg EL üíifiDO 25 RATA

¿c100 CRASO PORCENTAJE EN PESO

14:0 0.9 i 0,3

16:0 30,3 i 0,9

16:1 0,5 1 0,3

18:0 25,6 i 1.0

18 1 6,2 i 0,8

13 2 10,8 i 0,3

22 0 0,6 i 0,2

20:4 006) 20,0 i 2,6

20:4 (w3) 0,1 i 0,1

20:5 (u3) 0,7 i 0,3

¿¿ g 0,3 i 0,1

22:4 (ws) 0,3 i 0,1

22:3 (m6) 0,1 i 0,1

22:5 (u3) 0,2 i 0,1

22:6 «03) 3,4 i 0,3

Las determinaciones se realizaron en los micro­
sownq de tros rutas machos de dos meses de edad.
LOqporcentajes se indican iunto a1 error stan­
dard. Sclo se indican aquellos componentes a1­
canzandt nor 10 menos un nivel del 0.1 Z



disuelto en metanol. Los tres espectros muestran las tres li­
neas típicas para el grupo doxilo. Los espectros del marcador —
on Jos microsomas, y en la dispersión de los lípidos extraídos
de los microsomas son muysimilares, lo cual sugiere que el me­
dio ambiente en el que se encuentra el grupo doxilo es esencial
mente el mismoen ambos casos y seria fundamentalmente lipidico
EJ efecto de las proteínas 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 q —

una restricción en la movilidad impuesta al marcador por su ubi
cación en la bicapa lipidica comoha sido demostrado (75, 69).

En la figura 7 se muestra el espectro del ácido S-dg
xil esteárieo en metanol, en microsomas, y en liposomas de 10s

lípidos extraídos de los microsomas. Puede observarse que tam­
bién para este marcador, el espectro es prácticamente el mismo

en los microsomas que en las dispersiones de los lípidos micro­
somales libres de proteina.

Por otro lado, sin embargo, al comparar los espectros
de ambosmarcadores 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 incorporación en microsomas o ­

en‘los liposomas de los ácidos S-doxil o ló-doxil esteárieo prg
voca alteraciones en el espectro completamentediferentes para
ambosácidos. Para el ácido ló-doxil esteárico (fig.6) solo se
observa un pequeño ensanchamiento de todas las lineas y un aplg
namiento del pico de alto campo, indicando que la movilidad de]

grupo doxilo está poco restringida. Para el ácido S-doxil esteé
rico, por el contrario, las dos lineas extremas de bajo y alto
campo son muy alteradas cuando se los incorpora en microsomas o

en los liposomas, en comparación con el espectro en metanol
(fig. 7), dando espectros tipicos de marcadores moderadamente —
inmovilizados. Asi, esto indica una mayor restricción a la movi



FIGURAÉ: Primera derivada del espectro de ESR del ácido 16­
doxil esteárico en diferentes medios. A) en metanol. B) en mi­
crosomas de hígado de rata. y C) en liposomas preparados con
los lípidos micr050males.
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lidad cuando el grupo doxilo se encuentra en la posición 5 que
cuando está cn la posición 16, cuando el marcador se encuentra
incorporado en la membranamicrosomal o en vesículas preparadas
con los lípidos microsomales libres de proteina.

Ya que nl grupo N-O, responsable del espectro, está ­
rígidamcntc unido a la cadena hidrocarbonada del ácido esteári­
co, el espectro refleja la libertad de movimiento de la cadena
del marcador. Por lo tanto, esto indica que la movilidad está ­
mas restringida en el carbono 5 que en el carbono 16 de la cadg
na del ácido esteárico.

Ha sido demostrado que los marcadores derivados de á­

cidos grasos como10s usados en estas experiencias se orientan
con su eje mayor aproximadamente perpendicular a la superficie
de ciertas Membranas(451) y de interfases agua-fosfolípido ­
(452), ubicándose su grupo carboxilo en la región de los grupos
polares dc los Fosfolípidos que constituyen la membrana.Asi,
comofue demostrado (69), el ácido S-doxil esteárico es sensi­
ble a los cambios estructurales y de movilidad de la región po­

lar de ln membrana,mientras que el ácido 16-doxil esteárico ei
plora el interior hidrofóbíco de la bicapa lipidica. En conse­

cuencia comose ilustra en la figura 8, la libertad de movimien
to cs mayor cn el interior hidrofóbico de la membranamicroso­

maJ que cn la zona mas cercana a la interfase agua-lípido.

b) Parámetro de orden S.

Del espectro obtenido con 5-doxi1 esteárico se calcu­
ló el parámetro de orden S, por el procedimiento descripto en ­
el capítulo lI. Este dio un valor de S=O,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 8:0,71 fue calculado para microsomas de higado de cone
jo (321). Estos valores caen en el extremo mas bajo del rango ­
de valores del parámetro de orden S determinados por este méto­
do en membranasbiológicas. Por ejemplo, se han calculado valo­
res de 8:0,8 para sarcosomas, S=O,83para eritrocitos humanos,



y S«0,30 para linfocitos humanos (453).
Los valores del parámetro de orden S para los liposg

mas preparados con los lípidos microsomales como se mencionó
anteriormente, muestra valores de S=O,56 a 37°C y de S=O,63 u

23°C los cuales son prácticamente los mismos que para los mi­

Crosomas completos. Así, la alta fluidez de la membranamicro­
somnl dc hígado de rata, a temperatura fisiológica, estaría —
fundamentalmentedeterminada por sus constituyentes lipídicos,
ya que la presencia de las proteínas microsomales no influye ­
mayormente.

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

En la figura 9 se muestran los espectros del ácido ­
ló-doxil estcárico incorporado en los microsomasmedidos a di­
ferentes temperaturas. Puede observarse un progresivo agudiza­
miento y enangostamiento de todas las líneas del espectro a1 ­
incrementar la temperatura, indicando un aumento en 1a "flui­
dez" dc la región hidrofóbica de la membrana al aumentar 1a —

temperatura. Algo similar se observó cuando los microsomas fue
ron marcados con S-doxil esteárico (fig. 10), por lo que el ig
cremento en movilidad por la temperatura también ocurre en la
región mas cercana a la superficie hidrofílica de la membrana­
microsomal.

La dependencia de la temperatura del parámetro expe­
rimenLnl ho/h-l del espectro de ESRde microsomas y dispersio­
nes de lípidos microsomales marcados con ló-doxil esteárico se
muestra en la figura ll. Ninguna quebradura o cambio brusco de

pendiente que pueda indicar una transición de fase puede recong
cerse en esas curvas, ni en los microsomas completos ni en los
liposomus preparados con los lípidos microsomales. Así, esto —
mostraría que en el rango de temperatura medido, no ocurre nin­
guna transición de fase líquido cristalino-cristalino o cambio
de una estructura ordenada a un estado desordenado en la región
hidrofóbica de la membranamicrosomal. Los microsomas y los lí­
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FIGURA9: Efecto de la temperatura sobre el espectro de BSRdel

ácido ló-doxil esteárico incorporado en microsomas de hígado de
rata.
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dos de los microsomas (x---x).
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pidos microsomales mostraron curvas muysimilares y la relación
ho/h-l no fue muydiferente entre ellos a alguna temperatura.

Los valores del parámetro de orden S, obtenidos de —

los espectros de í-duxil esteárico en microsomasy en los lipo­
somas fueron determinados a diferentes temperaturas entre 4° y

42°C. Estos valores fueron graficados versus 1a temperatura en

la figura 12. Puede verse que S decrece continuamente al aumen­
tar 1a temperatura para ambos sistemas. Esta disminución se prg
duce sin quebraduras que podrian indicar una transición de fase
en la región polar de la membrana,a la cual es sensible este ­
marcador.

La figura 12 muestra una concavidad hacia arriba en —

la curva, que es mas Notable en los microsomas. Esto puede ser

originado por la presencia de dos zonas lipidicas diferentes de
la membranaque presentan distinta dependencia de la fluidez ­
con la temperatura.

d) Difusión lateral del ácido S-doxil esteárico en la membrana.
El coeficiente de difusión lateral para éste ácido ­

fue determinado para los mismos microsomas. El espectro de ESI

fue determinado a tres diferentes relaciones de marcadona lipi
do microsomal. Las relaciones molares de marcador a lipido se ­
calcularon determinando el peso molecular promedio de los lipi­
dos microsomalos, por medio de la composición lipidica de los ­
microsomas determinada por cromatografía en capa delgada y de ­
la composición de ácidos grasos determinada por cromatografía ­
gas-liquido.

Los valores de AHex y Wex calculados son resumidos —
en la tabla 111. El coeficiente de difusión lateral calculado —

fue de 0,5 . 10-8 cmz/seg. a 37°C. Este valor es menor que el ­

encontrado para la difusión de fosfolipidos en reticulo sarco­
plásmico (7,5 . 10-8 cmz/seg. a 40°C) (175) y en microsomas de

conejo (10-7 cmz/seg. a 30°C) (117).
Este resultado aunque aproximado, demuestra una rápi­

da difusión lateral de las moléculas lipidigag en la membrana­
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microsomal. Esta difusión puede llevar en primera instancia a
una distribución al azar de las moléculas. Esto también mues­

tra que la membranafunciona como un sistema bidimensional des
de el punto de vista cinético.

IIl.l.3.— Determinaciouesespectrofluorométricas y ópticas.
a) Fluorescencia de N-fenil-l-naftilamina y light scattering.

En la figura 13 se observa 1a influencia de la tempg
ratura sobre la intensidad de fluorescencia emitida por 1a N­
fenil-l-naftilamina, cuando se la incorporó comomarcador flug
resceute en la membranamicrosomal completa y en lipOsomas pre
parados con los lípidos extraídos de microsomas.

Si la membranaen la que se encuentra incorporado es

te marcador sufre una transición de fase, ocurre un brusco cam
bio en la intensidad de fluorescencia debido a que es excluido

hacia la fase acuosa cuando la fase lipídica cambia de un esta
do fluido a un estado ordenado.

Las curvas obtenidas tanto para microsomas completos

comopara los liposomas de los lípidos micíósámales fueron com
pletamente lineales en el rango de temperatura estudiado. Esto
indica que ninguna transición o separación de fase, capaz de ­
excluir a este marcador desde la fase lipídica hacia la fase ­
acuosa, ocurre en este rango de temperatura.

En la figura 14 se muestran las curvas de intensidad
de light scattering en función de 1a temperatura para los mi­

crosomas completos y para una dispersión de los lípidos extra;
dos de los microsomus. La intensidad de luz dispersada es ma­
yor cuando la bicapu se encuentra en el estado ordenado que ­
cuando se encuentra en el estado fluido. Así, si 1a membrana—
sufro una transición de fase ocurre un cambio brusco en 1a in­

tensidad de luz disprrsada.
Comotanto en los microsomas completos como en las —

dispersiones de los lípidos micr0soma1eslibres de proteína ­
las curvas de light scattering fueron lineales, esto indica‘la
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auseneia de un cambio de fase de los lípidos en este rango de
temperatura que pueda ser detectado por este método.

b) Polarización de fluorescencia.
La incorporación del 1,6-difenil-1,3,5,—hexatrieno ­

cn microsomas puede ser seguida en el tiempo por el incremento
en 1a intensidad de fluorescencia. En la figura 15 se puede —

ver que cuando a una suspensión no fluorescente de DPH(10-6M)

en sacarosa 0,25 M-EDTA 1,0 mMpH 7,0 se le agregaron microsg

mas (100 ug de proteina/ml), la intensidad de fluorescencia au
mentó continuamente con el tiempo hasta alcanzar un valor maxi
mo constante a los 40 minutos (a 25°C), lo cual indica due se
completó la incorporación del fluoróforo en la fase lipidica ­
de la membrana.

En la figura 16 se pueden observar los espectros de
exitación y de emisión para el DPHincorporado en microsomas ­

de higado de rata. Estos espectros son muysimilares a los que
se obtienen cn hexano y en liposomas artificiales (428). La —

gran separación entre las bandas de absorción y de emisión dis
minuyela probabilidad de depolarización por transferencia de
energia entre moléculas de DPHvecinas, y facilita la elimina­
ción de la contribución del scattering de la luz de exitación
a la señal de fluorescencia detectada. En la mismafigura se ­

muestra que la polarización de fluorescencia (medida comoIII/
Ii) se mantiene constantv cuando se exita a lo largo de la úl­

z'”\
2.- .1tima banda de absorción.

Comose vio en la sección II.8.6., el seattering pro
ducido por soluciones turbias puede dar lugar a dos tipos de g
rrores en las mediciones de polarización. Unoes producido por
el scattering de la luz de exitación que se corrige fácilmente
comose indicó. El otro tipo de error es debido a una depolari
zación adicional producida por el scattering de la luz emitida
por fluorescencia. Para evaluar este error, una suspensión de
microsomas (1,6 mg de proteina/ml) marcada con DPH (8 AM), fue

sucesivamentediluida, y relación Ifl/Il (corregida por el sca­
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ttering de la luz de exitaeión y por G) fue evaluada en cada —

una de las diluciones. Comopuede verse en el tabla IV, a medi

da que la suspensión fue diluida la polarización (IN/Ii) aumen
tó hasta alcanzar un valor constante por debajo de 100 ug de —

proteina mierosomal/ml, indicando que la depolarización debida
al scutte‘ing es despreciable a esas concentraciones de la sus

\Mrbc. vpensión mierosomal.
Por otro lado, en la tabla V se puede ver que cuando

una suspensión de microsomas (50 ug de proteina/ml) fue marca­

da con distintas cantidades de DPH,la polarización de fluores
cencia (lfl/Ïi) se mantuvo constante aún para una concentración

de DPHde L mw, lo cual corresponde a una relación molar de li
pido n DPHde 25:1 aproximadamente. Esto indica que aún a es­

tas concentraciones altas de marcador no ocurre depolarización
por transferencia de energia entre moléculas de DPHy que 1a —
microviscosidad aparente de la membranamierosomal no se ve a­
fectada por la incorporación del DPHen estas concentraciones.
Por estas razones, para evitar estos errores se eligieron las
condiciones dadas en la sección II.8.6., para las determinacig
nes de ñ y de SDP“.

La microviSCOsidad aparente de la membrana, calcula­
da del grado de polarización de 1a fluorescencia emitida por —
el DPHincorporado comomarcador en la fase lipidica, fue cal­
culada a distintas temperaturas entre 5° y 40°C. El logaritmo
de la microviSCOsidad aparente graficado en función de la in­
versa de la temperatura absoluta se muestra en la figura 17.

Puede observarse que esto da una recta sin algún cambio de pen
diente que indique alguna transición de fase o alteración de —

la estructura de ia fase lipídiea capaz de afectar a la veloci
dad de rotación del fluoróforo.

La microviscosidad obtenida a 36°C fue de 1,20 Poise

y a 23° de 1,90 Poise. La microviscosidad aparente en membra­
nas biológicas varía entre 1 y lO Poise a temperatura ambiente
(48). Asi, la membranade microsomas de hígado de rata presen­



QLPÜLARIZACION BEBIDA ¿k SCATTERING BE LA
FLUÜRESCEWCIA EMITIDA

CONCENTRACION CONCENTRACION
l _ In/IL*

DL ÜPL DE MICROSOMAS

u de22.212
(HM) '

m1

8,00 1,60 1,215

4,00 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
Cv. b

0,175 0,025 1,375

* Determinado a 27°C.



TABLA y

EEEQJQ pg gg QQNgEflTRACION gg DPH SOBRE ¿A POLARI­

ZfiCIOH gg FLUORESCENCIA gg MICROSOMASgg HIGADO 2g

CONCENTPACIOÑ DE DPH 10/11

(AM)

1,00 1,350

0,50 1,347

9,25 1,351

“,125 1,348

* 50 ug de proteína microsomal/ml en sa­
carosa 0,25 H; EDTA 1,0 mM; pH 7,0 a
27°C.
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FIGURA¿1: Influencia de la temperatura sobre 1a microviscosidad
aparente (71) de microsomas de hígado de rata, calculada del
grado de depolarización de fluorescencia del DPHincorporado en
la membrana como marcador.
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FIGURA¿2: Influencia de la temperatura sobre el parámetro de or­
den (SDpH)de microsomas de hígado de rata, calculado del grado
de depolarización de la fluorescencia emitida por el DPHincor­
porado en la membrana como marcador.
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tn 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 parámetro de orden SDPH.SDPHdisminuye progresi­

vamcnte con la temperatura sin que se produzcan cambios brus­

cos de pendiente, indicando asi la ausencia de una transición
de fase. SDP“ dio un valor de 0,44 a 36°C. Esto indica un bajo

grado de ordenamiento que permite una relativamente alta liber
tad de rotación del fluoróforo en el interior hidrofóbico de —

la membrana. La gran mayoria de las membranas biológicas pre­

sentan parámetros de orden SDPHsuperiores afieste (442).

III.1.4.— Efecto de la temperatura sobre la actividad de enzi­
mas microsomales.

a) Sistema de la glucosa-ó-fosfatasa.
La figura 19 muestra la curva de Arrhenius de la ac­

tividad de la G-ó-P fosfohidrolasa en microsomas de higado de
rata. Esta muestra una línea recta sin discontinuidades o que­
braduras entre lo y 40°C. Ha sido reportado sin embargo, que —

esta actividad enzimática muestra curvas de Arrhenius no linea
los en microsomas de hígado de cobayo (331) y en microsomas de

Ïctrahymcna pyriformis (235), las cuales fueron atribuidas a —
alteraciones estructurales termotrópicas en la fase lipidica ­
de la membrana.Así, estos resultados pueden ser considerados

comoindicativos de la ausencia de una alteración en la estrug

tura de los lípidos que circundan a esta enzima en el rango‘de
temperatura estudiado.

Comovimos en la parte de Introducción, la reacción
de la G-Ó-Pasa consta dc dos etapas: a) el transporte de la G­

6-P desde el exterior hacia el interior de la vesícula microsg
mal y b) la hidrólisis de la G-ó-P por una hidrolasa unida a ­
la superficie interna de la membranamicrosomal. La etapa limi
tante de todo el proceso en vesículas intactas es la etapa del
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FIGURA¿2: Curva de Arrhenius de la actividad glucosa-ó-fosfata­
sa en microsomas de hígado de rata: a) sin nigún tratamiento

previo (o-—o), b) pretratados con desoxicolato de sodio 0,1 %
(p/Q) (D——-D),y c) pretratados con Triton X-lOO 0,1 % (v/v)
(o--o). Los intervalos del 95 %para las energías de activación

aparentes son las siguientes: Microsomassin tratar - 1h,8 1 0,8
Kcal/mol; Microsomaspretratados con desoxicolato - 10,2 z 0,5
Real/mol; y Microsomaspretratados con Triton 1-100 - 10,1 l 0,6
Kcal/mol. Hubouna diferencia altamente significativa (p<:0,001)
entre las Ea de los microsomassin tratar y los tratados con los
detergentes.
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transporte. Así, la curva de 1a figura 19, en microsomas no
tratados. nos muestra la dependencia de la temperatura del pro­
ces“ de transporte de la G-ó-P a través de la bicapa lipidica.

Cuando los microsomas son tratados previamente con ­

detergentes, desaparece la barrera de permeabilidad a la G-ó-P,
y esta tiene libre acceso a la hidrolasa en el interior de las
vesículas. En estas condiciones puede medirse entonces 1a acti­
vidad del componentehidrolitico. En la figura 19 se muestran ­
también las curvas de Arrhenius de la actividad G-ó-Pasa en mi­

crosomas de higado de rata previamente tratados con desoxicola­
to de sodio 0,1 % o con Triton X-lOO 0,1 %. De su observación y

comparación con la de los microsomas no tratados pueden extraer
se dos conclusiones: a) La energia de activación (Ea) aparente

de la reacción es menor en los microsomas tratados con detergen
tes (10,2 Real/mol) que en los microsomas sin tratar (14,8 Kcal
/mol). Estas fueron significativamente diferentes en el nivel ­
del 0,1 al ser analizadas estadísticamente. Esto indica que ­
la temperatura tiene una mayor influencia sobre el transporte —
de la G-ó-P a través de la membranaque sobre la actividad hi­

drolitica propiamente dicha; y b) La curva de Arrhenius de 1a ­

actividad hidrolitica también es completamentelineal en el ran
go de temperatura estudiado, comolo muestran las curvas obteni
das en microsomas en los que se eliminó la barrera de permeabi­
lidad mediante el tratamiento con detergentes.

En el cuadro VI, se resumen las actividades obtenidas
a 15 y a 36°C en los microsomas tratados con detergente y en ­
los no tratados. El incremento en actividad al eliminar la ba­
rrera de permeabilidad indica que la etapa determinante de la ­
velocidad de la reacción en los microsomas no tratados es la ag
tividad traslocadora de la G-ó-P a través de la bicapa Lipidi­
cn.

Los microsomas pretratados con Tritón X-lOOmostraron
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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nicamenteluegodeltratamientocondetergentes.



.///
rin de este último detergente sobre la actividad hidrolitica,
que ya ha sido descripto por el grupo de Arion(393). Sin emfiar
¿o en algunas experiencias posteriores se continuó utilizando
desoxicolato de sodio ya que a estas concentraciones la inhibi
ción es muy levcc

b) Sistema desaturante de ácidos grasos.
La figura 20 muestra la curva de Arrhenius de laA9

desaturación del ácido palmitico a palmitoleico y la de la A6

desaturación del ácido linoleico a 18:3 wó en microsomas de hi
gado de rata. Las curvas de Arrhenius para ambas reacciones —

muestran un cambio lineal del logaritmo de 1a 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 desaturación medidas son el resul­

tado de una serie de reacciones individuales que comienzan con
la sintesis de 10s tioésteres acil-CoA, continúa con el trans­
porte de electrones desde el NAD“hasta el oxígeno molecular a

través de una serie de proteinas: la citocromo bs reductasa,
el citocromo b : y la desaturasa. Conjuntamente con la reduc­

ción del Fe{_F+no heminico de la desaturasa y su reoxidación —

por el oxigeno molecular se produce la desaturación del acil­
CoA. La etapa mas lenta de toda esta secuencia de reacciones ­
es la desaturación del acil-COA (357, 252).

Asi, los resultados obtenidos reflejan el efecto de
1a temperatura sobre esta etapa determinante, y por lo tanto —
la linealidad de las curvas de Arrhenius indica la ausencia de

una transición de fase en los lípidos que circundan a las desg
turasas en el rango de temperatura medido.

Ha sido demostrado que al menos la A9 desaturasa es

capaz de responder a la transición de fase de los lipidos.Cua2
do esta enzima purificada fue incorporada en liposomas de DMPC,

conjuntamente con citocromo bs y citocromo bs reductasa, mos­
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FIGURAgg: Curvas de Arrhenius de las actividades desaturantes de
ácidos grasos en microsomas de hígado de rata. a) A9 desaturación
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i 1,2 Real/mol.
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tró una quebradura en su curva de Arrhenius con un cambio de —

pendiente nlrrededor de 24°C, que es la temperatura de transi­
ción de fase de la DMPC.

Cuandolas actividades NADH-ferricianuro reductasa y

NADH-citocromoc reductasa se investigaron en microsomas de hi
gado de rata, sus curvas de Arrhenius fueron también completa­

mente lineales entre lO y 40°C como se pueggeyer en la figura
21.

La primera reacción consiste en la reducción del fe­
rricianuro por cl LA)“, y es catalizada por la NADH-citocromo

bs reductasa, que es una flavoproteina anfipática unida a la —
membrana microsomal (363, 364). La segunda reacción mide la —

transferencia de electrones desde el NADHhasta el aceptor e­

xógeno citocromo c, a través de 1a flavoproteina citocromo bs
reductasa y del citocromo bs, siendo 1a etapa determinante de
esta reacción la reducción del citocromo bS por la flavoprotei
na (251).

Es importante señalar que la Ea aparente para la
NADH-ferricianuro reductasa (9,2 Kcal/mol) es algo algo menor
que la Ea aparente para la NADH-citocromoc reductasa (11,7
Real/mol). Asi, la temperatura tiene una influencia algo mayor

sobre la reducción del citocromo bS por la citocromo bs reduc­
tasa, que sobre la reducción de la flavoproteina por el NADH.
Esto puede verse mejor en la figura 22 en la cual se expresa —
la actividad NADH-citocromoc reductasa como un porcentaje de
la actividad NADH-ferricianuro reductasa en función de la tem­

peratura. Puede verse en esta figura, que la actividad relati­
va de NADH-citocromoc reductasa a NADH-ferricianuro reductasa

aumenta linealmente al aumentar 1a temperatura. A una tempera­

tura determinada, la actividad NADH-ferricianuro reductasa pue
de ser considerada comola velocidad máximade la actividad ­

NADH-citocromoc reductasa que se alcanzaría cuando la rela­

ción de citocromo b5 a citocromo bs reductasa es suficientemen
te alta (363, 251). Asi, 1a figura 22 muestra un incremento en
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FIGURAgg: Influencia de la temperatura sobre 1a actividad NADH­
citocromo c reductasa relativa a 1a NADH-ferricianuroreductasa.
La actividad relativa se calculó de:

%'de activi- _ actividad NAngcitocromo c reductasa >x 100dad relativa _ 2 Xactividad NADH-ferricianuro reductasa ­
El factor 2 que multiplica a la actividad NADH-ferricianurore­
ductaea se debe a que esta se expresa como nmoles de NADHoxida­

dos en 1a unidad de tiempo, mientras que la NADH-citocromoc re­
ductasa es expresada como nmoles de citocromo c reducidos por

minuto, y la estequiometría de la reacción requiere 2 moles de
citocromo c por mol de NADH.
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v/Vmaxcon la temperatura para una determinada relación de ci­

tocromo bS a flavoproteina. En estos microsomas, la cantidad —

de citocromo LS fue estimada en 0,44nmoles/mg de proteina, y —

la cantidad de citocromo b5 reductasa fue de 0,041 nmoles/mg —
de proteína. Esto da una relación de ll moléculas de citocromo

V|5 por cada molécula de citocromo b5 reductasa aproximadamente
El grupo de Strittmatter (251) incorporó en vesicu­

las artificiales de DHPCdistintas proporciones de citocromq ­

bS y de citocromo b5 reductasa purificadas, y observaron que ­
cuando la relación de citocromo bs a citocromo bs reductasa
fue baja, la reacción NADH-citocromoc reductasa mostró un
brusco descenso en su actividad al disminuir la temperatura —

por debajo de 24°C, que es la temperatura de transición de fa­
se de la DHPC.La curva de Arrhenius de la NADH-ferricianuro ­

reductasa, por el contrario fue completamente lineal. Además—
cuando sc representó la actividad NADH-citocromoc reductasa ­
como porcentaje de su actividad máxima, la NADH-ferricianuro —

reductasa, esta mostró un brusco incremento al subir la tempe­
ratura por encima de 24°C. Sin embargo, cuando la relación de

citocromo b5 a flavoproteína fue alta, ninguna de las dos reag
ciones fue afectada por la transición de fase y la representa­
ción de la actividad NADH-citocromoc reductasa como porcenta­
je de la actividad NADH-ferricianuroreductasa fue lineal.

l Estos resultados fueron atribuidos a que a bajas re­

laciones de citocromo bs a citocromo b5 reductasa, el factor ­
determinante de la velocidad de la reacción NADH-citocromoc ­

reductasa es la difusión lateral de las proteinas citocromo bS
y citocromo bS reductasa en el plano de la bicapa lipidica. La
velocidad de difusión lateral limitaria el númerode encren­
tros entre las proteinas y la consecuente transferencia de e­
lectrones entre ellas°

El brusco descenso en la actividad de la NADH-cito­

cromo c reductasa por debajo de 24°C fue atribuido a una dismi
nución de la velocidad de difusión lateral de las proteinas —
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cuando la fase lipídica se encuentra en el estado cristalino.

A altas relaciones de citocromo bsva citocromo bs reductasa,la
difusión lateral ya no es limitante de 1a velocidad, sino que

lo es la actividad de la flavoproteina, y esta parece ser indg
pendiente del estado fisico de los lípidos de la membrana.

En nuestros experimentos, la linealidad de la curva
de Arrhenius de la NADH-citocrbmoc reductasa podria indicar ­

la ausencia de una transición de fase en los lípidos de la mem

brana microsomal, o bien una relación de citocromo bs a cito­
cromo bS reductasa lo suficientemente alta comopara hacer qpe
la difusión lateral no sea determinante de 1a velocidad. Sin ­

embargo, esta última posibilidad puede ser descartada ya que ­
en todo el rango de temperatura estudiado, la actividad NAD“­
ferricianuro reductasa fue bastante superior a la actividad —
NADH—citocromoc reductasa. Además, la relación de citocromo —

b; a citocromo b5 reductasa calculada esta por debajo de 45,
que es el valor por encima del cual la transición de fase de —

la dimiristoil fosfatidilcolina dejó de afectar a la curva de
Arrhenius de la NADH-citocromoc reductasa (251). Por lo tanto

puede concluirse que en la membranamicrosomal de higado de r3
ta, no ocurre ninguna transición de fase que pueda afectar a ­

la difusión lateral del citocromo b5 y a su reducción por la ­
citocromo b5 reductasa.

El incremento en el porcentaje de su velocidad máxi­
ma con la temperatura para la reacción NADH-citocromoc reduc­

tasa (figura 22), puede indicar un aumento en la velocidad de
difusión lateral del citocromo b debido a un aumento en la

5

fluidez de la fase lipidica con la temperatura.

III.1.5.- Discusión.
a) Estructura de la membranamicrosomal.

Los espectros de ESRde derivados doxil esteádico ig
corporados en la membranamicrosomal indican que el grupo doxi
lo es capaz de sufrir un rápido movimiento anisotrópico. Sin
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embargo, estas experiencias también mostraron que el movimienw
to de las cadenas hidrocarbonadas es muchomayor y mas isotró­

pico on el interior hidrofóbico de la membranaque en la zona
mas polar de la misma.

Este gradiente de movilidad o de fluidez al ir de la

¿una mas polar a la región hidrofóbica central de la bicapa li
pídica ha sido mostrado también en otros tipos de membranas ­
biológicas (178, 179) y en membranasartificiales (74, 75, 71,
72) por métodos de resonancia electrónica paramagnética (74,75
178, 179, 73), por resonancia magnética nuclear (71, 72) y por
polarización de fluorescencia (76).

La determinación del parámetro de orden S del espec­

tro de ESI del ácido S-doxil esteárico, y también el determina
do de] grado de depolarización de la fluorescencia del DPH,in
dican que a temperaturas fisiológicas, la membranamicrosomal
de higado de rata presenta un grado de fluidez muy alto, ya —

que este parámetro cae entre los valores mas bajos determina­
dos para otras membranasbiológicas.

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

Las proteinas de membranapueden afectar de diversas
maneras a la estructura y fluidez de la fase lipidica en la —
que se encuentran (ver capitulo I). Sin embargo, las proteinas

integrales de la membranamicrosomal parecen tener muy poca ig
fluencia sobre la movilidad de los ácidos doxil esteárico, uti
lizados en estas experiencias comomarcadores de ESR. Esto su­
giere que el medio ambiente en el que se ubican estos marcado­

res es esencialmente lipidico y estaria de acuerdo con lo sugg
rido por Marcelja (138) en que las proteinas solo afectarian a
1a estructura la movilidad de unas pocas moléculas de lípi­
dos en su entorno inmediato. Así, estos efectos no serian per­
cibidos por estos marcadores si estos son excluidos de ese



"unulus" lipídico que circunda a las proteínas o si la propor­
ción de los lípidos afectados por las interacciones lípido-prg
Lc'na es baja en relación al total de los lípidos de la membra

Comose vio.en el capítulo I, transiciones de fase ­
dc un estado desordenado a un estado ordenado de los lípidos ­

han sido detectadas en una gran variedad de membranasbiológi­

cas por diferentes métodos físicos. En el caso de la membrana
del reticulo endoplásmico se detectaron por polarización de ­
fluorescencia en microsomas de corteza adrenal (325). También

en membranasde retículo endOplásmico de Tetrahymena pirifor­
mis sc encontraron alteraciones en la estructura y movilidad ­
de la fase lipídica por medio de ESRy por 1a intensidad de ­
fluorescencia de 8-anilino l-naftaleno sulfonato, pero no se —
detectó ninguna transición de fase por encima de 0°C por medio
de calorimetría diferencial (235).

En microsomas de hígado de rata, se ha reportado que

no presentan transición de fase por calorimetría diferencial —
atribuible a los lípidos entre 0 y 50°C (232), pero se ha re­
portado que estos microsomas en presencia de etilenglicol 50%
presentan una transición por debajo de 0°C (326). Por micros­
copía de congelación grabado también se observó un agrupamien­
to de partículas a bajas temperaturas en microsomas de hígado
de rata (327).

También se han reportado en microsomas de hígado de

rata (218)y de cobayo (331), alteraciones termotrópicas’en los
lípidos detectadas por ESI y por marcadores fluorescentes a al
rrededor de 20°C. Estas alteraciones parecieron ocurrir en el
interior hidrofóbico de la membranaya que fueron detectadas —
por I-fcnil-l-naftilamina que se ubica bien en el interior de
la bicapa lipídica y no por 8-anilino-l-naftaleno sulfonato ­
que se ubica en la región de la bicapa cercana a los grupos pg
larcs (218). Conmarcadores de ESR, estas alteraciones fueron



detectadas por 12 o 13-doxil esteárico (265, 333, 334, 454), pg
ro no con S-doxil esteárico (117). El brusco cambio en la flui­
dcz observado en ciertas zonas de la membranafue atribuido en

algunos casos a una transición de fase cristalino-liquido cris­
talino (33€). Sin embargo, la ausencia de una transición detec­
tablv por calorimetria parece sugerir lo contrario (232, 326,
336‘. Se ha propuesto que estas alteraciones, en lugar de una ­
verdadera transición de fase cristalino-liquido cristalino, se
tratarian dc la formación de agrupamientos de lipidos "rígidos"
pero aún en el estado liquido-cristalino, separados lateralmen­
te de los lípidos fluidos y formando dominios discretos (218).

En nuestros experimentos, sus resultados muestran que
ningunatransición de fase cristalino-liquido cristalino ocurre
en la membranamicrosomal de higado de rata, ni tampoco alguna

alteración brusca en la estructura o fluidez de la fase 1ipidi­
ca que pueda afectar a la movilidad del grupo doxilo cuando es­
tá ubicado en las posiciones 5 o 16 de la cadena del ácido es­
teárico, ni a la partición de la N-fenil-l-naftilamina entre la
fase acuosa y la membrana, ni a la velocidad de rotación del ­
DPHen el rango de temperatura que va de lO a 40°C.

Estos datos indican que los microsomas de higado de
rata sc encuentran en el estado líquido cristalino por lo menos
por encima dc 10°C. Este alto grado de fluidez no solo permite
una alta movilidad rotacional de los marcadores fluorescentes y
dc ESI, sino que también permite una alta velocidad de difusión
lateral del ácido 5-doxi1 esteárico en la membranadel orden de
10-8 cmz/sey.

Este estado de alta fluidez puede ser debido al alto
contenido de ácidos grasos polietilénicos comoaraquidónico y
linolcico que presenta esta membrana.

b) Actividadgy curvas de Arrhenius de enzimas microsomales.

Se ha reportado que la actividad_Q:6-Pasa presenta ­
una curva de Arrhenius no lineal en microsomas de higado de cg
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bayo (331), con un cambio de pendiente a aproximadamente 19°C ­

que fue atribuida a una transición_de fase de los lípidos deteg
tada por resonancia electrónica paramagnética. Una dependencia
dc la fluidez de la membranade la curva de Arrhenius de la glu
c0sa—6—fosfatasa fue también observada en membranas de reticulo

cndoplásmico de Tetrahymena piriformis (235). Mas aún, las cur­
vas dc Arrhenius de la G-6-Pasa han sido utilizadas para detec­
tar transiciones de fase (455).

En nuestras experiencias, no se detectó ninguna que­
bradura, ni en la curva de Arrhenius de la actividad de trans­
porte de 1a G-ó-P a través de la membranaen microsomas trata­

dos con detergentes. De esto puede deducirse que ninguna altera

ción brusca en la estructura de los lípidosague pueda afectar a
estas actividades ocurre en la membranamicrosomal de higado ­
de rata entre 10 y 40°C.

De las enzimas del sistema desaturante de ácidos gra
sos, al menosjhz A9 desaturasa y la NADH-citocromoc reducta­

sa han mostrado responder a la transición de fase de la bicapa
lipidica cuando las proteinas purificadas fueron incorporadas
en vesículas de DXPC(251, 252). Asi, la ausencia de quebradu­
ras en 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 alteración en la es
tructura de la fase lipidica que afecte al comportamiento de —
estas actividades enzimáticas. Ningunaalteración en los lípi­
dos por la temperatura que pueda afectar a la A6 desaturación
del ácido linoleico a 18:3 (nó ocurrió tampoco en este rango —
de temperatura. Tambiénse ha mostrado en nuestro laboratorio
que las reacciones de ¿36 desaturación de °(-linolénico a ¿c­
tadecatetranoico y la elongación del ácido palmítieo a ácido ­
esteárico, dieron curvas de Arrhenius completamentelineales ­
entre 10 y 40°C (456).



Así, estos resultados sugieren que los lípidos que ­

circundan a la G-ó-Pasa, HADH-citocromoc reductasa y desaturg
sas, también están en un estado fluído y no muy diferente al —
resto de los lípidos de 1a membrana.

Es importante remarcar que este no sería el caso pa­
ra el otro sistema de transporte de electránes microsomal, el

. Ha sido demostrado que el citocromo P
450 450

presenta un anulus de lípldos en un estado mas rígido que el ­

del citocromo P

resto de los lípidos de la membrana (117, 321), y que este
"anulus" sufre una transición de fase a aproximadamente 36°C

y presentaría un alto porcentaje de fosfatidiletanolamina (27)
cn la forma de micellas invertidas. Además, las curvas de
Arrhenius dc varias reacciones de monooxigenación de drogas —

que dependen del citocromo P450 como la N-demetilación de etil
—morfina,benzfetamina aminopirina y p-nitroanisol muestran ­
quebraduras a aproximadamente 24°C (329). Resultados similares
han sido obtenidos para la dealkilación de 7-etoxicumarina
(266).

Utilizando marcadores de ESI comosustratos, se pudo
observar que tales quebraduras en las curvas de Arrhenius de ­
estas reacciones solo ocurren si el sustrato es liposoluble;
pero no cuando es hidrosoluble (117). Si el sustrato es liposg
luble, la única manera de acceder a la enzima sería a través ­
de la difusión lateral atravesando el "anulus" lipídico y esta
difusión sc vería muyreducida por debajo de la temperatura en
que los lípidos del "anulus" cambian de estado.

En consecuencia, los lípidos de 1a membranadel retí
culo endoplásmico están aparentemente distribuidos de una mans
ra heterogénea, y mientras que la gran parte de los lípidos ­
forman una bicapa fluida, algunas zonas lipídicas pueden pre­
sentar otra estructura.



III.2.- EFECTO DE LA CARENCIA DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES SO­

BIB LA ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA MICROSOMAL Y SOBRE

LA ACTIVIDAD DE ALGUNAS ENZIMAS MICROSOMALES.

IIl.2.l.— Efecto de 1a deficiencia en ácidos grasos esenciales
sobre la composición lipidica de la membranamicroso
mal.

La carencia de ácidos grasos esenciales en la dieta —
produjo importantes cambios en la composición de ácidos grasos
de los lípidos de la membranadel reticulo endoplásmico de hi­
gado de rata. En la tabla VII se muestra un experimento tipico
en cl cual las ratas fueron alimentadas con una dieta libre de

grasas durante un periodo de un mes y la composición de ácidos
grasos dc sus microsomas se compara con la de ratas de la mis­
ma edad alimentadas con una dieta standard.

Los cambios mas importantes que se observan son: una

disminución en la proporción de ácido araquidónico y linoleico
un incremento cn la proporción del ácido oleico y de palmito­
leico, y la aparición del ácido eicosa-5,8,ll—trienoico, el ­
cual está ausente o prácticamente ausente cuando los animales

son alimentados con una dieta standard. Sin embargo, no hubo ­
un gran cambio en el grado de insaturación, comolo indica el
indice de doble enlaces.

Fue dc interés estudiar el efecto de la deficiencia
cn'ácidos grasos esenciales en periodos de tiempo mas cortos.
Coneste 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 ácidos grasos esenciales. A —
los 4, ll y 23 dias luego del destete, cinco animales de cada
grupo fueron sacrificados y se determinó en ellos 1a composi­
ción de lípidos y de ácidos grasos de los microsomas de higa­
do.

Durante esta experiencia no se detectó ninguna dife­
rencia significativa en 1a distribución de las distintas cla­
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TABLA I H

EFECTO DE LA AÉIMENTACION 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 GRASN

16 o 25,5 27,1

16:1 0,3 3,3

13:0 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

INDLCE DE DO- 2’65 2’07
BLES LIGADURAS

Las determinaciones fueron hechas en un pool de los micro­
somas de hígado de tres ratas de cada grupo.
Un mes de alimentacióh con 1a dieta carente.
Solo los ácidos nrincioales fueron considerados.



ses de lípidos entre los dos grupos de animales, a ninguno de
los tres periodos de tiempo en que se estudió. La composición
de lípidos de estos microsomas fue esencialmente similar a la
mostrada cn la tabla II. Tampocose modificó por la deficien­
cia dc ácidos grasos esenciales la relación de lipido a pro­
teina de los microsomas.

La composición de ácidos grasos de los lípidos mi­
crosomales, por el contrario, fue modificada muyrápidamente
por la carencia de ácidos 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 pequeño decrecimiento
en la proporción del ácido linoleico y una gran disminución ­
en e] contenido de ácido araquidónico. La cantidad de ácido —

linoleico siguió decreciendo hasta el undécimodia de caren­
cia y a partir de alli su proporción se estabilizó. El conte­
nido de ácido araquidónico no siguió decreciendo luego del —
cuarto día de carencia. Sc puede observar también que ocurrió

un incremento en la cantidad de ácido palmitico hasta el undÉ
cimo dia de carencia y a partir de alli volvió a disminuir.

Esta pérdida de ácidos grasos polietilénicos deriva
dos de los ácidos grasos esenciales fue inmediatamente compeg
sada por un incremento en la cantidad de ácidos grasos insatu
rados de la familia no esencial. Un incremento gradual en la
proporción de los ácidos palmitoleico y oleico fue observada
a medida que aumentó el tiempo de carencia. Una significativa
proporción dcl ácido eicosa-5,8,ll-trienoico, sin embargo,ú­
nicamente fue detectada a partir del undécimo dia de carencia
de ácidos grasos esenciales en la dieta.

Las relaciones de eicosa-5,8,ll-trienoico a araqui­
4

dónico y de oleico a esteárico son consideradas a menudo como
un indice del grado de deficiencia en ácidos grasos esencia­
les. El indice 20:3/20:4 tiene un valor de 0 para los anima­
les alimentados con dieta completa y aumentó en función del ­
tiempo de carencia hasta alcanzar un valor de 0,11 a los ll —



TABLAELLE

EFECTOSTÉHDWAÑOSDÉLAFÜFTCIEYCIïElACIÜOSCRASOSÉSEWCIALESSORRÉLfiCOMPOSICION2BACLDOSCRASOSELLgfi

LÏPIDÜS“ICPÜSÜWALLSDEHIGADOEERATA

ÜLRÏÑDODEDETICIERCIAENACIDOSCRASOSESEÉCIALHS

ACIDOCRACo4“IRS11DIAS23“TAS

CONTROLHÉVÏCIHÁTECOYTROLDEFICIFNTEC0.TRÜLDEFICILNTL

16:025,6:3,2*39,9:3,329,8:2,o47,9:1,521,4io,527,311,1 16:10,6:O,3 18:0 18:1 18:2 20:3m9 20:4 22:6

26,1:1,7

5,6:0,8

12,8:1,3 24,2i1,2

s,o:1,1

1,1:0,6

19,2:1,8

9,7:0,8

10,1¿1,2 12,0:1,5

7,5:l,6

o,2:o,2

25,3¿1,4

5.510,5

11,2¿1,1 24,011.3

3,9:o,5

2,8:0,1

15,9:0,s 12,3¿4,1

4,1io,3 1,1io,3 9,9:0,6 4,6i0,4

0,6¿o,1

27,7¿3,4

6,0:0,4

12,5:o,3 29,212,4

2,310.3

5,6i0,9

20,6i1,2 17,aio,7

5,1:o,s 4,9io,8

12,511,6

5,4:0,6

203/20:40,110,39 18:1/18:00,210,510,220,820,220,84

INDICEDED0­ BLESLIGADURAS# *Lacomposicióndeácidosgrasoseslamediade5animales+elerrorstandard.Solose

consideraronlosácidosprincipales.

#ElíndicededoblesligadurassecalculócomoseindicóenlasecciónII.4.2.
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dias de carencia y de 0,39 a los 23 dias de carencia. El indi­
ce 18:1/18:o tiene un valor de 0,22 en los animales alimenta­
dos con dieta completa, y aumentó ya a 0,51 a los cuatro dias
de carencia y a 0,82 a los ll dias, valor que se mantuvo cons­
tante a los 23 dias de carencia.

La proporción relativa de ácidos insaturados a áci­
dos saturados es generalmente considerada comouno de 10s fac­

tores mas importantes que determinan 1a fluidez de una bicapa
lipidica. Por esta razón, se calculó de la composición de áci­
dos grasos, el "indice de dobles ligaduras", comose indicó en

la sección 11.3.2. Esto índice ha sido utilizado comouna esti

mación relativa de la fluidez de la membra?3i¿282, 457). La ­
fluidez de la membranatambién puede depender de la proporción

de las diferentes clases de lípidos, comola relación de coles
terol a fosfolipidos o de fosfatidiletanolamina a fosfatidilcg
lina. Sin embargo, si la composición lípidica se mantiene eons
tante, comoocurre en este caso, este indice podria dar una —
buena indicación de la fluidez de la fase lipidiea de la mem­
brana. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que otros factores
no contemplados en el indice de dobles ligaduras, comopor e­

jemplo la longitud de las cadenas hidrocarbonadas de los áci­
dos grasos, pueden también ser importantes en la determinación
del grado de fluidez de la membrana.

El indice de dobles ligaduras disminuyósignificati­
vamente ya a los cuatro dias de carencia de 2,63 a 1,81 ( A=u

0,82). En el undécimo dia de carencia, el incremento en la can

tidad de ácidos monoenoicos no fue todavia capaz de compensar
la pérdida de ácidos poliinsaturados de la familia del ácido —
linoleico, ya que el indice de dobles ligaduras disminuyó aún
mas, de 2,37 a 1,19 (A = -1,18). Este indice, sin embargo, fue
normalizado en gran medida en el vigésimotercer dia de caren­
cia (A = —U,44), debido al aumento en la proporción de ácidos
monoenoicosy a la sintesis e incorporación del ácido eicosa­
3,8,ll—trienoico.
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Asi, esta experiencia muestra que la alimentación
con dietas carentes en ácidos grasos esenciales, provoca tem­
pranos cambios en la composición y en el grado de insaturación
de los ácidos grasos de los lípidos 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 proporción de ácidos ­

insnturados dc la familia m9, comopalmitico, oleico y eicosa­
S,8,il—trienoico, los cuales pueden ser sintetizados "de LOVO"
a partir dc acetil CoA. Estos ácidos reemplazan comoconstitu­
yentes de 10s lípidos de la membrana, a los ácidos de la fami­
liacuó, comolinoleico y araquidónico, los cuales no pueden ­

ser sintetizados "de novo", y ellos o sus precursores están au
sentes en la dieta.

IlI.2.2.- Efecto de la deficiencia en ácidos grasos esenciales
sobre la estructura de la membranamicrosomal.

La estructura de la membranamicrosomal fue investi­

gada comparativamente en animales alimentados con dieta complg
ta y con dieta carente en ácidos grasos esenciales. Para ello
se utilizaron distintos métodos físicos comoESRy 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 lípidos
extraídOs de la membranamicrosomal. La relación entre la in­

tenSidad dc los dos picos de mayor campo, ho/h-l, se calculó a
distintas temperaturas del espectro de ESRdel ácido ló-doxil
cstcárico incorporado en los microsomas. En la figura 23 se —

puede ver que la relación ho/h-l es en todos los casos una fun
ción continua de la temperatura, sin discontinuidades ni cam­

bios abruptos de pendiente, aún en los microsomas de los anima
los deficientes cn ácidos grasos esenciales. Esto puede inter­
pretarse comouna indicación de la ausencia de una transición
de fase o un brusco cambio en la movilidad de las cadenas hi­

drocarbunudas, en el interior hidrofóbico de 1a membrana.
Nuevamente, las curvas obtenidas en los microsomas ­
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completos y en las dispersiones de los lípidos microsomales li
bres de proteina son muysimilares, 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 ácidos grasos esenciales, no tuvo
ningún efecto significativo sobre el parámetro ho/h-l. Asi,
los cambios en la composición de ácidos grasos, que produjeron
una disminución en el grado de insaturación como lo indicó el
índice de doble enlaces, no se vieron reflejados en un cambio
significativo en la movilidad del grupo doxilo en el interior
hidrofóbico de la membrana.

En la figura 24 se muestra la dependencia de la tem­

peratura del parámetro de orden S, calculado del espectro de —
E81 del ácido S-doxil esteárico, que explora la región de la ­
membranacercana a los grupos polares. La linealidad de estas
curvas indica que tampoco en la región mas polar de la membra­
na ocurre alguna alteración brusca de movilidad o transición —
de fase de los lípidos, ni en los microsomas o en los lípidos
micrOsomales de los animales normales o deficientes en ácidos

grasos esenciales.
Los valores del parámetro de orden S calculados a ­

37°C son mostrados en la tabla IX, tanto para los microsomas
completos comopara las dispersiones de los lípidos microsoma­

les. La similitud de estos valores indica que dentro de la seg
sibilidad del método, la deficiencia en ácidos grasos esencia­
les no altera el grado de ordenamiento de las cadenas hidrocar
bonndas en la región cercana a los grupos polares. Asi, tampo­
CUla estructura de esta región seria mayormenteafectada por
los cambios en la composición de ácidos grasos y la disminu­
ción en el grado de insaturación que ocurre por la carencia de
ácidos grasos esenciales.

El coeficiente de difusión lateral del ácido¡S-doxil
esteárico fue determinado en microsomas de higado de ratas ali
montadas con dieta carente en ácidos grasos esenciales durante
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23 dias y en los respectivos controles a 37°C. Los valores ob­

tenidos se muestran en la tabla IX, e indican un alto grado —
de fluidez que permite una rápida velocidad de movimiento late
ral de este marcador en el plano de la membrana. Sin embargo,

tampocohubo diferencias significativas en el coeficiente de ­
difusión lateral para microsomasde higado de ratas suficien­
tes deficientes en ácidos grasos esenciales. Esto indica que
la velocidad de movimientolateral de los lípidos en el plano
de la membranadentro de la sensibilidad del método, tampoco ­

es afectada por los cambios en composición y en el grado de ig
saturación de los ácidos grasos de los lípidos de la membrana

microsomal provocados por la deficiencia en ácidos grasos eseg
ciales.

En la figura 25 se muestran las dependencias de la —

temperatura dc la intensidad de light scattering de los micro­

somas completos y de las dispersiones de los lípidos microsoma

les de higado de ratas alimentadas Con dieta completa y con :
dieta carente en ácidos grasos esenciales. En la figura 26 se
muestran para los mismos microsomas y liposomas, 1a dependen­

cia de la temperatura de la fluorescencia emitida por 1a N-fg
nil-l-naftilamina, incorporada en estas membranascomomarca­
d;r. Solo muestran en estos casos los resultados que se obtu­
vieron al cabo de ll dias de alimentación con la dieta corres­
pondiente, los cuales fueron similares a los obtenidos a los 4
y 23 dias. Ambosmétodos confirman los resultados obtenidos ­

por las técnicas de resonancia electrónica paramagnética. Nin­
guna transición de fase ocurre en el rango de temperatura estg
diado, capaz de cambiar bruscamente el grado de dispersión de
luz o la partición de la N-fenil-l-naftilamina entre 1a fase ­
lipidica y la fase acuosa, ni en los microsomasni en los lipi
dos microsomales de higado de ratas suficientes o deficientes
en ácidos grasos esenciales.

La microviscosidad aparente de la membranamicroso­
mal fue calculada del grado de polarización de fluorescencia —
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del DPH, incorporado en la membranacomo marcador, a distintas

temperaturas para un lote de ratas alimentadas con una dieta —
control y un lote ratas alimentadas con una dieta carente en é
cidos grasos esenciales durante lfi dias.

En la figura 27 se grafica el logaritmo de la micro­
viscosidad aparente en función de la inversa de la temperatura
absoluta. Estas curvas fueron completamente lineales entre ó y

40°C, tanto para los microsomas de animales controles como pa­
ra los de los animales deficientes en ácidos grasos esenciales
indicando la ausencia de transición de fase.

La microviscosidad aparente de lOs microsomas de ani
males deficientes en ácidos grasos esenciales es mayor que la
he los microsomas de animales controles a bajas temperaturas,
pero la diferencia se va haciendo cada vez menor a medida que

aumenta la temperatura. A temperaturas fisiológicas, la micro­
viscosidad aparente es prácticamente idéntica en ambostipos ­
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 parámetro de orden

SDPHen función de la temperatura para ambos tipos de microso­
mas. Estas curvas muestran la ausencia de una transición de F2
se en el rango de temperatura estudiado. A bajas temperaturas,
el parámetro de orden S fue mayor para los microsomas dc hi

DPH

gado de los animales deficientes en ácidos grasos esenciales —
que para los microsomas de higado de los animales alimentados

con dieta completa. Sin embargo, a medida que aumenta la temps
ratura, las diferencias se van haciendo cada vez menores, a
temperaturas fisiológicas ambasmembranaspresentan parámetros
de orden prácticamente idénticos. Los parámetros de orden S ­

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

que el tratamiento estadístico de estos resultados. A 6°C, (an

to el parámetro de orden SDPHcomo la microviscosidad aparente
fueron significativamente mayores en los microsomas de anima­
les deficientes, que en los microsomasde animales suficientes
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FIGURAgg: Efecto de la temperatura sobre el parámetro de orden
(SDpH)de la membranamicrosomal de hígado de ratas suficientes
(o---o) y deficientes (o-——o)en ácidos grasos esenciales. 30
días de carencia.



TABLA g

EFECTO BE ¿5 DEFICIENCIA gg ACIDOS GRASOS ESENCIALES SOBRE ¿A

MICROVISCQfiIDAQ APARENTE (7ï) 1 EL PARAMETRO2g ORDEN (SDPH)

BEEERHINAQQÉ pág GRADO QE POLARIZACION gg FLUORESCENCIA DEL

1,6-DIFENIL-1,3,5-uEXATRIEN0

36°C 6’C

Ï-(P i e S (Poise) S
1 o S ) DPH 7? DPH

MICROSOMAS 1,13 0,436 3,43 0,730

CONTROLES i 0,04 i 0,011 1 0,07 i 0,005

MICROSOMAS 1,24 0,451 4,12 0,769

DEFICIENTES i 0,04 i 0,012 i 0,13 i 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 i el error standard. El grupo deficien­
te en ácidos grasos esenciales fue sometido durante 15 días 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 período. El índice de dobles ligaduras en estos microsomas
fue en promedio de 2,70 en los microsomas controles y de 1,80 en
los microsomasdeficientes en ácidos grasos esenciales.
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cn ácidos grasos cscncialcs. Sin embargo, a 36°C, tanto la m1­
croviscosidad comoel parámetro de orden S no mostraron diDPH’

fcrencias significativas entre ambostipos de microsomas.
Asi, estos resultados indican que los cambios en la

composición de ácidos grasos por la deficiencia en ácidos gra­
sos esenciales, indujcron una mayorrestricción a la libertad
de movimientorotacional del 1,6-difenil hexatrieno incorpora­
do a la fase lipidica de la membrana,a bajas temperaturas.Sin
embargo, Ja movilidad rotacional de este fluoróforo no se vip
afectada a temperaturas fisiológicas, en los microsomasde hi­
gado de rata.

III.2.3.— Efecto de la deficiencia en ácidos grasos esenciales
sobre la actividad de las ácido graso desaturasa54X
la transferencia de electrónes.
La deficiencia en ácidos grasos esenciales produjo —

cambios significativos en la actividad de las enzimas desatu­
rantes de ácidos grasos. En la figura 29a) se muestra la varia
ción dc actividad de la A9 desaturasa con el tiempo de alimeg
tación con una dieta carente en ácidos grasos y con una dieta

completa. En la figura 29 b) se muestra la variación de activi
dad expresada comoporcentaje de variación relativa entre los
animales deficientes y suficientes en ácidos grasos esenciales
La actividad de esta enzima se incrementó rápidamente 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 aún 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 incrg
mento en la actividad de la A!) desaturasa, podria explicar el
incremento observado en la proporción de ácidos monoenoicos,
provocada por la carencia en ácidos grasos en la dieta.

1.a actividad de la A6 desaturasa fue modificada mas

lentamente y menos intensamente que 1a A9 desaturasa por 1a ­
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deficiencia en ácidos grasos esenciales. En la figura 30 a) se
puede observar que mientras en los animales alimentados con

una dieta completa, la actividad pasó por un minimo a los ll ­

dias, y luego volvió a incrementarse, en los animales alimenta
dos con una dieta deficiente en ácidos grasos esenciales, la —
actividad aumentó continuamente con el tiempo de carencia. En

la figura 30 b) se muestra el porcentaje de variación 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
ll dias de carencia, cuando fue un 75%mas alta que en el con­

trol, y a los 23 dias de carencia aún permaneció un 25%mas al
ta que en el control.

Tambiénse determinaron las actividades de las pro­
teinas transportadoras dc electrones, NADH-ferricianuroreduc­
tasa y LADH-citocromoc reductasa. En la figura 31 a) se puede
ver que la actividad HADH-fvrricianuro reductasa se modificó ­

con la edad de los animales pasando por un máximo a los ll ­
dias y luego disminuyendo a los 23 dias. Estos cambios fueron
independientes dc la dieta, ya que con ambostipos de dietas,

completa y deficiente en ácidos grasos esenciales, las modifi­
caciones fueron similares. Cuandose expresa el porcentaje de
variación de actividad por la dieta en función del tiempo, fi­
gura 31 b), se puede ver que la carencia en ácidos grasos eseg
ciales no tuvo efecto sobre esta actividad.

Por otro lado, la actividad NADH-citocromoc reductg
sa mostró cambiar diferentemente con la edad, dependiendo de ­
la dieta con que fueron alimentados los animales. En la figura
32 a) se puede observar que la actividad NADH-citocromoc re­
ductasa aumentó mas rápidamente con la edad en los animales a­
limentados con dieta completa, alcanzando la máximaactividad
a los ll dias. En los animales deficientes en ácidos grasos e­
senciales, la actividad NADH-citocromoc reductasa, aumentó mg
cho mas lentamente, aunque a los 23 días alcanzó el valor de ­
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FIGURA29: Efecto del tiempo de alimentación con una dieta ca­
rente en ácidos grasos esenciales sobre la.A6 desaturación de a­
cido linolcico. Microsomasde hígado de ratas controles (x-—-x).
Microsomasde hígado de ratas deficientes en ácidos grasos esen­
ciales (o———o).A) actividad absoluta. B) actividad de los ani­
males deficientes relatiVa a la de los controles.
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FIGURAgl: Efecto de la deficiencia en ácidos grasos esenciales
sobre 1a actividad NADH-ferricianuro reductasa. Microsomas de

hígado de ratas controles (x-—-x). Microsomas de hígado de ratas
deficientes en ácidos grasos esenciales (o-—-o). A) actividad
absoluta. B) actividad de los microsomasde animales deficientes
relativa a 1a de los microsomasde los animales controles.
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FIGURA¿3: Efecto de la deficiencia en ácidos grasos esenciales
sobre la actividad NADH-citocromoc reductasa. (x-—-x) microso­
mas de animales controles. (o-—-o) microsomas de higado de ratas
deficientes en ácidos grasos esenciales. A) actividad absoluta.
B) actividad relativa de los animales deficientes con respecto a
los animales controles.



los animales alimentados con la dieta completa. En la figura —

““ b) donde se representa el porcentaje de variac1on de la ac­\...x,

vividad en 103 animales deficientes en ácidos grasos esen01a­4:}:
les co respecto a los animales con dieta completa, se puede ­

u c o I I) 1 tu aobservar que la carenCLa produjo una disminuc1on en a ac 1v1­
dad XADH-cítocromoc reductasa a aproximadamente la mitad del

valor de actividad de los animales con dieta completa a los ll
dias de carencia, alcan¿ando nuevamente a los 23 días el valor

de actividad normal. Jebn notarse que la disminución en activi
dad de la NADH-citocromoc reductasa en los animales deficien­

tes con respecto a los animales suficientes en ácidos grasos e
senciales ocurrió a los ll dias de carencia, precisamente cuan
do el grado de insaturación de los ácidos grasos de los lípi­
dos microsomales alcanzó el valor minimo.

La actividad NAhH-ferricianuro reductasa, y por lo —

tanto la cantidad de citocromo bs reductasa es igual en los mi
crosomas de los animales deficientes y suficientes en ácidos —

grasos esenciales. Por lo tanto, una posibilidad es que la dis
minución en actividad de la NADH-citocromoc reductasa por 1;

deficiencia en ácidos grasos esenciales sea debida a una dismi
nución en la velocidad de difusión lateral de las proteinas ci

tocromo b5 y citocromo bS reductasa, debido a una disminución
en 1a fluidez de la membranaal disminuir el grado de insatura
ción de los ácidos grasos de sus lípidos constituyentes. Sin ­

embargo, una disminución en la concentración de citocromo bs ­
en la membranano puede ser descartada.

Los cambios en actividad de NADH-ferricianuro reduc­

tasa y NADuacitocromoc reductasa con la deficiencia en ácidos

graSOs esenciales, no se 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. Además,la velocidad de transferencia de electro­

nes se mantiene siempre muy por encima de la velocidad de desa
turación, por lo que la etapa de desaturación es siempre deteg



minantc de la velocidad de la reacción total.

III.2.4.- Efecto de la deficiencia en ácidos grasos esenciales
sobre las curvas de Arrhenius gg enzimas microsoma­
los.

a) Sistema de la glucosa-ó-fosfatasa.
las curvas de Arrhcnius de la actividad G-ó-Pasa se

muestran en la figura 33, para micrasomas de higado de ratas lo

limentadas con una dieta standard y para microsomas de ratas
ID:

limcntadas durante 30 días con una dieta libre de grasas.
Ambascurvas son completamente lineales entre lO y

40°C. Asi, los cambios cn la composición de ácidos grasos pro­

vocados por la deficiencia en ácidos grasos esenciales, no fue
ron suficientes para provocar una transición de fase o cambio
en la estructura de Ja fase lipídica, capaz de afectar a los —
lípidos circundantes de la proteina encargada del transporte —
de la G-Ó-P a través de la membrana, en el rango de temperatu­
ra estudiado.

La deficiencia en ácidos grasos esenciales tampoco ­
tuvo ningún efecto sobre la Ea aparente para la reacción de la
G-Ó-Pasa.

La actividad de la enzima, sin embargo, fue modifica
da significativamente por la carencia en ácidos grasos esencia
les,como se puede ver en la tabla XI. La alimentación con una

dieta libre de grasa provocó un incremento en la actividad de
la G-ó-Pasa, de aproximadamente cuatro veces con respecto a la
alimentación standard.

b) Sistema desaturante de ácidos grasos y transporte de electro
225.

El efecto de la deficiencia en ácidos grasos esencia
les sobre las curvas de Arrhenius de la A6 desaturasa se mues
tra on la figura 34. Solo se muestran los resultados obtenidos
al cabo de ll dias de alimentación con la dieta correspondien­
te, los cuales no difieren de los resultados que se obtqvieron



N

4%

//

("moles/r“rmgdeprolelna‘

M b //;/
Á/

o

logV

y; #7 29 ‘ IO °c
¿3 ji ¿5 °K4103

(Temperatura)"

FIGURA22: Efecto de la deficiencia en ácidos grasos esenciales
sobre la curva de Arrhenius de la actividad glucosa-ó-fosfatasa.
(o-—-o) microsomas de hígado de animales controles. (o-—-o) mi­
crosomas de hígado de ratas sometidas a 30 días de alimentación
con una dieta libre de grasa. Los intervalos de confianza del

95 % para las Ea fueron: microsomas controles - 15,1 i 1,1
Kcal/mol; microsomasdeficientes - 1h,9 i 0,9 Kcal/mol.
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EFECTQ OE LA DEFICIENCIA ¿a ACIDOS GRASOS ESENCIALES SOBRE ¿A

ACTIVLDAD GLUCOSA-ó-FOSFATASA 35 MICROSOMAS BE HIGADO gg RATA

ACTIVIDAD ESPECIFICA

(nmoles/min.mg de proteína)

15°C 37°C

¡

MICROSOMAS 21,3 122,5

CONTROLES i 4,6 i 14,5

MICROSOMAS 62,1 403,0

DEFICIENTES i 3,0 i 26,0

p 0,01 0,01

-Los valores indicados son los promedios de dos ex­
perimentos independientes en los que seaptilízaron
los pooles de los microsomaahepitícoscde tres ra­
tas por grupo. Conjuntamente se indice el error
standard. Las ratas deficientes fueron sometidas
durante un mes a UJa dieta libre de grasa. E1 gru­
po control fue integrado con ratas de la misma e­
dad alimentadas con una dieta standard.



al cabo de 4 y de 23 dias.
Las curVas fueron lineales entre 10 y 40°C, lo cual

indica que la fluidez de los lípidos en 1a proximidad de estas
enzimas no cambia lo suficiente por la deficiencia en ácidos —

grasos esenciales comopara provocar la aparición de una fase
cristalina en el rango de temperatura estudiado. Tampocose ­
observó ningún efecto significativo de 1a deficiencia en áci­
dos grasos esenciales sobre ln energia de activación aparente
de estas reacciones.

Las curvas de Arrhenius para las reacciones NADH­

ferricianuro reductasa y NADH-citocromoc reductasa, en micro­
somas de animales alimentados durante 4 dias con una diéta ca­

rente en ácidos grasos esenciales, 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. Tambiénpara estas actividades, las curvas de Arrhenius
fueron completamente lineales en el rango de temperatura estu­
diado, y la deficiencia en ácidos grasos esenciales no tuvo e­
fecto sobre las energías de activación aparentes. Iguales re­
sultados se obtuvieron a los 11 y 23 dias de carencia.

III.2.S.— Discusión.

La deficiencia en ácidos grasos esenciales provoca ­
importantes alteraciones en la composición de ácidos grasos de
los lípidos microsomales. Estas modificaciones no solo son el
producto de los cambios en la composición ¿:fiácidos grasos de
la dieta, sino-que también se deben en parte a los cambios en
la actividad biosintótica de los ácidos grasos insaturados.

El incremento en actividad de la A9 desaturasa que
se observa casi inmediatamente seria responsable del incremen­

to en la proporción de ácidos monoenoicos en los lípidos micrg
somales, que ocurre cuando los animales se someten a una dieta
carente en ácidos grasos esenciales.
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FIGURAgi: Efecto de la deficiencia en ácidos grasos esenciales
sobre la curva de Arrhenius de la A6 desaturación del ácido li­

noleico. (o-—-o) microsomas de hígado de ratas controles;(o-——o)
microsomas de hígado de ratas sometidas a 11 días de alimentación
con una dieta carante de ácidos grasos esenciales. Los interValos
de confianza del 95 % para las Ba fueron: animales controles ­

13,5 i 1,0 Real/mol; animales deficientes - 13,0 i 1,2 ¡(cal/mol.
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FIGURA22: Efecto de 1a deficiencia en ácidos grasos esenciales
sobre las curvas de Arrhenius del sistema de transporte de elec­
trones del citocromo b5. (o-——o)NADH-ferricianuro reductasa;
(o—-o) NADH-citocromoc reductasa. A) animales controles. B) a­
nimales sometidos a k días de alimentación con una dieta caren­

te de ácidos grasos esenciales. Los límites de los intervalos de
confianza del 95 % para las Ea son:

Animales controles: NADHeferricianuroreductasa - 9,9 3 0,9
¡{cal/mol; NADH-Citocromoc reductasa - 10,8 t 0,6 ¡(cal/mol.

Animales deficientes: NADH-ferricianuroreductasa - 9,2 i 0,9
¡{cal/mol; NADH-citocromoc reductasa - 11,2 i 1,0 ¡{cal/mol.
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El contenido de los lípidos de la membranadel reti­
Culo endoplásmico en ácidos grasos esenciales o derivados de —

estos, comolinoleico y araquidónico, disminuye rápidamente al

eliminarse el suministro por medio de la dieta de los precursg
res. Se ha demostrado en nuestro laboratorio (458), que la ac­

tividad de la AS desaturasa, que interviene en la sintesis ­
del ácido araquidónico, al contrario de lo que ocurre con las
A()3' A8)cmsaturasas, disminuye rápidamente con la carencia —

de ácidos grasos esenciales en la dieta a aproximadamente un —
40%dc su actividad original a los cuatro dias de carencia y ­
luego la actividad incrementa paulatinamente hasta alcanzar a­
proximadamente el valor dc los animales alimentados con dieta
completa a los 23 dias de carencia. Esta rápida disminución de
la actividad de la.A5 desaturasa, también podria contribuir a
la rápida caida en el contenido de ácido araquidónico de los —
lípidos microsomales.

Sin embargo, la disminución del contenido de los áci
dos linoleico y araquidónico de los lípidos del reticulo endo­

plásmico es inmediatamente compensada por un aumento en el con
tenido de ácidos monoinsaturadosy del ácido eicosa-5,8,ll-tri
enoico. Normalmente, la A6 desaturación del ácido oleico ocu­

¡r

rrc a bajas velocidades debido a un efecto competitivo del áci
do linoleico (342). Asi, una disminución en la cantidad de áci
do linolcico por la carencia producirá un aumento en la A6 d_e_

saturación del ácido oleico y la posterior elongación y A5 d_e
saturación conducirán a un incremento en la cantidad de eicosa

—5,8,ll-trienoico. La disminución en la cantidad de ácido ling
leico, y también el incremento observado en la actividad Afí­
dcsafurasa serian responsables del aumento en el contenido de

ácido cicosa-5,8,ll—trienoico por la deficiencia en ácidos gra
sos esenciales. El incremento en la actividad de la [39 desatg
rasa, por otra parte seria responsable del aumentoen el conte
nido de ácidos monocnoicos. De esta manera, 1a rata contrarres
ta bastante bien la carencia de ácidos grasos esenciales en la
dicta, reemplazandoa los ácidos grasos poliinsaturados deriva



dos de las familias esenciales por ácidos poliinsaturados de la
serie no esencial. De esta manera, la fluidez de la membranaes
mantenida dentro de limites bastante estrechos.

Si bien se pudo observar una neta disminución en el —

grado de insaturación de los ácidos grasos de los lípidos micrg
somales por la carencia en ácidos grasos esenciales, comose ­
mostró por el indice de dobles ligaduras, especialmente a los —
ll dias de carencia, este indice fue casi completamente norma­
lizado lucwo de 23 dias de carencia.

Además,esta disminución en el géïáb de insaturación
de los lípidos de la membrana,no fue suficiente para provocar

una significativa disminución de la fluidez de la membrana,cg
mo fue demostrado por medio de las determinaciones de resonan­
cia electrónica paramagnética y de polarización de fluorescen­
cia.

Si bien a bajas temperaturas, la microviscosidad y ­
el parámetro de orden S obtenido del grado de depolarización ­

de fluoresccncia del DPHfue algo mayor en los microsomas defi
cientes cn ácidos grasos esenciales que en los controles, a —
temperaturas fisiológicas fueron esencialmente idénticos.

Asi, la fase lipidica de los microsomas de higado de
ratas deficientes en ácidos grasos esenciales permaneceaún en
un Ostado dc alta fluidez semejante al de los microsomas sufi­

Cientos en ácidos grasos esenciales, permitiendo una alta velg
cidad de difusión lateral del ácido S-doxil esteárico, una a1­
ta velocidad de rotación del 1,6-difeni1 hexatrieno, y una
gran movilidad del grupo doxilo ya sea cuando se encuentra en

el interior hidrofóbico o en la zona cercana a los grupos pola
res de la membrana. E1 comportamiento de la rata seria difereg
te a] del cobayo, ya que en este animal, se ha demostrado en ­
nuestro laboratorio (280) Que la carencia en ácidos grasos e­
senciales provoca un significativo aumentoen la microviscosi­
dad aparente de los microsomas de higado, en todo el rango de

temperatura entre lO y 40°C.



Ha sido reportado que los microsomas de higado de r3

tas alimentadas con una dieta carente en ácidos grasos esencia
lvs muestran por calorimetria diferencial transiciones de fase
atribuibles a los lípidos a aproximadamente 8 y 14°C (232).
Además, estos autores reportaron que la curva de Arrhenius de
la actividad NADH—citocromoc reductasa mostró un cambio de —

pendiente en la zona de €°C. Nuestros expeïfhentos muestran —
que ni aún a los 11 dins de carencia, en donde la disminución
en el grado de insaturación de los ácidos grasos fue mas pro­
nunciada, ocurre alguna transición de fase o alteración termo­
trópica dc la estructura de la fase lipidica en el rango de 10
n 40°C, capaz de producir un cambio brusco en la movilidad del

grupo doxilo ubicado en cl interior hidrofóbico de la membrana
(ló-doxil csteárico), o en la zona mas cercana a la superficie
hidrofóbicu (S-doxil cstcárico), o en la velocidad de rotación
del DP“, o en la partición de la N-fenil-l-naftilamina entre —
la fasc acuosa y la fase lipidica.

Ha sido propuesto que 1a actividad de algunas enzi­
mas desaturantes dc ácidos grasos en animales inferiores po­

dria ser modificada por cambios en la fluidez de su entorno li
pidico (383, 384). Nuestros experimentos, sin embargo, mostra­
ron que ocurrieron cambios importantes en la actividad de las
enzimas dcsaturantcs sin que hayan ocurrido cambios significa­
tivos cn la fluidez de la fase lípidica. Las actividades de ­
las distintas desaturasas y del transporte de electrones aso­
ciado, son modificadas de diferente manera por la deficiencia
en ácid0s grasos esenciales, y si bien permiten explicar en —
parte los cambios que ocurren en 1a composición de ácidos gra­
sos, no sc correlacionan simplemente con los cambios en el in­
dice de dobles ligaduras y menos aún con los parámetros de
fluidez obtenidos por los diferentes métodosfisicos. Asi, es
dificil considerar quo en estos experimentos, la causa directa
que modifica la actividad de estas enzimas sea la modificación
de la fluidez de 1a membrana.Por lo tanto esta activación se

deberia a otras causas como por ejemplo a un incremento en el
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número de moléculas do estas enzimas en la membrana, u otras.

La modificación de la actividad enzimática por la dE
ficiencia en ácidos grasos esenciales no solamente se restrin­
gió a las enzimas relacionadas con la biosintesis de ácidos ­
grasos poliinsaturados, sino que también ocurre en otros sistg
mas nnzimáticos no relacionados directamente con el metabolis­

mo lipidico, como por ejemplo en el sistema de la G-Ó-Pasa, ya
que nuestras experiencias muestran que la deficiencia en áci­
dos grasos esenciales incrementó el nivel de actividad de esta
nv1'l1n|'\ Viv­



II].3.- EFECTO DE LA TRANSICIÓN DE FASE ORDEN-DESORDEN SOBRE

LAS CURVAS DE ARRHENIUS DE ENZIMAS MICROSOMALES.

lII.3.J.— ComEaraciónentre distintos métodospara detectar la
transición de fase en bicapas lipídicas.
Con el fin de contar con un método simple y adecuado

para detectar las transiciones de fase en las membranasmodifi
cadas, se probaron tres métodos diferentes en membranasartifi
ciales de DMPC.La DMPCpresenta una transición orden-desorden
a alrrededor de 24°C.

En la figura 36 se muestra la dependencia de la tem­
peratura de la intensidad de fluorescencia emitida por la N-fg
nil-l-nuftilamina incorporada comomarcador en los liposomas ­
de DMPC.En este caso, las curvas fueron registradas incremen­

tando la temperatura desde 5 a 40°C, o a 1a inversa bajando la

temperatura desde 40 a 5°C. En la curva descendente, se puede
observar que ocurre una brusca disminución en la intensidad de
fluorescencia ai disminuir la temperatura y producirse el cam­
bio de fase del estado liquido-cristalino el estado cristali­
no. Comose esplicó en ol capitulo II, esto se debe a que la ­
N-fonil-i-naftilamina es excluida progresivamente de 1a fase —
lipídica hacia la fase acuosa a medida que los lípidos van su­
friendo lu transición del estado desordenado al estado ordena­

do. Lo contrario ocurre cuando en la curva ascendente se pasa
del estado ordenado a] estado desordenado.

En la figura 30 puede verse que la curva registrada
aumentandola temperatura (transición del estado ordenado al ­
estado fluido), no se superpone con la curva registrada con —
temperatura decreciente (transición del estado desordenado al

estado cristalino), sino que esta última se encuentra desplaza
da hacia temperaturas menores. Este fenómenode histéresis es
característico de estas transiciones (41) y ha sido detectado
también en membranasbiológicas (88). Por esta razón, todas
las curvas para 1a detección de transiciones de fase en las —
membranasmodificadas siempre se registraron en el sentido de
temperatura creciente, aunque esto no se indique.
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FIGURAlá: Transicion de fase en liposomggjdg DMPCdetectada
por la intensidad de fluorescencia de la N-fenil-l-naftilamina.
(o-—-o) temperatura descendente; (o-——o)temperatura ascendente.



La transición puede ser definida indicando el limite
superior (Ts) y el límite inferior (Ti) de la misma. El rango
o ancho de la transición (AT) es la diferencia entre Ts y Ti.
A temperaturas superiores al limite superior Ts, las cadenas —
hidrocarhonndas se encuentran en el estado liquido-cristalino,
desordenado. A temperaturas inferiores al limite inferior Ti,
los lípidos se encuentran en el estado ordenado, cristalino. A

I )temperaturas dentro del rango de 1a transic on, o sea entre Ti
. 5:”:

y fs, coex1sten ambas fases. A1 ir aumentan o la temperatura —

dentro del rango de la transición, 1a proporción de lípidos en
el estado desordenado va aumentando progresivamente a expensas
de la fase cristalina.

La temperatura de transición de fase (Tt) es defini­
da como 1a temperatura en la cual el 50%de los lípidos se en­

cuentra en el estado ordenado y el otro 50%se halla en la fa­
sc fluida. Si la transición es simétrica, Tt coincidirá con el
punto medio entre Ti y Ts, sin embargo no siempre la transi­
ción es perfectamente simétrica, por 10 que Tt se calcula como
sc indica cn las figuras 36, 37 o 38. Se prolongan las rectas
correspondientes a ambos estados puros (por debajo de Ti y por

encima de rs, y la temperatura del punto equidistante entre am
bas rectas corresponde a Tt.

Las transiciones de fase de sistemas lipidicos, aún
en dispersiones de una única especie de fosfolipidos comoen ­
este caso, se caracterizan por presentar un rango ATrelativa­
mente ancho. Ademásel ancho de la transición puede variar se­
gún el método de preparación de las dispersiones lipidicas, y
es mayor cuanto menor sea el radio de curvatura de la bicapa —
lipídicn, cl cual a su vez depende del tamaño de las vesículas

El ancho de ln transición también es mayor para vesículas mono
lamelares que para liposomas multilamelares (459). Los liposo­
mas de DMPCutilizadas para estas determinaciones, no fueron —

centrifugados a 160.000 xg luego de 1a sonicación por lo que ­
pueden contener algo de liposomas multilamelares.



En la figura 37 se muestra la curva de intensidad de
light scattering en función 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 1a fluorescencia de la N-fg
nil-l-naftilamina, )r Aï‘es algo menoren este caso, la concoE
dancia entre la temperatura de transición determinada por am­
bos métodos es buena.

En la figura 38 se muestra 1a detección de la transi

ción de fase de los liposomas de DMPCpor medio de la determi­
nación de la polarización de la fluorescencia emitida por el ­
DPHincorporado como marcador en estos liposomas. Puede verse

en esta figura, que la transición puede detectarse ya sea re­
gierando directamente la anisotropía de fluorescencia (r) en
función de la temperatura, o calculando de esta el parámetro ­

de orden (S ) o la microviscosidad aparente (ñ). La tempera­DPH

tura de transición (Tt), detectada por la polarización de 1a —
fluorescencia del DPHfue 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 estos tres métodos. Debido a la simplicidad de 1a de
terminación y al hecho de que no necesita de 1a incorporación
de ninguna sustancia extraña comomarcador, el método de light
scatrering fue el masutilizado para detectar las transiciones
de fase en las membranasmodificadas.

III.3.2.— Modificación de la composición lipidica de la membra
na microsomal "in vitro".

tna manera de investigar la influencia de 1a estruc­
tura de la membranasobre 1a actividad enzimática es estudiar

su respuesta a las transiciones de fase orden-desorden. Sin em
bargo comose demostró en las secciones anteriores, las membra
nas del reticulo endoplásmico de higado de rata debe sufrir su
transición de fase por lo menos por debajo de 10°C, ya que por
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FIGURA¿1: Detección de 1a transición de fase de liposomas de
DMPCpor medio del registro de 1a intensidad de light scatter­
ing en función de la temperatura.
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encima dc esta temperatura presenta un estado de alta fluidez
característica del estado líquido-cristalino. Para poder estu­
diur La influencia dc la transición de fase sobre la actividad

dc las enzimas micrOsomales, la temperatura de transición de ­

fusn de la membrana fue incrementada por medio de la incorpora
ción in vitro" de lccitina exógena.

la lecitinu elegida para estos estudios fue la DMPC,
ya que esta presenta una Dt de aproximadamente 24°C, la cual —

queda aproximadamente en el medio del rango de temperatura en

que se puede determinar las actividades enzimáticas. En algu­
nos experimentos, sin embargo, también se utilizó DPPC.La in­
corporación de estos fosfolipidos se realizó por medio de tres
métodosdiferentes comofusión,substitución y solubilización­
reconstltución, los Cuales se han descripto en el capitulo II.

C

a) Fusión de liposomas de DMPCcon microsomas de higado de ra­
2.

Cuando los microsomas de higado de rata fueron fusig
nados con liposomas de DMPC,la cantidad de DMPCincorporada ­

indicada por cl porcentaje de ácido miristico aumentó en pro­
porción a la cantidad dc DMPCincubada (Tabla XII). En los mi­

crosomas originales, el contenido de 14:0 es de alrrededor del
li. El porcentaje de ácido mirístico de los microsomas incuba­
dos con 8 y 13 mg de DMPCpor mg de lípido endógeno alcanzó un

69 y un Sïí respectivamente. Comoel contenido de 14:0 en los

microsomas originales es mu) bajo, su porcentaje en los micro­

somas tratados se debe casi exclusivamente a la DMPCincorpora

da, y esto sc tomó como un indice de la cantidad de DMPCincos

porada. La relación lípido/proteina aumenta notoriamente a1 f2
sionar los microsomus con liposomas de DMPC,de 1a misma mane­

ra que la relación fosfolípido/proteina. E1 control a1 cual se
refiere la tabla fue tratado de la mismamanera que los micro­

somas fusionados con la excepción de que no se les agregó lipg
somas. En este caso, si bien la composición de ácidos grasos ­
no se modificó, la relación lípido/proteina o fosfolipido/brg



TABLAXII

TEMPERATURADETRANSICIONDEFASE

RELACIONRELACION

DMPCCONTENIDORECUPERACION

TRATAMIENTOLTPIDOFOSFOLIPIDOLIGHT

INCUBADADE14:0DEPROTÉINASFLUORFSCENCIA**

PROTEINADROTEINASCATTERING

(mg/mg)*(Z(mg/mg)(“mol/mg)(Z)(°C)(°C)

NINGUNO0,01,50,380,361001010

FUSIONCON ,

8,068,61,851,626616,519,5

DMPC

FUSIONcon

13,087,33,503,214023,023,5

DMPC

CONTROL***0,02,20,590,50721010

'h-o
E V,

*ExpresadocomomgdeDMPCincubadospormgdelípidomicrosomalendógeno. **UsandoN-fenil-l-naftilaminacomomarcadorfluorescente. ***Tratadosde1amismamaneraquelosmicrosomasfusionadosperosinelagregadodeliposomasdeDMPC.
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(nina también aumentó, aunque menos intensamente que en los mi
crosomas fusionados. Esto posiblemente se debe a 1a pérdida de
proteínas periféricas débilmente unidas a la superficie de la
membranamicrosomal, durante los lavados a que se sometieron.

Usandoel criterio de (414), el aumento en la rela­
ción lipido/proteína o fosfolipido/proteína indicaria que los
cambios producidos en La composición lipídica de los microso­
mas fueron producidos por una incorporación de DMPCen los mi­

crosomas, mas bicn que por un intercambio de fosfolípidos en­
tre los liposomas y los microsomas. Noes posible distinguir ­
si la DMPCse incorpora realmente en la bicapa lipidica de la

membrana microsomal, o simplemente los liposomas de DMPCperma
neccn adsorbidos a la superficie de los microsomas aún después
de los lavados. Sin embargo, como veremos mas adelante, el he­

cho de que la actividad de algunas enzimas "sientan" la transi
ción de fase de estas membranasmodificadas indicaría que la —
DMPCqueda al menos parcialmente en el medio en el que se ha­

llan estas enzimas. Ademásel gran porcentaje de DMPChallado

en las membranas modificadas, en casos queda el 90% de DMPCy

solo un lofl de lípidos cndógenos, difícilmente pueda deberse ­
. . . :3”)únicamente a una Simple adsor01ón.

La cantidad de proteínas microsomales recuperadas —

por este método varió entre el 40 y el 70%. Debe tenerse en ­
cuenta que cn el control se perdió un 30%de las proteinas, y­
estas deben ser principalmente proteinas periféricas. Así, so­
lo una pequeña proporción de proteínas integrales se perderían
por este tratamiento.

La temperatura de transición de fase (Tt) obtenidas
por light scattering o por la fluorescencia de la N-fenil-l­
nafLilamina es menor de 10°C tanto en los microsomas origina­
les como en los controles. A medida que aumenta la proporción

de DMPCincorporada, la Tt se acerca a 24°C que es 1a Tt de la

DMPCpura. La Tt fue de alrrededor de 19°C en las membranas

con un 69% de 14:0 y de aproximadamente 23°C en las membranas
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con un 57% de 14:0.

La transición de fase detectada por light scattering
y por la fluorescenciu de la N-fenil-l-nafiíïlhmina para las —
membranas con un 69%de 14:0 se muestra en la figura 39. Si

bien los métodosde light scattering' y de fluorescencia die­

ron valores algo diferentes para Ti y Ts, los valores de Tt ob
tenidos por ambosmétodos fueron bastante similares dentro del
error experimental.

b) Substitución de los lípidos microsomales por DMPC.
En la tabla x111 se muestran los resultados obteni­

dos por el métodode sustitución utilizando diferentes cantidg
des de desoxicolato de sodio y de DMPC.Cuando se incubaron 52
lo 7 mg de DMPCpor mg de lípido microsomal endógeno, y 0,25 ­

mg de desoxicolato/mg de lipido total, la proporción de 14:0 —

alcanzó un 80€. En este caso la relación lipido/proteina o fos
folípido/proteina fue incrementada pero de una manera muchome
mos pronunciada que en los experimentos de fusión. Esto indica
que al menos parte de los lípidos endógenos son substituidos'—

por DHPC.La cantidad de detergente utilizado o mas bien la r2
lación de detergente a lípido parece influir sobre 1a relación
lípido/proteina encontrada en las membranasmodificadas. Cuan­
do se utilizaron O,l mg de dcsoxicolato por mg de lipido totaL
aproximadamente e] mismo porcentaje de 14:0 se alcanzó, pero —

con'una relación lípido/proteína mayor, indicando que ocurre ­
mas incorporación y menos substitución. Cuando se utilizaron —
0,5 mg de desoxicolato por mg de lípido total, 1a relación de

lípido/proteína encontrada fue menor, pero sin embargo, la can
tidad de proteína recuperada en este caso fue muypobre. En tg
dos los otros experimentos realizados se usaron 0,25 mg de de­
soxicoluto/mg de lípido total (DMPC+ lípido microsomal).

Con 0,25 mg de desoxicolato/mg de lipido, el % de ­

14:0 aumentó en proporción a la cantidad de DMPCincubada, y

fue del 50% con 7 mg du UMPC/mgde lípido endógeno, y del 64%
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CONDMPC
SUBSTITUCION

CONDMPC SUBSTITUCION
CONDHPC

CONTROLif

*ExpresadocomomgdeDMPCincubados/mgdelípidomicrosomalendógeno.

IWCÜpOORACIONDE

DWPC

INCUBADADE (mg/mg)*

0,0 7,0 5,5 0,0

**Expresadocomo flNodeterminada.

“HPC:‘Ï'

¿LACION

CONTENIDO

14:0

DFSOXICÜLATÜ

LIPIDO
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3;RATA39:¿L“HTODODESURSTITUCION

RELACION {QSFOLIPIDQ

PROTEINA

PROTEINA
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DEFASE

RECUPERACION DEPROTEINAS ..
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con 5,5 mg de DMPC/mgde lípido endógeno. El porcentaje de áci
do mirístico en las membranasmodificadas de esta manera, al —
igual que las obtenidas por el método de fusión, fue menor que
la proporción que se obtendría si se alcanzara un completo e­
quilibrio entre los lípidos endógenos y 1a DMPC.

La Tt fue acercándose a 24°C a medida que la propor­
ción de DHPCincorporada 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 64%de 14:0. En la figura 40 se muestran las curvas de

light scattering y de fluoresceneia de 1a N-fenil-l-naftilami
na para las membranas con un 80% de DMPCobtenidas por substi­

tución. El rango de la transición de fase en este caso fue mas
ancho que en el caso de las membranasobtenidas por fusión.­

Nuevamente la concordancia entre ambos métodos para detectar —
la transición de fase fue aceptable.

c) Integridad de las vesículas mierosomales modificadas por
fusión y substitución.

Los microsomas modificados por los métodos de fusión
y substitución fueron observados por microscopía electrónica.
En la figura 41 se muestran las micrografías obtenidas en mi­
crosomas sin tratar, en microsomas fusionados con DMPC,y en ­

microsomas cuyos lípidos fueron substituídos por DMPC.Estas ­
muestran que los microsomas tratados por ambos métodos perdie­

ron los rib0somas que se ven unidos a la superficie de los mi­
crosomas sin tratar. Los microsomas modificados presentan un ­
aspecto de membranas,aunque la estructura de vesículas sella­
das parece estar alterada. En el caso de los microsomastrata­
dos por substitución, la integridad de las vesículas parece es
tar muyafectada. En cambio el tratamiento por fusión pareció
ser menosdrástico, y la integridad de las vesículas parece ­
conservarse algo mas que las tratadas por substitución.

Otra manera de estudiar la integridad de las vesícu­
las microsomales fue medir la actividad manosa-ó-fosfatasa an­

tes y después del tratamiento de las membranascon desoxicola­
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to de sodio. H-ó-P no es un sustrato para la glucosa-6-fosfata
sa en microsomasintactos, y solo puede ser hidrolizada si la
barrera de permeabilidad de las vesículas es eliminada para —
permitir cl acceso de este sustrato alternativo al sitio acti­

vo de la enzima en el espacio luminal de las vesículas microsg
males (406). Así, el grado de latencia de esta actividad enzi­
mática es la proporción de enzima que se encuentra en vesicu­
las selladas, y puede ser considerado comoun índice de la in­

tegridad de la barrera de permeabilidad de las vesículas micrg
somales. La latencia de la actividad M-ó-Pasa se corresponde ­
muy bien con la permeabilidad de la membrana al EDTAcomo mOS­

traron 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 membranasmodificadas por fusión, la barrera de
permeabilidad se encuentra parcialmente alterada. Esta permea­
bilización de los microsomas a la M-ó-P es producida por el —

procedimiento de incubación y no por la adición de DMPC,ya ­

que la disminución en el grado de latencia ocurre también en —
la mismaextensión en los microsomas controles, los cuales re­
cibieron el mismotratamiento de incubación, pero sin el agre­
gado de los liposomas de DMPC.El porcentaje de vesículas per­
meables a la H-ó-P en las muestras tratadas por fusión supera

el.50%, en contraste con solo un 12%en los microsomas sin tra
tar. El grado de latencia de la actividad M-Ó-Pasatambién pa­
rece ser independiente del tiempo de incubación.

En las membranas tratadas por el procedimiento de —

substitución, el grado de latencia es prácticamente nulo, lo —
que indica que la barrera de permeabilidad es completamente e­

liminada tanto en los microsomas substituídos con DMPCcomo en
los controles tratados de la mismamanera pero sin el agregado

de Dï-ÏPC.



TRATAMIENTO

INTEGRIDADDE¿ABARRERADEPERMEABILIDAD

TABLA

XIV

ACTIVIDADMANOSA-ó-FOSFATASA!*

SINDÉSOXICOLATO

PERMEABILIZADOSCON DESOXICOLATO0,1%

QELOSMICROSOMASTRATADOSPORFUSIONXSUBSTITUCION

LATENCIA

NINGUNO

FUSIONADOSCONDMPC DURANTE30MINUTOS FUSIONADOSCONDMPC DURANTE60MINUTOS CONTROLDE?fUSION*

i
{1‘

SUBSTITUIDOS

CONDMPC

SUBSTITUIDOSSIN DMPC(CONTROL)

(nmolesdefosfato/min.mgdeproteína)

16,7
100,0 109,6

87,8
176,0 143,5

143,8 166,0 187,8 143,4 118,3 147,8

88,7 39,3 41,6 38,8

*30minutosdeinCubacián. **Determinadaconunaconcentración

deM

-6—Pde25mM.
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d} Solubilización de microsomasy reconstitución con fosfoli­

pidos exógenos.
Membranasmuy ricas en lecitina exógena fueron obte­

nidas también por cl método de solubilización y reconstitución
En la tabla XVse muestra que la relación lipido/proteina o ­
fosfolipido/proteina obtenida dependió de la longitud de las —
cadenas hidrocarbonadas de la fosfatidilcolina utilizada en‘la
reconstitución. A1 reconstituir con DMPCse obtuvo una rela­

ción dc lipido/proteina muchomenor que al reconstituir con ­
DPPC o con una mezcla de DMPC-DPPC1:1 (P/P). Es posible que

esta diferencia sea debida a la menor capacidad de la DMPCcom
parada con 1a DPPCpara formar vesículas bilaminares, ya que —

cuanto menor es la longitud de las cadenas hidrocarbonadas de
los fosfolipidos, tienen menortendencia a formar vesículas ­

de bicapa y mayor tendencia a formar micellas (51). Asi, es pg
sible que gran parte de 1a DMPCquede en el sobrenadante de —

100.000 g en forma de micellas.

La proporción de 14:0 o de 16:0 exógeno que se obtig
ne por éste método es cercana al valor calculado asumiendo un
completo equilibrio entre los lípidos exógenos y endógenos, al
contrario de lo que ocurrió con los métodos de fusión y substi
tución. La proporción de proteinas recuperadas por este método
cs bastante inferior a la recuperada por los métodos de fusión
y substitución.

La temperatura de transición de fase se determinó en
estas membranaspor light scattering y por 1a fluorescencia de
la N-fenil-l-naftilamina. Ambosmétodos dieron resultados simi
lares. Las membranasreconstituidas con lípidos endógenqs no —
muestran transición de fase en el rango de temperatura medido.
Cuando se reconstituyó con DMPCo con DPPC, 1a transición de —

fase ocurrió a temperaturas cercanas a la Tt de la DMPCo la ­

DPPCpuras (24 y 41°C, respectivamente). Al reconstituir con —
una mezcla de DMPC-DPPC1:1 (p/p), 1a transición ocurrió a una

temperatura intermedia, a aproximadamente 31°C.
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TABLA¿y

SOL'DILIZACIÜNDEMICROSOWASY

RHCONSTITUCIONCON

CONTENIDO

14:0

DECONTENIDODE

16:0

RELACIONRELACION

LECITINA EXOGENA

QATAMIENTOLIPIDOFOSFOLIPIDO

LIPIDOS

INCUBADATOTALEXOCENOTOTALEXOCENOPROTEINAPROTEINA

FXOCCNOS

RECUPERACION
DE

PROTEINAS

TEWPERATURADE

TRANSICIONDEFASE FLUORHS­ CENCIA?

LIGHT SCATTER­ ING

N N00 SOGIflLILSNOOHE

(mg/mg)*(Z)(Z)**(X)(%)**(mg/mg)(“mol/ng)

INGUNO0,00,80,35

DMPC5,579,479,3

DMPC-DPPC

5,5

1:1(p/p)

40,440,347,044,0

r DPPC5,585,481,4

l\

CONTROL##0,00,4Lh7,4

12 13 21

(°C)('C)
1010

22,521,0 31,530,5 37,537,5

1010

*Expresadocomomgdelípídoexógeno/mgdelípídomicrosomalendógeno. **Calculadocomoseindicóen1asección11.10. #UsandoN-fenil-l-naftilaminacomomarcador. ##Solubilizadoreconstituidoconloslípidosendógenos,
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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 cug
les indican una transición de fase centrada a aproximadamente
22°C.

e) Recuperación de actividades enzigéticas en las membranas
modificadas.

En la tabla XVIse muestra la recuperación de activi
dades de las A6 y A9 desaturasas, G-Ó-Pasa, NADH-ferricianuro
reductasa y NADH—citocromoc reductasa. Comose vio en 1a sec­

ción anterior, el método por el que se obtiene la menor recupg
ración dc proteinas fue el de solubilización-reconstitución,
pero por los otros dos métodos la recuperación fue mayor del ­
40%.

La recuperación de las actividades de las A6 YA9 dg
saturasas fue muybaja en todos los casos. Las actividades que
se muestran en la tabla son las recuperadas con las óptimas ­
condiciones que se probaron. En este caso se reemplazó a1 buf­
fer tris-ncetato por buffer fosfato 41 mMy N-acetil cisteina

1,4 mM.También se agregó 0,2 mg de proteína citosólica (sobrg
nadante de 100.000 xg) al medio de incubación cuando se midió
la actividad para evitar pérdidas de actividad por la elimina­
ción durante los lavados de factores solubles involucrados en

la desaturación (460). Si se utilizó buffer tris-acetato en lg
gar«de fosfato durante el procedimiento de fusión o de substi­
tución, o si se omitió el agregado de citosol al medio de inca
bación, la actividad recuperada fue siempre menor. Estaipérdi­
da de actividad no fue debida a 1a DMPC,ya que también ocu­

rrió en los respectivos controles.
La actividad de 1a NADH-ferricianuro reductasa recu­

perada en los microsomasmodificados por fusión o substitución
fue similar a la recuperación de las proteínas totales, por lo
que la actividad especifica permaneció prácticamente sin modi­
ficarse por estos tratamientos. La actividad de la NADH-citg
cromo c reductasa, sin embargo se recuperó en mayor proporción
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que las proteinas totales, y la actividad especifica aumentó.

cuando los microsomas fueron modificados por fusión o substitg
ción. Algo similar ocurrió con la G-ó-Pasa, aunque puede verse
en la tabla que en algunos casos se recuperó 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 vesículas microso­

males (ver capitulo I). Comovimos, el tratamiento de substitu
ción produjo una completa destrucción de la barrera de permea­
bilidad y el tratamiento de fusión la destruyó en un 50-60%.
Asi, esta seria posiblemente la causa del incremento en la ac­
tividad de la G-ó-Pasa. ‘

De los tres métodos, el procedimiento de solubiliza­
ción-reconstitución fue el que dio no solo la menor recupera­
ción de proteinas totales, sino que también dio la menor recu­
peración de las actividades NADH-ferricianuro reductasa y NAD“

—citocromoc reductasa. La actividad especifica de la NADH-ci
tocromo c rcductasa, si bien es menor que en los microsomas o­

riginales cuando se reconstituyó con DMPC,aumentó cuando se —

reconstituyó con DPPCo con una mezcla de DMPC-DPPC1:1 (p/p)

o con los lípidos endógenos de los microsomas. La actividad es
pecifica de la NADH-ferricianuro reductasa fue similar a la de

los microsomas originales al reconstituir con DMPC,pero aumeg
tó si la reconstitución se hizo con los lípidos endógenos, con
DPPC o con una mezcla de DMPC-DPPC1:1 (p/p).

En microsomas cuya composición lipidica fue modifica
da por los métodos descriptos, se determinaron las curvas de ­
Arrhcuius para las actividades G-ó-Pasa, NADH-ferricianuro re­
ductasa y NADH—citocromoc reductasa. Las curvas de Arrhenius

para las actividades A6 y A9 desaturasas no pudieron ser cong
truidas debido a la baja actividad recuperada.

IlI.3.3.— Efecto de la transición de fase orden-desorden de
las membranasmodificadas sobre las curvas de Arrhe­



nius de la giucosa-ó-fosfatasa.
Las curvas de Arrhenius de 1a actividad G-ó-Pasa en

microsomas fusionados con liposomas de DMPCse muestra en 1a ­

figura 43. En la misma figura se muestra 1a curva de Arrhenius

obtenida en microsomas tratados por el método de fusión pero —

sin cl agregado de los liposomas de DMPC.ÉE_%1experimento —

mostrado, la proporción de 14:0 fue del 87%, y la Tt determina
da por light scattering y por la fluorescencia de la N-fenil­
l-naftilaminn fue do aproximadamente 23°C. En la curva de Arr­
henius de 1a G-Ó-Pasa se puede observar un pequeño 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 detectado, ya que en una segunda experiencia, la curva fue
cercanamente lineal y de única pendiente entre 10 y 40°C.

Así, la transición de fase de estas membranasno prg
duce aparentemente alguna quebradura abrupta o discontinuidad
en la curva de Arrhenius de la G-ó-Pasa, por lo menos en estas
condiciones experimentales.

Las Ea aparentes para los microsomas fusionados con

liposomas de DMPC(14,1 i 0,7 Kcal/mol) y del control de fu­

sión (13,0 i 0,8 Kcal/mol), no difieren significativamente eh­
tre si, ni de la Ea aparente de los microsomas originales —

(13,8 i 0,8 Kcal/mol) cuya curva de Arrhenius se muestra en la
figura 44. Asi, aunque en los microsomas tratados por fusión —
se encontró que la barrera de permeabilidad esta destruida en

un 50-60%, esto no fue suficiente para hacer que disminuya sig
nificativamente la Ea aparente, comoocurre cuando 1a barrera
de permeabilidad es totalmente destruida (ver sección III.1.4á
En este caso, la actividad medida seria un promedio de la acti
vidad de transporte y de la actividad del componentehidroliti
co.

Las curvas de Arrhenius para 1a actividad G-ó-Pasa ­
en microsomas tratados por el método de substitución se mues­

tran en la figura 44. Similarmente a los microsomas fusionados
con DMPC,ellos no muestran quebraduras en el rango de temperg
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FIGURA3;: Curva de Arrhenius de 1a actividad glucosa-ó-fosfata­
sa en microsomas fusionados con liposomas de DMPC.

(o-——o)Microsomas controles.

(o) Microsomas fusionados con liposomas de DMPC(69 i de 1h:0)

(

de 3o °c.
) Curva trazada separadamente 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 °C para los microsomas fusionados. Para la curva trazada so­

bre todo el rango de temperatura, fue 1k,l 3 0,7 Real/mol.
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FIGURA¿3: Curva de Arrhenius de la actividad glucosa-ó-fosfa­
tasa en microsomas cuyos lípidos fueron substitufdos por DMPC.

(x———x)Microsomas originales. (o—-—o)Microsomas controles.

(o-—o) Microsomas substitufdos con DMPC(80 % de 1u30)

Las Ba se indican junto a los límites del intervalo de confian­
za del 95 %.



tura estudiado. Sin embargo, los microsomas substituidos con —

DHPCo los microsomas controles que han sido tratados de 1a mis

ma manera, pero sin DHPC,muestran una disminución en la Ea api
rento con respecto a la de los microsomas originales que fue ­

significativa en cl niVul del 1%. Esta disminución en la Ea apa
rento no puede ser atribuida a 1a substitución de los lípidos —
endógenos por DAPC,sino que se debió al tratamiento de substi­

Lución que emplea desoxicolato de sodio. La Ea aparente obteni­

da en estos casos fue similar a 1a que se obtiene cuando se des
truye Ja barrera de permeabilidad de las vesículas microsomales
(ver sección III.1.4 a). Asi, en este caso 1a actividad medida
seria la actividad del componentehidrolitico ubicado en el in­

terior de las vesículas microsomales al cual_en este caso el ­
sustrato tendria libre acceso, lo cual también fue cOnfirmado —
por la pérdida total de la latencia a la actividad M-ó-Pasa.

La actividad del componentehidrolitico del sistema ­
de la C-Ó-Pasa, por lo tanto, presenta una curva de Arrhenius
lineal a pesar de que la membranasufre una transición de fase,
y presenta la misma Ha aparente cuando la membrana se encuentra
en el estado liquido-cristalino que cuando se encuentra en el ­
estado cristalino. Asi, la actividad de este componentede la ­
superficie luminal podría no ser dependiente del estado fisico
de los lípidos de la membrana.

III.3.4.— Efecto de la transición orden-desorden de los lípidos
de membranas modificadas sobre 1a actividad NADH-fe­
rricianuro reductasa.
En 1a figura 45 se muestran las curvas de Arrhenius ­

de la actividad NADH-fcrricianuro reductasa en los microsomas ­

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 incorpg
ración de DMPCpor cualquiera de estos tres métodos no alteró —
ni la forma ni la pendiente de 1a curva de Arrhenius de esta ag
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FIGURA¿2: Curvas de Arrhenius de la actividad NADH-ferricianuro
reductasa en micr050mas modificados.

(o-—-o) Microsomas fusionados con liposomas de DMPC(69 % de

1A:O); (o—-o) Microsomassolubilizados y reconstituídos con
DMPC(79 ñ de 1L30); (x-—-z) Microsomas substitufdos con DMPC

(ao 1 de 14:0).



tividud enzimática, a pesar de que estas membranaspresentaron
una transición de fase en el rango de temperatura medido. Las

Ea aparentes obtenidas en estos casos no difirieron de la obtg
nida para los microsomassin tratar ni de la obtenida para los
CUHLPOle, cuyas curvas de Arrhenius no se muestran.

Asi, la transición de fase de los lípidos de 1a mem­
bruma no tendria efecto sobre la actividad de esta enzima, ya
quo ia reacción se produce con la misma eficiencia cuando los

lípidos dc 1a membranase hallan en el estado liquido-cristali
no que cuando estos se encuentran en el estado ordenado.

IlI.3.5.— Pransición dc fase en membranas modificadas por la —
incorporación de lecitinas exógenas y su efecto so­
bre las curvas de Arrhenius de la actividad NADH-ci­

!tocromo c roductasa.

La curva de Arrhenius de 1a NADH-citocromo c reductg

sa en microsomas fusionados con liposomas de DMPCy en los con
troles tratados similarmcntc sin el agregado de la DMPC,se ­
muestra cn la figura 46 a). Al contrario de lo que ocurrió con
la actividad NADH-ferricianuro reductasa, la curva de Arrhe­
nius de la NADH-citocromoc reductasa mostró una quebradura a

aproximadamente 2%5°C, mientras que las membranas controles ­
dicron curvas completamente lineales y con la mismaenergia de
activación aparente que los microsomas originales. La Ea apa­
rente cn las membranas fusionadas con liposomas de DMPCes me­

nor quc la dc los microsomas Originales y los controles por en
cima dc 22,5“C, y es mayor que en ellos por debajo de 22,5°C.

La transición de fase de estas membranasfue detecta
da por light scattering y se muestra en laífiéura 46 b). La Tt
obtenida fue de 23,5°C, la cual coincide bastante bien con la
temperatura a la que ocurrió la quebradura en la curva de Arr­
henius de la NADH-citocromoc reductasa.

En la figura 47 a), se muestra 1a curva de Arrhenius

para la NADH-citocromoc reductasa en microsomas cuyos lípidos
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FIGURAig: Efecto de la transición de fase sobre 1a acíividad
NADH-citocromoc reductasa en microsomas fusionados con lipo­

somas de DMPC(87 % de 1h:0).

A) Curva de Arrhenius (o-—-o); B) Curva de light scattering
(o——-o).Las Ea se indican junto a los límites del intervalo de
confianza del 95 %.
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fueron substituídos con DMPC.En ella se puede observar una ­

quehradura a alrededor de 22°C con un gran incremento en la Ea
aparente por debajo de esa temperatura. Los microsomas contro­
1vs, dieron una curvv dc Arrhenius lineal y de similar pendien
Le quo los microsomas originales. En la figura 47 b), se mues­
tra ln curva dc light scattering para las membranasobtenidas
dc ostJ manera, y se puede ver que dieron una Tt de aproximada

mcltc ZU,S°C, la cual nuevamente coincide muy bien con la tem­
peratura a la que ocurrió la quebradura en la curva de Arrhe­
nius dc la NADH—citocromoc reductasa.

Cuando los microsomas fueron solubilizados y recons­

tituídos con DHPC,nuevamente se observó que la curva de Arrhe

nius dc la actividad NADH-citocromoc reductasa mostró una que
braduru alrededor de 23,S°C cercanamente coincidente con la'Tt
de esas membranasdeterminada por light scattering, comose ­
puede ver cn la figura 48 a)y b).

Asi, las curvas de Arrhenius de la NADH-citocromoc

rcductasa cn membranasmodificadas por la incorporación de una

gran proporción dc DMPCpor cualquiera de estos tres métodos,
mostraron quobraduras u aproximadamente la misma temperatura,
la cual fue cercanamentc coincidente con la temperatura a la —

que ocurrió la transición orden-desorden de los lípidos de la
membrana. La Ea aparente observada por encima de la temperatu­

ra'de la quebradura fue algo menor que en los microsomas origi
nales, c independiente del métodoutilizado para la incorpora­
ción dc DHPC.Sin embargo, por debajo de la temperatura de la

quebradura, las Ea aparentes mostraron diferencias significati
vas entre los tres métodosutilizados para obtener los microsg
mas modificados. Las En aparentes por debajo de la quebradura

fucron:16,9 i 2,3 Kcal/mol para los microsomas fusionados con
liposomas de DHPC;de23,7 i 3,7 Kcal/mol para los microsomas —

cuyos lípidos fueron substituidos por DMPC;y de50,0 i 2,7KcaV
mol para los microsomas solubilizados y reconstituidos con

HPC .
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FIGURAil: Efecto de la transición de fase de membranasobteni­
das por substitución por DMPC(83 % de lugo), sobre la activi­
dad NADH-citocvomoc reductasa.

A) Curva de Arrhenius. B) Curva de light scattering.
Las Ba se indican junto a los límites del intervalo de confianza
del 95 %.
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FIGURAig: Efecto de la transición de fase de membranas obteni­
daé por solubilización y reconstitución con DMPC(8h % de 14:0),
sobre la actividad NADH-citocromoc reductasa.

A) Curva de Arrhenius. a) Curva de light scattering.
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De acuerdo con estos resultados, la transición orden
—dosordende la fase lipidica de la membranaproduciría una ­
quehradura abrupta en la curva de Arrhenius de la actividad ­

IADH-ritocromo c reductasa, con un cambio en 1a Ea aparente a
la temperatura media de la transición de fase, sin que cambie
la velocidad de la reacción a esa temperatura. Este tipo de —
curvas solo puede ser explicado por un cambio en la mecanismo

de la reacción o en la etapa determinante ggpga misma produci­
do por la transición de fase de los lípidos (252), o si el es­
tado activado requiere de la unión de moléculas de lípidos
(253).

En base a vxperiencias realizadas por el grupo de ­
Strittmntter (362-364), ellos propusieron que la velocidad de
la reacción NADH—citocromoc reductasa seria limitada por la ­
difusión lateral de las proteinas citocromo bS reductasa y ci­
tocromo bS en el plano de la membrana. Además, la velocidad de

difusión lateral de las proteinas es influenciada por 1a flui­
dez, o su inversa la microviscosidad de 1a membrana. Por lo —

tanto, si asi fuera, las dependencias de la temperatura para ­
la microviscosidad aparente de la fase lípidica y para 1a velg
cidad de esta reacción deberian ser similares.

La dependencia de la temperatura del logaritmo de la

microviscosidad aparente a través de una transición de fase ge
un sistema lipidico sigue aproximadamente a1 cambio en la in­
tensidad de light scattering comose mostró en la sección III.
3.1. Tanto la microviscosidad aparente comola intensidad de ­
light scaltering aumentanbruscamente al disminuir 1a tempera­
tura dentro del rango de la transición de fase, pero tanto por
encima de Ts, como por debajo de Ti, las pendientes de estas —

curvas son muchomenores y no muy diferentes entre si. Por es­

ta razón, si la velocidad de la reacción NADH-citocromoc re­
ductasa fuera dependiente de la microviscosidad de la fase li­
pidica, su curva de Arrhenius deberia ser trifásica, y con una
pendiente similar por encima y por debajo del rango de la tran
sición de fase de los lípidos. Asi, las curvas de Arrhenius pa



ra esta reacción obtenidas en las membranasmodificadas no se

correlacionan con los rambios en la fluidez de la fase lipidi­
ca que ocurren a través de la transición orden-desorden, y es
por lo tanto dificil interpretar estos resultados comoque la
reacción fuera limitada por la velocidad de difusión lateral —
de las proteinas en el plano de 1a membranaa lo largo de tdda
la transición de fase.

Sin embargo, ha sido propuesto que muchas curvas de
Arrhenius de actividades de membranaque aparentemente son ob­

servadas comobifásicas, podrian ser en realidad trifásicas,
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 así modificadas ocurra una segunda quebradura a bajas tem­
peraturas, comono fue posible medir la actividad a temperatu­
ras muyinferiores a 10°Ccon suficiente exactitud, se intentó
la incorporación en la membranamicrosomal de un fosfolipido ­
que sufra la transición de fase a una temperatura mayor. La ­
DPPCse eligió ya que presenta una Tt a 41°C y asi, permite —

realizar las determinaciones de actividad a temperaturas muy­
por debajo del rango de transición de fase.

En ia figura 49 a), se muestran las curvas de Arrhe­
nius de la LADH-citocromoc reductasa en membranas solubiliza­

das y reconstituidas con DPPC y con una mezcla de DMPC-DPPC

1:1 (p/p). Aquí puede verse claramente que las curvas son tri­

fásicas y presentan dos quebraduras o cambios de pendienfe. Es
tos cambios de pendiente ocurrieron a 39,S°C y 30,5°C para las
membranas reconstituidas con DPPC, y a 30°C y 14°C para las —

membranas reconstituidas con una mezcla de DMPC-DPPC1:1 (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. Nofue posible el cálculo con suficiente exact;
tud de las Ea aparentes por encima de 39,5°C para las membra­
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FIGURA¿2; Efecto de la transición de fase sobre la actividad
NADH-Citocromoc redlctasa en membranas solubilizadas y recons­

tituídas con DPPC (81 % de 16:0 exógcno) (o-——o); o con una

mecha de DMPC-DPPC1:1 (p/p) (no % de 14:0, kh % de 16:0 exó­

SCHO)(0--0)o A) Curvas de Arrhenius; B) light scattering.
Las Ea se indican junto a los límites del intervalo de confian­
za del 95 %.



nas rcconstituidas con DPPC, y por debajo de 14°C para las mem

branas rcconstituidas con DMPC-DPPC1:1 (p/p). Sin embargo, la

Ea aparente por encima de 30°C para las membranas reconstitui­
das con la mc¿cla DMPC-DPPC1:1 (p/p) no es muy diferente de ­

1a Ea aparente obtenida por debajo de 29,S°C para las membra­
nas rcconstituidas con DPPC.

Estos resultados hacen suponer que las curvas dc —

Arrhenius Cc esta actividad obtenidas para los microsomas modi
ficados por la incorporación de DMPC(figuras 46, 47 y 48) se­
rian cn realidad curvas trifásicas y un segundo cambio de pen­
diente debe ocurrir por debajo de 1a temperatura minima que se

midió cn esas experiencias.
En la figura 49 b), se muestran las curvas de light

scattering cn función de la temperatura pafiaïlas membranasre­
constituídas con DPPCo con DMPC-DPPC1:1 (p/pÉ. Las membranas

reconstituidas con DPPCpresentaron una transición de fase cu"

ya Ts fue dc 46,S°C y su Ti fue de 29,5°C. La Tt fue dc aproxi
madamcntc 37°C, esto es algo menor que la Tt de la DPPC pura —

que cs dc 41°C. Las membranas reconstituídas con DMPC-DPPC1:1

(p/p) presentaron una transición de fase en un rango de tempe­
ratura intermedio entre las reconstituidas con DMPCy las re­
constituidas con DPPC, con una Tt de 30°C, una Ti de 20,5°C y
una Ts dc 40°C.

Ya que las curvas de Arrhenius de 1a NADH-citocromo

c reductasa son trifásicas, ambasquebraduras pueden ser asig­
nadas a1 comienzo y al final de la transición de fase. Es de­
cir que el rango dc temperatura intermedio entre las dos que­
braduras, que presenta una pendiente pronunciada seria el ran­

go dc la transición de fase "sentido" por la reacción. Por en­
cima de la quebradura superior, los lípidos se hallan totalmeg
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 límites de las tran­

siciones de fase en las membranasmodificadas, determinados ­
por light scattering, y los límites de las transiciones de fa­
sc "sentidas" por la NADH-citocromoc reductasa. Unicamente en

las membranasreennstituidas con DPPC,los límites de la tran­
sición dc fase detectados por light scattering son mas o menos
aproximados u los límites "sentidos" por la reacción NADH-citg
cromo c reductnsa. Sin embargo, en las membranasreconstitui­
das con DHPC-DPPC1:1 (p/p) o con DMPC,las quebraduras obser­
vadas en las curvas de Arrhenius de la NADH-citOCromoc redüc

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 reacción NADH
Citocromo c rcductasa responde a la transición de fase de los
lípidos, esta respuesta se encuentra desplazada hacia valores
de temperatura menores. Esta reacción "siente" 1a transición ­

de fase a menores temperaturas. Cuando se disminuye la temperg
tura y parte do los lípidos comienzana transformarse al esta­
do ordenado, la reacción de la NADH-citocromoc reductasa aún

continúa siendo tan efectiva comosi todos los lípidos estuvig
ran cn el estado líquido-cristalino, y solo cuando una gran —
proporción de lípidos ya estan en el estado cristalino, la
reacción recien responde a la transición de fase haciéndose me
nos efectiva.

Fue de interés estudiar el efecto de 1a incorpora­
ción de cantidades crecientes de lípido exógeno sobre las cur­
vas de Arrhenius de la actividad NADH-citocromoc reductasa.

Estos estudios se realizaron por los métodos de fusión y de 52
lubilización-reCOnstitución.

En la figura 50 a) y b) se muestran respectivamente

las curvas de Arrhenius de la actividad NADH-citocromop redug
tasa y las curvas de intensidad de light scattering en función
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



TABLAva;

ENTRELASTEMPERATURASggLAS

UEBRADURAS25LASCURVASggARRHENIUSgg¿AACTIVLDADNADH-CITOCRO?

gREDUCTASAYDELATRANSICIONORDEN-DESORDEN25¿AMEMBRAEÉ

CURVADEARRHÏUIUSDELAACTIVIDAD

TRANSICIÓNDEFASE*NADH-CITOCROMOCREDUCTASA

NEMBRANATi

[a

QUEBRADURAQUEBRADURA

INFERIORSUPERIOR

(’C)(°C)(°C)(’C)

FUSIONADACONUMPC17,529,51022,5 SUBSTITUIDACONDMPC12,029,01022,0 SOLUBILIZADAYRECONS­

16,529,51023,5

TITUIDAconDMPC SOLUBILIZADAYRECONS­

29,546,530,539,5

TITUIDAconDPPc

I\ L#OLUBILIZADAYRECONS­

20,540,014,030,0

TITUIDAconDMPC-DPPCI

*Detectadaporlightscatteríng. #DHPC-DPPCenunarelación1:1(¿7p).



da, 'ndicando la ocurrencia de separacionesng fase en los li­
pidos de las membranasmodificadas, cuando'elvfl de 14:0 solo ­

alcanzó un 30%. A medida que aumentó la proporción de DMPC,la

transición observada fue cada vez mas intensa, lo que indica ­

quo la proporción de lípidos que son involucrados en 1a transi
ción Orden-desorden es cada vez mayor. La temperatura a la que

ocurrio La transición, sin embargo, solo se modificó levemente
al ir aumcntando la cantidad de DMPCincorporada.

Las curvas de Arrhenius de la NADH-citocromo c redug
tasa, no fueron afectadas por 1a fusión con liposomas de DMPC

hasta que e] porcentaje de 14:0 fue del 67%. La fusión con can
tidades mayores dc liposomas de DMPC,produjo curvas de Arrhe­

nius con una quebradura a temperaturas no muydiferentes entre
si, de manera casi independiente de la cantidad de DMPCincor­
porada.

En la figura 51 a) se muestran los resultados de la
incorporación de cantidades crecientes de DMPCpor el método —
de solubilización-reconstitución. A1contrario de lo que ocu­
rrió con c1 método de fusión, 1a curva de Arrhenius de la NAD“

—citocromo c rcductasa ya mostró una quebradura a aproximada­
mente 15°C cuando la proporción de 14:0 alcanzó solo un 43%.

Además, la temperatura a la que ocurrió la quebradura aumentó

gradualmente al aumentar la proporción de DMPCincorporada,

llegando a 23°C cuando el porcentaje de 14:0 fue del 79%. Las
curvas de light scattering para estas membranasse muestran en
la figura 51 b). Solo pudo detectarse la transición de fase ­
completa cuando la proporción de 14:0 fue del 79%. Cuando la ­

proporción de 14:0 fue del 61%o menor, solo se detecta el li­

mite supcrior de la transición (Ts). Este limite Ts, sin embar
go, aumentó gradualmente de 18°C para las membranas con un 43%

de 14:0, hasta 31°C para aquellas membranas que contenían un —

79% de 14:0.

También puede observarse en las figuras 50 a) y Sl ­

a), que las pendientes de las curvas de Arrhenius observadas —
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FIGURA22; facto de la incorporación de cantidades crecientes
de bMPCpu? fusión sobre la transición orden-desorden de 1a mem­

brana y sobre las curvas de Arrhenius de 1a actividad-NADH-cito­
cromo c reductasa.

A) Curvas de Arrhenius. a) Curvas de light scatteping.

(x-—-x) 3o es de 11+:0; (I—I) 55 x de 1h:0; (u—-a) 67 76de lugo;

(o——-o) 82 % de lugo; y (o-——o) 87 fi de 14:0).

Se indican los intervalos de confianza del 95 fi para las Ea.
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FIGURAEl: Efecto de la incorporación de cantidades crecientes
de DHPCpor solubilización-reconstitución, sobre la transición
de fase de la membranay sobre las curvas de Arrhenius de 1a
actividad NADH-citocromoc reductasa.

A) Curvas de Arrhenius. B) Curvas de light scattering.
(x-—-x) #3 % de lhgo; (o-——o) 61 % de 1L20; (o-——o) 79 % de uno

Las 3a se indican con los límites de su intervalo de confianza
df; 1 9 ‘3



por debajo de las quebraduras en las membranas obtenidas por —
solubilización-reconstitución, fueron cada vez mayores a medi­
da que se incrementó la cantidad de DMPCincorporada. En las ­

membranasobtenidas por fusión, las pendientes de las curvas ­
de Arrhenius por debajo de las quebraduras fueron significa­
tivamcnte menores que en el caso de las membranas obtenidas —

por solubilización-reconstitución, y el incremento de esta pen
diente con ¿a cantidad de DMPCincorporada fue menos notable.

Las Ea aparentes observadas por encima de la quebradura fueron
aparentemente independientes del método utilizado y de la can­
tidad de DMPCincorporada.

Estos resultados podrían indicar que el método de sg
lubilización-reconstitución produce una distribución mas homo­

génea de la DMPCincorporada entre los lípidos endógenos. Cuan
do se incorporan por el método de fusión cantidades no muy

grandes de DMPC,esta no se mezclaria homogéneamente con los —

lípidos endógenos, 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 única­
menLeen las zonas ricas en DMPC,lo cual ¿EpÏicaría el hecho
de que la temperatura a la que ocurre la transición de fase no
se modifique mayormente al aumentar la proporción de DMPCin­

corporada. El pequeno incremento observado en Tt a1 aumentar —

la proporción dc DMPCpodria deberse a que la separación en 22
nas de DMPCpura y en zonas libres de DMPCno seria absoluta.

La proporción de las areas ricas en DMPC,que sufren 1a transi
ción, sería cada vez mayor a medida que se incrementa la canti
dad de DMPCincorporada, lo que haria que la transición detec­
tada por light scattering sea cada vez mas intensa comose ob­
serva en la figura 30 b).

Cuando los microsomas fueron solubilizados con deteE
gentes, mezclados con DMPC,y posteriormente se eliminó el de­
tergente para reconstituir las membranas, la DMPCse distribu­
yó aparentemente de una manera mas homogénea entre los lípidos



microsomales, haciendo que aún cuando se incorporan cantidades

relativamente pequeñas de DMPC,la transición de fase sea su­

frida por cas-i todos los lípidos de la membrana a una tempera­

tura que depende de la proporción de DMPCincorporada.
Ja diferencia entre ambos métodos es bien notoria —

cuando el porcentaje de 14:0 fue de alrrededor del 50-60%. En
la figura 50 b), se puede ver que las membranas obtenidas por
fusión que contenían un 55%de 14:0 mostraron una transición —

de fase bien definida en la cual pudieron detectarse amboslí­
mites ls 3 li. En la figura 51 b) se observa por el contrario

que membranasobtenidas por solubilización—reconstitución que
contenían un 61%de 14:0, mostraron una transición mucho mas ­

ancha en la que solo pudo detectarse el límite superior Ts.
En las membranasobtenidas por fusión con cantidades

relativamente bajas dc DMPC,las proteínas citocromo bS y citg
cromob5 reductasa se particionarían preferiblemente en las a­

reas libres de DMPC,y así, la reacción NADH-citocromoc redug
tasa no "sentiría" la transición de fase que ocurriría en las

areas formadas casi exclusivamente por DMPC.La actividad‘medi
da sería la suma de la actividad en las zonas libres de DMPCy
en las zonas ricas en DMPC.Al ir aumentando 1a proporción de

las zonas ricas en DMPC,la proporción de las proteínas respon
sables de la reacción en esas zonas se incrementaría progresi­
vamente, y así sería cada vez mayor 1a proporción de actividad
que "siente" la transición de fase. Esto también explicaría la
mayor pendiente observada por debajo de la temperatura de la —

quebradura en el caso de las membranas obtenidas por fusión —

con respecto a las obtenidas por solubilización-reconstitución,
ya que en el primer caso, la contribución de la actividad en —
las zonas libres de DMPC,que presentaría una curva de Arrhe­
nins lineal, haría que la pendiente por debajo de 1a quebradu­
ra sea menos pronunciada.

Por el contrario, en las membranasobtenidas por so­
lubilización-reconstitución, todos los lípidos (DMPCy lípidos



endógenos) se hallarían distribuídos mas homogeneamenteen la
membrana,y así la transición de fase es detectada por la reag
ción NADH—citocromoc reductasa aún cuando la proporción de —

DHPCen 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
solubilizudas y reconstituídas con cantidades crecientes de —
DPPCy de una mezcla de DMPC-DPPC1:1 (p/p), respectivamente.

Similarmente a cuando se usó DMPC,se observa un gradual des­

plazamiento de las quebraduras en las curvas de Arrhenius y de
la temperatura de transición de fase hacia mayores temperatu­
ras a medida que aumenta la proporción de lecitina exógena in­

cerpnrada. Según el criterio anterior, estos lípidos también —
se distribuirian dc unn manera mas o menos homogénea entre los

lípidos cudógcnos de la membrana.
F] grupo de Strittmatter (251), mostró que la reac­

ción NADanitocromoc reductasa es limitada por la difusión la
teral del citocromo bS y la citocromo b5 réaaétasa, solo cuan­
do estas proteínas se encuentran suficientemente diluídas en ­
la matriz lipidica. Cuandola concentración de estas proteínas
cn la fase lipidica es muyelevada, y están separadas por una
distdncíu muypcqucñu, la velocidad de la reacción se hace in­
dependiente de Jn difusión lateral, y por lo tanto de la tran­
sición de fase de los lípidos de 1a membrana. En estas expe­

riencias, al incorporar cantidades crecientes de lípidos exógg
nos, sc produce un aumento en la dilución de las proteínas en
la fase lípidica, comoso puede observar en las tablas XVIII y
XIX, de la relación lípido-proteína.

Para descartar la posibilidad de que la aparición de
las qucbrnduras en las curvas de Arrhenius de 1a NADH-citocro­
moc rcductasa sea consecuencia de esa dilución, se incorpora­
ron cantidades crecientes de lípidos microsomalespor solubili
zación y reconstitución. En la figura 54 se puede observar que
esto no tuvo ningún efecto sobre las curvas de Arrhenius de la
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FIGURA23: Efecto de la incorporación de cantidades crecientes
de DPPCpor solubilización-reconstitución sobre la transición
de fase de 1a membranay sobre las curvas de Arrhenius de 1a ac­
tividad NADH-citocromoc reductasa.

A) Curvas de Arrhenius. B) Curvas de light scattering.

(x-——x)46 % de 16:0 exógeno; (o-—-o) 70 % de 16:0 exógeno;

(o———o)81 % de 16:0 exógeno.

Las Ea se indican con sus límites del intervalo de confianza del
95 %.
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FIGURA22: Efecto de 1a incorporación por solubilización-recons­
titüción de cantidades crecientes de una mezcla de DMPC-DPPC1:1

(p/p) sobre la transición de fase de 1a meáéïEha y sobre las cur­
vas de Arrhenius de la actividad NADH-citocromoc reductasa.

A) Curvas de Arrhenius. B) Curvas de light scattering.
(x———x)23 % de 14:0 y 15 % de 16:0 exógeno; (o-——o) 33 % delkgo

y 29 ñ de 16:0 exógeno; (o-—-o) #0 fi de 14:0 y #3 fi de 16:0 exó­

geno. Las Ba se indican junto con los límites del intervalo de
confianza del 95 %.



TABLAXVIII

MODIFICACIOND_EL_l\¿RELACIONELIPIDOAPROTEINAHLASMEHBRANASFUSIONADAScNDIFERENTES

CANTIDADESD_ELIPOSOMASgDMFC

RELACIONWELACIOKRECUPERACINDE

FOSFOLLRIDOLIPIDOPROTEINAS

PROTEINAPROTEINA

LIPIDOEXOGENOCONTENIDODE

INCUBADO14:0EXOGENO

TRATAMIENTO

(mg/mg)*(Z)(¡mol/mg)(mg/mg)(Z)

NINGUNO0,340,31100,0

FUSIONCONDMPC FUSIONCONDMPC FUSIONCONDNPC FUSIONCONDMPC FUSIONCONDMPC

CONTROL,

29,6 55,3 67,5 82,6 87,2

61,5 61,2 65,2 69,0 69,3 70,1

*ExpresadocomomgdeDMPCpormgdelípidomícrosomalendógeno. #TratadocomovparafusiónperosinagregarliposomasdeDMPC.
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TABLAXX

__—

MODIFICACIONBEL_RELACÏOXELLIPIDOAPROTEINAEELASHEMBRANASSOLUBILIZADASiRECOHSTITUIDASCONDIFEREN­

TESCANTIDADESQELIPIDOSEXOGENOS

FOSFOLIPIDOLIPIDO

EACION0PROTFINAPROTEINA

TRATAMIENTOLIPIDOEXOCENOCONTENER

14:0FLPROTEINAS

INCUBADO
(mg/mg)*(7€)(1)(“mol/mg)(mg/mg)(7o)

NINGUNO-——-——-——0,370,36100,0

r LIPIDOS

ENDOGENOS0,750,7129,7 LIPIDOSMI­ CROSOMALES1,950,900,7921,5 LIPIDOSMI­ CROSOMALES7,781,971,7719,5 anc1,9543,30,330,7713,1 DMPC3,3961,20,950,9116,4

qnupc7,7379,31,040,9611,3

nurc-nrrc
1:1(p/p)1.9523,415,00,950,3622,6 DHPc-DPPC'J 1:1(p/p)3,3933,529,11

DMPC-DPPC

1:1(p/p)7,7340,343,77,036,5217,0

1,090,9316,7

anc1,9546,01,020,3923,0 nppc3,39--70,24,164,0222,6

_nppc7,73--31,57,716,9113,7

N00 SOGIflLIISNODZH 1 SOGVZITIEHTOS

*Expresadocomomgdelípidoexógenopormgdelípidoendógeno.
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FIGURAii: Efecto de la incorporación de cantidades crecientes
de lípidos microsomalespor solubilización-reconstitución sobre
las curvas de Arrhenius de 1a actividad NADH-citocromoc reduc­
tasa.
(o—-o) relación fosfolípido a proteína - 0.75 “mol/mg.
(o——-o)relación fosfolípido a proteína - 0,90 “mol/mg.
(x—-—x)relación fosfolípido a proteína - 1,97 “mol/mg.
Se indican los límites del intervalo de confianza del 95 % pa­
ra las Ea.
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NADH—citocromoc reductasa ni sobre las curvas de light scattg
ring.

Debido a 1a importancia de las concentraciones de ci
tocromo b; y de citocromo bS reductasa en la fase lípidica, es
tas proteinas fueron determinadas comose describió en el capi
tulo 11 en las membranasmodificadas. No solo la concentración

absoluta dc estas proteinas en la matriz lipídica es importan­
te para la reacción NADH-citocromoc reductasa, sino que tam­
bién lo cs la relación citocromo bS/citocromo bS reductasa. La
velocidad máximaalcanzable para la reacción NADH-citocromoc

reductasa depende de la concentración de 1a flavoproteina (ac­
tividad NADH—ferricianuroreductasa), y 1a relación v/Vmaxes
cada vez mayor y se va acercando a lamedida que aumenta la —

relación citocromo bS/citocromo b5 reductasa. Cuandoesta relg
ción es suficientemente grande, v/Vmaxse hace igual a l y la
velocidad dc la reacción es limitada por 1a actividad de la ­
flavoproteína (NADH-ferricianuroreductasa), y se independiza
de la difusión lateral de las proteinas encfaïmembrana. Se ha
demostrado por la incorporación de distintas cantidades de las
proteínas purificadas en vesículas artificiales de dimiristo­
il fosfatidil colina (251) , que la reacción NADH-citocromo
c reductasa se hace independiente de la difusión lateral de ­
las proteinas en el plano de la membranacuando la relación ci
tocromo bS/citocromo bS reductasa alcanza un valor de alrrede­
dor de 45. Comola actividad de la NADH-ferricianuro reductasa

no responde a 1a transición de fase de los lípidos de la mem­
brana, a relaciones citocromo bS/flavoproteina suficientemente
altas, lu reacción NADH-citocromoc reductasa se independiza —
del estado fisico de la matriz lipidica.

Por esta razón, las relaciones citocromo b5/citocro­
mo bs reductasa fueron determinadas en las membranasmodifica­
das" En la tabla XXse muestran los contenidos de citocromo bS

y de citocromo b5 reductasa para las membranasfusionadas cod
cantidades crecientes de DMPC.La recuperación de citocromo b5



TABLA55

nnvcnurnAcION25CITOCROYOh;Y

CITOCROMO25RFÜUCTASAElLAMATRIZLIPIDICADE“EÏBRÁÑAS

SION

CIT.bSCIT.b5REDUCTASA

cowDISTINTASCANTIDADESBELIPOS

OMASDEpMPC

CÏT.hS

REDUCTASA

HWDUCTASA

L

TPATAHIFHTOEX

NRFCUPERADA

"PDTFIÑA“RÜTEIÏA

VOSFOLIPID0

rOSFOLIPIDÜ

HUDIFICADASPOREE­

CIT.bj

HEDUCTASA

(Z)(X)(nmol/mn)(nnol/mg)

NINGUNO100,0100,00,335

FUSIONconDMPC93,843,30,511 FUSIONCONDMPC92,745,30,5070,037 FUSIONCONDMPC90,446,10,4640,035 FUSIONCONDMPC16,2063,636,40,3090,026 FUSIONCONDMPC32,3057,739,70,2790,029

CONTROL!---97,253,10,4640,033

(nmol/Amol)

1,396 0,655 0,590 0,464 0,169 0,110 1,010

(nmol/Amol)

0,208 0,045 0,043 0,035 0,014 0,011 0,082

(mol/mol)

*ExpresadocomomgdeDMPCpormgdelípidomicrosomalendógeno. ITratadode1amismamaneraperosinagregarliposomasdeDMPC.



es bastante alta, especialmente cuando se incorporan bajas can
tidades de DMPC,y disminuye a medida que aumenta la propor­

ción de DHPCincorporada. La recuperación de citocromo b5 re­

ductasa es menor que la de citocromo b5, y es relativamente in
dependiente dc la cantidad de DMPCincorporada. Esto hace que

la relación citocromo b5/flavoproteína aumente a aproximadamen
te el doble del valor de los microsomas orjgípales cuando se ­
incorporan bajas cantidades de DMPC,y luego disminuya progre­
sivamentc a] aumentar la proporción de DMPCincorporada. Las ­

concentraciones de citocromo b5 y de flavoproteína, expresadas
comonmoles/Hmol de fosfolipido disminuyen progresivamente al
aumentar la proporción de DMPCincorporada.

En la tabla XXIse muestran los contenidos de cito­

cromo h; y dc citocromu b5 reductasa en las membranas obteni­

das por soiubilización y reconstitución con diferentes cantidg
des de DWPC,DPPCo dv una mezcla de ambas lecitinas exógenas.

La cantidad de citocromo b5 recuperado luego de este tratamien
Lo disminuye sensiblemente al aumentar la proporción de lípido
exógcno. La recuperación de citocromo bS reductasa fue muy va­

riable y nn pareció seguir una variación uniforme al incremen­
tar la proporción de lipido exógeno. A1 contrario de lo que o­

currió por el método de fusión, 1a relación citocromo/flavoppg
tcínu ne varió significativamente con respecto a los microso­

mas originales cuando se reconstituyó con bajas cantidades de
lipido cxógeno y disminuyó notablemente al reconstituír con —

grandes cantidades de lípido exógeno. Las concentraciones de —
citocromo hs y de flavoproteina expresadas como nmoles/umol de
fosfelípido, al igual que en el método de fusión, disminuyen ­
no(oriumcntr ul aumentar la cantidad de lipido exógeno incorpg
rudo.

En todas las membranas obtenidas por cualquiera de —

ios dos métodos, las concentraciones de citocromo b5 y de citg
Cromobs reductasa son marcadamente inferiores a las requeri­
dns para producir un sistema estrechamente empaquetado y hacer
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LUBTLIZACIONlRHCOHSTITHCIOVCONDIFÏRÉÑTKSCAÑTIDADESï¿L[”THOSEYUCLÏO?

CIT.hSCIT.b3h-Ü')UCTASACIT.bbQHPHCTASACET.h

RFÜUCTASÁ'—_"-—"_"'—__'­

RUAPÜOTFIHA“TCTCÏNAPUTHÏTPI““FOSVOLIPIDO?ÑDUCTASA

\L

í

.RATAWIFWTO

(mg/Hfi)*(Z)(Z)(nmol/hï)(“mol/mr)(nmol/Nmol)(nmol/Hmol)(mol/mol)

NO-———100,0100,00,380.0581,040,1576,6 IDOS OCEHOS73,157,9I0,910,1131,21i),1518,0 IDOSHI­ SOWALES1,9514,117,80,250,04€0,280,0535,1 IDOS11-' SOHALGS7,787,119,20,140,0570,070,0292,4
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que la distancia entre las proteínas sea muy pequeña comopafa
que la velocidad de la reacción sea independiente del desplaza
miento lateral de los componentes en el plano de la membrana­
(251).

En las membranas obtenidas por fusión con liposomas

dc DMPC,1a relación citocromo bS/flavoproteina fue mayor que

en las membranasobtenidas por solubilización-reconstitución,

y fue disminuyendo al aumentar la proporción de DHPCincorpora
da. La alku relación citocromo/flavoproteína en las membranas
obtenidas por fusión con bajas cantidades de DMPC,podria con­
tribuir en algo a que la reacción NADH-citocromoc reductasa —

no "sienta" la transición de fase. Sin embargo, esta no puede
ser la causa fundamental, ya que en todos los casos la rela­
ción citocromo bS/flavoprofcína fue bastante inferior a 45.
Además, la actividad NADH—fcrricianuroreductasa fue siempre ­

muysuperior a la actividad NADH-citocromoc reductasa, por lo
que nunca la actividad NADH-citocromoc reductasa pudo haber —

sido limirada por la actividad de 1a flavoproteina. Por otro ­

lado, en las membranas que poseen un 67% de 14:0, la NADH-citg

cromo c reductasa PCnpOHdióa la transición de fase y la rela­
ción citocromo/flavoproteina fue de 12,9. Mientras que en las
membranas con un 55%dc 14:0, la relación de citocromo/flavo­
proteina fue solo levemente mayor (13,7), y la NADH-citácromo
c reductasa ya no respondió a la transición de fase de los lí­
pidos.

Es dificil que este pequeño incremento en 1a rela­

ción citocromo/flavoproteina sea el único responsable de la de
saparición de la respuesta a la transición de fase por parte —

de esta reacción. Asi, la explicación mas simple para este com
portamiento seria la distribución no homogénea de la DMPCin­
corporada por fusión, comolo muestran las curvas de light
scattering; y la partición preferencial de las proteinas cito­
cromo bs y ritocromo bS reductasa en las áreas prácticamente ­
libres dc HPC.comose discutió anteriormente.



lll.3.0.— Discusión.
a) Incorporación dc lecitinas exógenas en la membranamicroso­

Comoya vimos anteriormente, la composición de ácidos

grasos de los lípidos de los microsomas de¿bígado de rata es ri
ca en ácidos grasos polietilénicos. Esto hace que la membrana­
son muyfluida u temperatura f siológica y no sufra la transi­
ción al estado ordenado aún bajando la temperatura hasta 10°C.
A pesar dc esta alta fluidez, algunos sistemas enzimáticos de
los micrOsnmns do hígado de rata como el de la NADPH-citocromo

P430 oxigvnusa se encuentran aparentemente rodeados de un "anu­

lus” lipídico de monosfluidez. Este sistema enzimático presen
La quebradurns en sus curvas de Arrhenius a aproximadamente ­
36°C (321ï que sc atribuyeron a una transición de fase de los
lípidos que forman dicho "anulus". Así, en este sistema, los ­

cambios en composición y en la fluidez del "anulus" lipídico pg
drían ser mas importantes que los cambios de las propiedades ­

del resto dc los lípidos de la membrana. Sin embargo ha sido de
m0strndo que los cambios en las propiedades de los lípidos que
no forman el "nnulus" pueden ejercer una influencia importante
en el estado físico de 10s lípidos del "anulus" y sobre las prg
teínas (135).

Los sistemas cnzimáticos estudiados aquí, parecen di­
ferir del sistema del citocromo P450, ya que no presentan que­

braduras cn sus curvas de Arrhenius entre 10 y 40°C, x así no ­
parecen estar rodeados de un "anulus" de lípidos rígidos.

Para investigar la influencia de las transiciones 05
den-desorden de los lípidos de la membranasobre 1a actividad ­
dc est0s sistemas enzimáticos, la composición lipídica de la —
membranamicrosomal fue modificada mediante la incorporación de

lecitinn uxógena.
Por medio de los tres métodos utilizados se lograron

membranascon altos contenidos de lecitina exógena, que presen­
taron transición de fase en el rango de temperatura medible.



Sin embargo, hubo diferencias importantes entre los distintos —
EtOdos, en el grado de ruptura de las vesículas microsomales y

en la distribución de los lípidos incorporados entre los lipi­
dos endógenos de la membrana. Los métodos que utilizan detergen
tes alteran completamentela integridad de las vesículas micro­

somales, haciéndolas completamente permeables a la M-Ó-P. El mÉ
todo de fusión también incrementó la permeabilidad a la M-ó-P —

aunque en menor proporción, y así pareció conservar algo mas la
integridad de las vesículas microsomales. Si bien la integridad
de la barrera de permeabilidad de las vesículas no tiene impor­
tancia en procesos laterales comoel transporte de electrones,
es de importancia fundamental en el caso de un sistema de trans
porto vertical como e] de la G-Ó-P.

Por otro lado, por el método de fusión, al menos cuan
do se incorporaron pequeñas cantidades de lípido exógeno, pare­

ce no obtenerse una distribución homogéneaentre los lípidos en
dógcnos, de] lipido exógcno incorporado. En cambio, por el métg
do de solubilización-reconstitución, el lipido exógenoincorpo­
rado pareció distribuirse entre los lípidos endógenos, de una —
manera mas homogénea.

b) Efecto de la transición orden-desorden de los lípidos de la
membranasobre la actividad del sistema de la glucosa-6-fos­,'“\

ww. vfatasa.
Comovimos antes, en microsomas de hígado de rata el

sistema de la C-ó-Pasa no muestra quebraduras en sus curvas de

Arrhenius entre lO y 40°C. Sin embargo ha sido reportado (331)
que la Curva de Arrhenius de la glucosa-ó-fosfatasa de microso­

mas de higado de cobayo presenta una quebradura a 19°C, que prg

bahlemcnte se debe a una alteración termotrópica de la estructu
ra de la fase lipídica detectada por medio de marcadores de ESE
La influencia de la fluidez de la fase lipídica sobre las cur­
vas de Arrhenius de la G-D-Pasa también ha sido reportado en —

membranas del reticulo endoplásmíco de Tetrahymena piriformis —

(233). Has aún, las quebraduras en las curvas de Arrhenius de ­
la actividad G-Ó-Pasahan sido utilizadas para detectar transi­



ciones de fase (455). Es importante señalar además, que el

transporte de otros carbohidratos comopor ejemplo {3-galactó—
sidos v (3-g1ucósidos a través de membranasde E. coli modifi­

cadas por la administración de distintos ácidos grasos en la —.
dieta. muestran curvas de Arrhenius con quebraduras que se co­
rresponden con transiciones de fase de los lípidos de la mem­
brana (23o, 461}.

Cuando la membrana microsomal fue modificada por
substitución con DHPC,se encontró una disminución en 1a Ea a­

parente y un incremento en la actividad, pero esto fue indepen
diente de 1a incorporación del fosfolipido, y fue debido al ­
tratamiento mismo, el cual utilizó desoxicolato de sodio. Se —
ha mostrado que esta enzima es activada por detergentes y o­
trOs agentes que alteran la integridad y la permeabilidad de
la membrana(403, 393, 398). La etapa limitante de esta reac­
ción es la etapa del transporte de la G-ó-P del lado citoplas­
mático al lumen de las vesículas microsomales. Así, una desin­
tegración de la barrera de permeabilidad permitiría el libre —
acceso del sustrato al sitio hidrolítico y la velocidad de la
reacción incrementaría marcadamente. La microscopía electróni­
ca y la ausencia de latencia de la actividad M-ó-Pasa confirma
ron la ruptura de la integridad de la barrera de permeabilidad
de las vesículas microsomales. Además, se ha mostrado que el —

desoxicolato de sodio en una concentración de 0,05% ya es sufi
ciente para eliminar la barrera de permeabilidad (318).

Por lo tanto, en este caso estariamos midiendJ direg
tamente la actividad hidrolitica y no la etapa de transporte a
través de 1a membrana. Esto explicaría el decrecimiento en 1a
Ea aparente de la reacción G-ó-Pasa observado en los microso­
mas tratados por el método de substitución. Consecuentemente,
la actividad del componentehidrolitico no dependeria del esta
do físico de la membranaya que las curvas de Arrhenius fueron
lineales con una Ea aparente que se mantuvo constante a través
del rango de temperatura en el que ocurrió la transición orden



-dnsordcn dc la fase lipídica. Asi, esta actividad presenta la
mismaefectividad cuando los lípidos se encuentran en el esta­
do cristalino que cuando se hallan en el estado fluido. La

reacción sc produciría sobre la superficie de 1a membrana,uti
lizando sustratos solubles en agua, y no requiere de la exis­
tencia dc una bicapa fluida para su pleno funcionamiento.

En los microsomas fusionados con liposomas de DMPCo

en sus controles, no ocurrió un cambio significativo en la Ea

aparente de la reacción, pero sin embargo, la microscopía eleg
trónica y las medidas de latencia de la actividad H-ó-Pasa in­

dicaron quc ocurrió una sustancial rupturajdesla integridad de
las vesículas microsomales. En este caso se tendría una meLCla

de vesículas con la barrera de permeabilidad intacta, y de ve­
sículas cuya barrera dc permeabilidad ha sido alterada y permi
Len el libre acceso del sustrato a la enzima hidrolítica. La ­

actividad medida seria la suma de la actividad de transporte —

en las vesículas cuya barrera de permeabilidad permanece intag
ta, y de la actividad hidrolitica de aquellas vesículas complg
tamente pormeables. Ia leve quebradura observada en algunos eg
pcrimcntos a alrrededor de 30°C podría deberse a un efecto de
la transición de fase de los lípidos sobre la actividad de
transporte. Sin embargosería necesario confirmar esto por me­

dio de algún método que deje intacta la integridad de la barre
ra dc permeabilidad de las vesículas microsomales.

c) Efecto de la transición de fase gg los lípidos de la membra­
na sobre el sistema de transporte de electronesgggpgpdienbe
del citocromo bS.

nuestros experimentos mostraron que la actividad de

la flavoproteína citocromo b5 reductasa medida por 1a veloci­
dad de reducción del ferricianuro, no fue afectada por la tran
sición de fase de los lípidos de las membranasmodificadas; ya
que las curvas de Arrhenius fueron lineales y con la misma e­
nergia de activación aparente tanto por encima comopor debajo
dc la temperatura en que se produjo el cambio de fase. Asi, la



reacción fue tan efectiva con la fase lipidica de la membrana
en cJ estado desordenado, comocuando los lípidos se hallaron

en el estado cristalino. Esto confirma los resultados de Strit
tmattor y togers (251) de que esta actividad fue independiente
de la transición de fase cuando la proteina purificada fue in­
corporada en liposomas de DMPC.

La flavoproteina citocromo bS reductasa expone su si
tio catalítico hacia la fase acuosa, y ambossustratos, NAD“y

fcrricianuro, son solubles en agua; por lo que ningún movimien
Lu traslacional de la enzima ni de los sustratos en la membra­

na son necesarios para la reacción. Asi, la bicapa lipidica so
lamente tendria la función de unir a la enzima, y los cambios
estructurales en la fase lipidica no alterarían al sitio cata­
litico de la reductasa.

Por el contrario, la reacción NADH-citocromoc redug
tasa respondió a la transición de fase de las membranasmodifi
cadas con quebraduras en sus curvas de Arrhïíïus. Una disminu­

ción cn la efectividad de 1a reacción fue observada por debajo
de la tempcratura cn la que ocurrió el cambio de fase de los ­
lípidos de la membrana. Ya que la etapa determinante de la ve­
locidud de esta reacción es la transferencia de electrones en­
tre dos proteinas anfipaticas, la citocromo b5 reductasa y el
citocromo bs, ambasflotando en la bicapa lipidica, la veloci­
dad de la reacción dependerá de la frecuencia de choques entre
ambasproteinas y asi, de su concentración y movilidad trasla­

cional do acuerdo con el modelo propuesto por el grupo de Stri
ttmatter (251). Ha sido bien demostrado que la velocidad de di
fusión lateral de las proteinas en bicapas lipídicas disminuye
al aumentar la viscosidad de la fase lipidica (176). Asi, la —
transición de fase a un estado cristalino de los lípidos de la
membranaprovocaría un decrecimiento en la velocidad de difu­
sión lateral, y esto reduciría la frecuencia de choques entre
la flavoprotcina y el citocromo y por lo tanto la velocidad de
la reacción XADH-citocromoc reductasa.



En las membranas que fueron modificadas por la incog
pornción dc DHPCo por la incorporación en bajas cantidades de
DPPCo dv una mezcla de DMPC-DPPCse observaron curvas de Arr­

hvnius bifásicas con un cambio en la energía de activación api
rombo n aproximadamente 1a temperatura en 1a que ocurrió el —

cambio de estado de los lípidos de la membrana. Este tipo de —

curvas vn las que se produce un cambio en la energia de activa
ción sin que cambie la velocidad de la reacción en ese punto,
podria ser explicada por un cambio en el mecanismo de la reac­
ción o en la etapa determinante de la misma como consecuencia

del cambio dc estado de los lípidos (252); o también podria e}
plicursc por 1a teoria de Wynn-Williams (253) donde el estado
activado requiere de la unión de una o mas moléculas de lipido

(ver cgpitulo I). Esto es difícil de conciliar con el módelo­
dc StriLLmattor dc que la reacción es limitada por la difusión
lateral de las proteinas en la membrana,ya que si asi fuera,
la influencia de la temperatura sobre la fluidez de la membra­
na y sobre la velocidad de 1a reacción deberian ser similares.

Sin embargo, cuando la reacción NADH-citocromoc re­
ductnsa se midió en membranas con altos contenidos de DPPCo —

de DHPC-DPPC1:1 (p/p), respondió a la transición de fase de —

los lípidos con una curva de Arrhenius trifásica. Estas curvas
trifásicas presentan una pendiente pronunciada en el rango de
la transición de fase, y una pendiente menor por encima y por
debajo de la transición de fase. Asi, estas curvas se correla­
cionan mejor con los cambios en la fluidez de 1a fase lipidica
que ocurren a través de 1a transición orden-desorden, y esto —
podría ser bien explicado por el efecto deÏÏÉÉmbiode fase so­
bre la velocidad de difusión lateral de la flavoproteina y del
citocromo en la membrana. En base a esto, la explicación mas —

simple para las curvas bifásicas observadas en membranas con —
DHPCo con bajas proporciones de DPPC o de DMPC-DPPC,es que ­

serian en realidad curvas trifásicas, y que la quebradura infg
rior debe ocurrir a una temperatura demasiado baja para poder
se r dctcc Lada .



Si bien lu “ADM-citocromoc reductasa responde a la

transición de fase orden-desorden de los lípidos, pudo ser ob­

servado que esta reacción "siente" la transición a menores tem
peraturas que las detectadas por light scattering o por la

Estas diferenciasfluorescñnciu dc la X-fonil-l-naftilamina. —

entro lu temperatura de la transición de los lípidos de la mem
'nna y la temperatura a la que ocurren las quebraduras en las

curvas dv Arrhenius de enzimas de membranahan sido explicadas

por ln existencia de un "anulus" lipídico rodeando a la enzima
que sufriria la transición de fase a una temperatura diferente
del resto dc los lípidos de la membrana(257, 144). Si esto es
lo que ocurre en el sistema de la NADH-citocromoc reductasa,
el "anulus" lipidico debería tener caracteristicas masfluidas
que el resto de Ja membranay sufrir 1a transición de fase a —

menor temperatura. Si bien se ha mostrado que el citocromo bS

provoca una disminución en la movilidad de las cadenas hidro­

carbonudas dc los lípidos circundantes (116, 462), lo cual ten
dria el efecto inverso al observado en nuestras experiencias,
estas mediciones han sido realizadas por encima de la Tt de la
bicapa lipidica, y se ha mostrado que las proteínas pueden te­
nor un efecto condensante por encima de Tt, pero tendrían un ­
efecto fluidificantu cuando la bicapa lipidica se encuentra en
ol estado ordenado (13ó). El efecto de las proteínas sobre la
Tt de las bicapas lipidicas no es fácilmente predecible y de­
penderín de las particulares interacciones lípidorproteína. A­
demás, cn la reacción IADH-citocromoc reductasa interviene la

flavoproteina citocromo bs rcductasa, además del citocromo bS,
y no hay datos sobre el efecto de esta proteína sobre los lípi
dos que la circundan.

Cuando se fusionaron microsomas con cantidades cre­

cientes de liposomas de DMPC,observamos que la reacción NAD”­

citocromo c reductasa solo respondió a 1a transición de fase —

de los lípidos cuando la DMPCse incorporó en proporciones su­

periores a1 67%. Pero cuando la DHPCse incorporó por solubili

)



"n—reconstitución aún en bajas proporciones, la reacción —
“513.16” Jn transición de la fase lipídica. Esto podria ser e;
piicudo por Ja presencia de un "anulus" de lípidos que interag
Lúun con las proteínas responsables de la reacción, de una mu­

‘a mas fuerte que e] resto de los lípidos de la membrana.c

Cu.ndo su “acorporu DHPCpor fusión en bajas proporciones, el

Jipido exógeno no accedcria a dicho "anulus", y la reacción no
sentiría la transición de fase del resto de los lípidos. Solo
cuando la DIPCse iJrnrpora por fusión en una proporción sufi
cientemane alta, la composición del "anulus" sería modificada
y consecuentemente se modificaría el comportamiento de la reag
ción. Cuandolos microsomas son solubilizados con detergente,
el “anuiux”lipídico seria destruido, y al reconstituírse las
membranas, aún con bajas proporciones de lípido exógeno, este
accedcría al medio cirrundante de las proteínas, y la reacción
"sentiría" los cambiosen las propiedades de la fase lipidica
producidOs al variar la temperatura.

sin embargo, su ha propuesto que el estado de los li
pidos del "anulus" tendría que ser afectado por los cambios de
estado del resto de los lípidos de la membrana (138). Se ha —

. ++ ++
demostrado por cJemplo que la Ca Mg ATPasa de reticulo sar
coplásmico, cuando es insertada en bicapas de DPPC, responde a

la transición de los lípidos del "anulus", y también a la tran
sición del resto de los lípidos de la bicapa (250).

Además, se ha demostrado que las proteínas solo ser;

an capaces de afectar las propiedades de unas pocas capas de ­
lípidos circundantes (138). Así, si en las membranasobtenidas
por fusión con bajas proporciones de lípido exógeno, se admite
la presencia de un "unulus" que represente solo una pequeña —
proporción de los lípidos totales de la membrana; 1a composi­
ción y propiedades de los lípidos que estan fuera del "anulus"
no debería diferir mucho de la composición y propiedades de —
los lípidos de las membranasobtenidas por solubilización y



POCOHSLiLUClÓn.Sin embargo, las curvas de light scattering fug

ron muy diferentes en las membranascon bajas proporciones de

lipido UAÓgcnoobtenidas por uno u otro método, indicando que ­
el supuesto "anulus" representa una proporción de lípidos bas­
tante grande. Asi, esto puede ser interpretado comouna distri­
bución no homogéneadel lípido exógeno incorporado por fusión,
y una preferencial partición de las proteínas responsables de
la reacción en las zonas prácticamente 115%¿S‘de DMPC,como fue

explicado en la sección III.3.6.2. Esas zonas prácticamente li
bres dc DIPCestarian formadas casi exclusivamente por lípidos
microsomnic 7ndógcnos, y serían el supuesto "anulus" que re­
presenta una proporción importante de los lípidos totales.

Por otro lado, aunque ha sido propuesto que la fla­
voprote'nn el citocromo bS forman un complejo organizado en

la membranadel reticulo endoplásmico (361), se ha postulado y
presentado exidcncias (303) de una distribución al azar de am­
bas proteínas en la bicapa de la membranamicrosomal. Así, si
1a distribución de ambas proteinas es al azar, las proteínas —
deberian sufrir difusión lateral, con o sin su "anulus" lipi­
dico, a través del resto de los lípidos de la membrana, para —
que se produzcan los choques y la transferencia de electrones.
Por lo tanto, la reacceión debería depender del estado físico
de los Lipidos fuera del "anulus", y debería reflejar su trán­
sición de fase mas bien que 1a transición de los lípidos del
"anulus" .

Unainteresante teoría ha sido desarrollada para ex­

pli:ar el comportamientodel sistema de transporte de ¿B-glicé
sidos en membranasde Escherichia coli (148) (ver capitulo I).
La transición de Fase del estado cristalino al estado líquido­
cristalino ocurre por la formación de dominios o areas de lí­
pidos fluidos dentro de la matriz lipídica cristalina. Estos ­
dominios fluidos van creciendo de tamaño al aumentar la tempe­
ratura n expensas de los dominios ordenados, hasta que por en­



cima del límite superior de la transición fila), la totalidad —
do los lípidos estaria en el estado desordenado. Las curvas de
Arrhenius Lriffisicab del tipo de las observadas para la BAD“­
citocromo c rcductnsu podrian ser explicadas en base a una me­
nor actividad de la enzima cuando se encuentra en los dominios

ordenadOs que cuando esta en los dominios fluidos. Además, las

quobraduras en las curvas de Arrhenius podrian ocurrir a mayor
o menor temperatura que los limites de la transición de fase —
de los lípidos, si la enzima se particiona preferiblemente en
los dominiOhordenados o en los desordenados respectivamente.

Para procesos como el de la NADH-citocromoc reductg
sa, cuya etapa determinante depende de la interacción de dos —

proteínas controlada por difusión, si estas proteinas se parti
cionan preferiblemente en los dominios fluidos, se produciría
una acumulación de ellas en estos dominios, con una consecuen­
te disminución de la distancia promedio entre ellas. Este au»

U

mento cn la concentración efectiva de estas proteinas incremen
taria lu vc]ocidad de interacciones y contrarrestaria el decrg
cimiento cn velocidad debido a la disminución de la temperatu­
ra. A1 mismo tiempo, esto podria explicar que se observe por ­
encima ds la quebradura superior, una menor Ea aparente que en
las membrdnasque no sufren transición de fase.

Dv csLu manera los resultados aqui obtenidos pueden
ser explicados teniendo en cuenta que 1a velocidad de la reac­
ción sería limitada por la difusión lateral de las proteinas ­
cn el plano de la membranay una preferencial partición del ci
tocromo b; o de la citocromo bS reductasa, o ambas en los domi
nios lípidicos fluidos con respecto a los dominios ordenados.
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IIÏ.4.- EFECTO DE ALCUllOLES ALIFATICOS DE BAJO PESO MOLECULAR

SUXIE LA FLUIDEZ DE LA MEHERANA MICROSOMAL Y ACTIVI­

DAD DE EhéIHAS ASOCIADAS A DICHA MEMBRANA.

los alcoholes alifáticos, cuando son incorporados en
mumbrana artifiCÏalcs de fosfolipidos, son capaces de afect r
ciertas dc sus caracteristicas comoser la Tt, y ciertos pará­
metros dv movilidad determinados por ESRy N31, como por ejem­

plo S; ho/h-l, etc. (67, 68). En general, los alcoholes alifá­
ticos saturados de cadena larga, y alcoholes trans-insaturados
incrcwlean cl grado dc ordenamiento de las cadenas hidrocarbg
nadas dc la bicapa lipidica (67). Por el contrario, los alcohg
los dc cadena corta (menos dc 8 átomos de carbono), y los de ­
cadcnr :isminsuturnda han mostrado incrementar la fluidez y la

movilidad dc las cadenas hidrocarbonadas (ÉZABÓB).Los alcoho­
les alifáLicos su ubicarían en la membranacon su cadena alifé
tica paralela a las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipi—
dos, alinvando su grupo -0H con los grupos polares en la su­
perficie Hidroíílica de la bicapa. Las cadenas alifáticas cor­
tas de los alCOhOlCude bajo peso molecular, dejarían espacios
vacios Cu el interior hidroïóbiCO de la misma, lo cual incre­
mcntaría Ja movilidad de las cadenas de los fosfolipidos (68).

En estas experiencias se estudió el efecto de dos al
COhOlÜbalifáLicos dc cadena corta: el n-butanol, y el alcohol

isoamilicu (LU-CH2—CH2-CH(CH3)2);sobre la fluidez de la mem­
brlnu microSUmal (determinada del grado de depolarización de —

1a fluoresccncia del DPH);y sobre la actividad del sistema de
saturantc de ácidos ¿Pagos con su cadena transportadora de e­
lectrones, y del sistema de la G-6-Pasa.

d

111.4.1.» Efecto del n-butanol X del isoamilol sobre el grado
dc dopolarización de la fluorescencia emitida por el
DPHincorporado en la membrana microsomal.

Cuando a una suspensión de microsomas marcados pre­

viamente con DPHcomo se indicó en el capitulo II (SO Hg de —

proteina/m]; y 0,29 HHde DPH), se le agregó alcohol isoamili­



co (40 m1), la polarización de fluorescencia se siguió en
función del tiemp0,a 20°C,se pudo observar que esta disminuyó

rapidamente duranto 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 polarización fueron
convertidos en microviscosidad aparente.

Por otro lado, el experimento mostrado en el cuadro
XXII, mostró que cuando a los microsomas se les agregó 60 mm—

dc alcohol iswamilico, y se dejaron durante S minutos a tempe­
ratura ambiente, la microviscosidad aparente fue disminuida de
2,19 a 0,77 Poisc. sin embargo, cuando los microsomas tratados
dc esta manera fueron recentrifugados a 100.000 xg durante una
hora con al objeto dc eliminar el alcohol no incorporado, y se
resuspendiuron vn un medio libre de alcohol, la polarización ­
de fluoresconcin volvió a alcanzar el valor de los microsomas
no tratados.

Esto: resultados indicarian que el alcohol isoamili­
co sc incorpora espontáneamente en la membranamicrosomal in­

cromontnndo su fluidez. La incorporación se produciría por un
prOCUSOde partición entre la fase acuosa y la fase lipidica,
ya que si sc elimina el alcohol del medio acuoso, este vuelve
a salir do la membrana.El equilibrio de la partición entre la
bicnpn lipídica y la fase acuosa se alcanzaría rápidamente, a
alrrodcdor de los dos minutos. Sin embargo, para poder confir­
mar csto fueron necesarios otros tipos de controles.

El DPH, como la gran mayoria de los fluoróforos aro­

máticos, no presenta prácticamente fluorescencia cuando se ha­
lla en nn medio do alta polaridad como el agua. Asi, cuando se

lo agrega a una suspensión lipidica comoen este caso a los mi
crosomns, la fluorescencia que se detecta proviene prácticameg
Lc toda del DPHque se halla en la fase lípidica, siendo com­

pletamente despreciable la que proviene del DPHno incorporado
a 1a membrana. Esta propiedad es la que hace adecuados a estos

marcadores para estas determinaciones. Sin embargo, en el cua­
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FIGURA22; Variación en 1a microviscosidad aparente de microso­
maá marccdos con DPHcon el tiempo de incubación con alcohol i­
soumílico.

Microsomas (50 Ag de proteína/m1), marcados con DPH(0,25 HM),
mas alcohol isoamólico (#0 mM).



TABLA XXII

IHFOPPHRACIOW 35 ALCOHOL ISOAMLLICO 51 MIókna MAS BE HIGADO

35 RATA

“Eng-[RA n20°C (POiSe)

2,19

“icrosnmn3*
+ alcohol ísoamílico 60 m“ 0,77

“icrosonns*
+ alcohol isoamïlíco 60 mH 2,16
lavadosfi

* Suspensiñn de 50 Ag de proteína microsomal / m1, en
sacarosa 0.25 W — EDTA 1,0 mMpH 7,0; marcados con
WP”como sn describió en la sección 11.8.6.

“ecentrífuqados a 10u.000 g durante 60 minutos y re­
susWendid09 en sacarosa 0,25 M — EDTA 1 mMpH 7,0



dro XXII] se puede ver que cuando a una suspensión acuosa de ­

DPHsc lc agregó alcohol isoamílico, la fluorescencia aumentó
n aproximadamente un 15% de la que se obtiene cuando a la mis­

mu concentración de DPHse le agregó microsomas. Comoesta

fluoresceucia es casi completamente depolarizada, ya que el m:
dio acu0so cs de baja viscosidad y completamente isotrópico,
podria suceder que la depolarización observada por el agregado
del alcohol no sea debida a una disminución de la microviscosi
dad de la membrana, sino a un incremento en la fluorescencia ­
del DPHque permanece en 1a fase acuosa sin incorporarse en ­

los microsomasu En c1 sistema completo DPH-alcohol-microsomas,

la fluorescencin de la fase acuosa debe ser en realidad muyig
ferior a1 153 ya que la gran parte del DPHse incorpora en la
fase lípidica. Sin embargo, comose desconoce si el alcohol ­
puede influir sobre la partición del DPHentre 1a fase acuosa
y la fase lípídiga, fue necesario medir la fluorescencia del —
medio acuoso y ver si esta era significativa, y si se debian —
corrcvir los valores de polarización para los cálculos de mi­
croviscosidud.

Para esto, las suspensiones de microsomas marcadas —
con DPHy tratadas con el alcohol, se dividieron en dos frac­
ciones. En una fracción se determinó directamente Ilfe IJ_(co­

rrigiendo por light scattering). La otra fracción fue centrifu
gadu a 100.000 xg durante una hora y en el sobrenadante se mi­
dieron I” e Il.(también corregidos por light scattering). Para
hacer la corrección por la fluorescencia del medio acuoso, a
las I” c.[4.de las suspensiones totales, se les descontaron —

las I” c T_Lde los respectivos sobrenadantes, para obteper de
esta manera las Ihre T_L debidas únicamente al DPHincorporado
en la fase lipídica.

La fluorescencia encontrada en el sobrenadante fue ­

como máximo el 2? de la de la suspensión total. En 1a tabla —

XXIVse muestran para distintas concentraciones de isoamilol,
los valores de microviscosidad aparente obtenidos directamente



Mm
_¿1T¿351352 25 FLHORESCENCIA RELATIVA DEL DPH gg DISTINTOS

ggptos

MUESTRA FLUORESCENCIA

RELATIVA

DPHen sacarosa 0,25 M ­
0,25

EDTA 1 n‘! pH 7,0

DPH en sacarosa 0,25 M — i
EDTA l mH pH 7,0 12,5
+ alcohol isoamïlico 60 mM

P“H en sacarosa 0,25 M ­

EDTA 1 m“ pH 7,0
87,0+ alcohol isoamïlico 60 mM

+ microsomnq*

* 50 “g de proteína microsomal/ml, incubados una hora a
temperatura ambiente, en oscuridad y agitando.



TABLA XXIV

923131}UC{21 gg Li FLUORESCENCIA DEL DPH gg INCORPORADO

¡(3'51 ¿gg ggcanigflAs ¿1 LAS DETERMINACIONES__

CONCENTRACION' DF. - ­

Ï'Uno corregida) n(corregida)*ALCOHOL [SUAVTL[C0

i

(mW) (Poise) (Poise)

n 2,19 2,18

37 1,05 1,09

9« 0,72 0,70

*-Correridn por la contribución del sobrenadante de
100.000 n como se indica en el texto.



fluorescencin de la suspensión total, y los valores obtg
:orrigiondo por la contribución de la fluorescencia del

:nnduntc. nU hay prácticamente diferencias entre los valo­
res do mitrnviscosidul aparente obtenidos de una u otra forma.
“sí, la mayor parto del DPHse halla incorporada en la fase li
pídica do Los miorosomas, y la fluorescencia del DPHque pueda

quedar en la fase acuosa es despreciable dentro del error expg
rimnitnl. Esto indicnria que la disminución en la polarización
du fluorescenoia observada por el agregado del isoamilol se dí
bo a una disminución en la microviscosidad de la membrana que

permito unn mayor libertad de rotación del DPH.

tn la figura 56 se muestra el efecto de concentracig
nos cruciuntvs de alcohol isoamilico y n-butanol sobre la mi­
croviscosidnd de la membranamicrosomal. La microviscosidad ­

aparente disminuye rápidamente a bajas concentraciones de al­
cohol, y luego cl efecto parece saturado por encima de 70 mM—

para el alcohol isoamilico. El efecto del n-butanol es similar
pero es muchomenor que el del alcohol isoamilico, y el pla­

teau us alcanzado a concentraciones mayores. La mayor efectivi

dad del isoamilol con respecto al n-butanol para disminuir la
microviSCOSidad aparente de la membrana microsomal, seguramen­
Lc so debo su menor solubilidad en agua y una solubilización
mayor (,‘Hla foso lipidicn. El. hecho de que las cadenas ramifi­

cudas produzcan un mayor desorden de la fase lipídica que las
cadenas lineales, también podría contribuir en algo a la mayor
efectividad dci alcohol isoamílico.

lII.4 2.- Efecto del n-butanol y el isoagilol sobre la activi­
dad del sistema desaturante de ácidos grasos x la ca
dona do transporte de electrones asociada.
En la figura 57 se muestra el efecto del alcohol isg

nmílico y del n-butanol sobre las actividades del sistema de ­
transporte de vloctrones microsomal. La actividad NADH-ferri­
:innurn rcductusn no es modificada mayormente\a1 aumentar la —í_- a
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FIGURA255 Efecto de distintas concentraciones de alcoholes ali­
fátlcos de bajo peso molecular sobre la microviscosidad aparen­
te de microsomas de hígado de rata-a 20 °Co

(o-——o)alcohol isoamílico; (o—-o) n-butanol.



concentración de ninguno de los dos alcoholes estudiados. Por
el contrario, la actividad de la NADH-citocromoc reductasa au
mentó al aumentar la concentración de ambosalcoholes. Similar
mente a lo que ocurrió con la fluidez de la membrana, la acti­

O

vidad incrementó rápidamente a bajas concentraciones de alco­
hol y pareció saturar a mayores concentraciones. Para el n-bu
tanol, sc observó que 1a actividad incrementó mas suavemente —
que para el isoamilol, y a altas concentraciones de este alco­
hol se observó una nueva caida en actividad. En general, hay ­
una correlación bastante buena entre los cambios en la micro­

viscosidad aparente y la actividad de la NADH-citocromoc re­
ductasa, aunque el efecto de los alcoholes sobre esta activi­
dad pareció saturar a concentraciones algo mayores que el efes
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 algún efecto sobre la proteina misma. Asi, estos re­
sultados indicarian que la actividad NADH-ferricianuroreductg
sa es independiente de los cambios en la fluidez de la membra­
na mientras que la actividad NADH-citocromoc reductasa se ve

favorecida por la fluidificación de la membranaproducida por
estos alcoholes.

En Ja figura 53 puede observarse el efecto del alco­

hol isoamilico sobre la actividad de la A9 desaturasa. La acti
vidad fue medida a dos concentraciones de ácido palmitico: 66
y 13 HH. Esta actividad no fue modificada por el alcohol isoa­

milico cuando se midió a concentraciones saturantes (66 HM)—
del sustrato, pero disminuyó a1 incrementar la concentración ­
Cel alcohol, de una manera similar a la disminución en micro­
viscosidad aparente. La inhibición de esta actividad podría —
ser debida a un efecto Cel 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 concentracig
nes de alcohol, de manera semejante a los cambios de fluidez,
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FIGURA21: Efecto de alcoholes alifáticos.dzficadena corta sobre
el sistema de tranSporte de electrones del citocromo b5.
(D—-0) NADH-ferríci Haro reductasa - alcohol isoamílico
(l——-l)NADH-ferricianuro reductasa - n-butanol
(o--o) NADH‘CitOCPOL)c reductasa - alcohol isoamílico
(o-—-o) NADH-citocromoc reductasa - n-butanol
Cada punto es el promedio de dos determinaciones, las cuales so
realizaron a 25 ’C.
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FIGURAgg; Efecto del alcohol isoamílico sobre 1a actividad A9
deSaturasa.

(o-——o)66 uM de ácido palmítico; (o-—-o) 13 un de ácido palmi­
tico. Cada punto es el promedio de dos determinaciones realiza­
das a 37 °C.
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FIGURA5': Efecto del alcohol isoamílico sobre 1a actividad A6
debaturdsa de microsomas de hígado de rata.

(9-0) 66 4M.de ácido linoleico; (o-o) 13 uMde ácido lino­
leico. Cada punto es el promeáio de dos determinaciones reali­
zadas a 37 °C.



y e] hecho de que la actividad no sea inhibida a altas concen­
trnciones dc sustrato parecen sugerir lo contrario.

El efecto del alcohol isoamilic0¿ge@re la actividad
A(SCMsnturasa se muestra en la figura 59. Atnjas concentracig
nes dc sustrato, el efecto del isoamilol sobre esta actividad
fue similar al efecto de este alcohol sobre la A9 desaturasa.
Sin embargo, a una concentración de ácido linoleico de 66 AM,

también pudo observarse una disminución en actividad, aunque —

algo mas leve que a 13 RM, por efecto del alcohol.

III.4.3.— Efecto del alcohol isoamilico sobre la actividad del
sistema dc la glucosa-ó-fosfatasa.
El efecto del isoamilol fue también investigado so­

bre el sistema de la glucosa-ó-fosfatasa, en microsomasno tra
tados, y cn microsomas tratados con Triton X-lOO 0,1% para rom
per lu barrera de permeabilidad. En la figura 60 puede verse —
que la actividad del componentehidrolitico de este sistema —

(microsomas tratados) no es modificada por el agregado del al­
cohol. Sin embargo, la actividad en microsomas no tratados au­
mentó a bajas concentraciones de isoamilol, paralelamente a la
disminución en microviscosidad, y luego fue inhibida a altas ­
concentraciones de alcohol. Para que la actividad medida en ­

los microsomasno tratados sea realmente la actividad del trag
porte de ln G-ó-P a través de 1a membrana, es necesario que el
alcohol no afecte a la permeabilidad de la membrana. El hecho

de que a altas concentraciones de alcohol sea inhibida la acti
vidad en los microsomas no tratados, y no en los microsomas —

permeabiiizados con Triton X-lOO, ya indica que la permeabili­

dad no seria mayormente afectada por el alcohol. Comouna prug
ba mas, se midió la latencia de la actividad de hidrólisis de
la X-ó-P. En la tabla XXVse muestran las actividades de la M­

Ó-Pasa antes y después del tratamiento con Triton- X-lOO, y el
porcentaje de latencia; para diferentes concentraciones de al­
cohol isoamilico. La latencia de la M-Ó-Pasase mantuvo cons­
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FIGURAgg: Efecto del alcohol isoamílico sobre la actividad del
sistema de la glucosa-ó-fosfatasa de microsomas de hígado de ra­
ta. (o-—-o) microsomas no tratados; (o-——o)microsomas permea­

bilizados con Triton x-1oo 0,1 5. Cada punto cs el promedio de
dos determinaciones realizadas a 37 °C.



TABLA¿51

EFECTODELALCOHOLISOAMILICOSOBRELAPERMEABILIDADDELASVFSICULASHICROSOMALESALAM-ó-P

ACTIVIDADM-6-PFOSFOHIDROLASA*

CONCENTRACIONDE ALCOHOLISOAMILICOVICROSOMASN0MICROSOMASTRATADOS

TRATADOSCONTRITONX-1000,1Z

LATENCIA

(mW)(nmnles/min.mgdeproteína)(Z)

231,4616,291 441,5615,69o 651,9114,787 901,8215,288

*DeterminadaconunaconcentracióndeH-ó-Pde1,0mM.
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tante ul mismovalor de los microsomas sin alcohol, aún para ­
las mas altas concentraciones de isoamilol, indicando que 1a ­
barrera de permeabilidad de las vesículas microsomales no es ­
alterada por el alcohol.

Asi, estos resultados indican que la actividad del ­
componente hidrolitico no es afectada por los cambios en la —
fluidez de la membranaproducidos por el isoamilol. Por otro —

ladu: la actividad del transporte de la G-Ó-Paumenta al aumen
tar la fluidez dc la membranapor lo menos a bajas concentra­

ciones de alcohol. A altas concentraciones de alcohol, el efes
to inhibitorio puede ser debido a un efecto del alcohol mismo
sobre la proteina transportadora y no una respuesta a los cam­
bios de fluidez de la membrana, similarmente a lo que ocurrió
con la actividad EADH-citocromoc reductasa a altas concentra­
ciones de n-butanol.

III.4.4.— gigpusión.
“stas experiencias mostraron que los alcoholes alifá

ticos isoamilol y n-butanol, cuando se agregan a una suspen­
sión de microsomas, se particionan entre la fase acuosa y la e
fase lipidica, y producen un aumento en la fluidez de la mem­
brana, comopudo ser detectado por la polarización de la fluo­
rescencia emitida por el DPHincorporado en la membrana como —
marcador. El efecto de estos alcoholes concuerda con el efecto

producido por alcoholes de cadena corta sobre sistemas lipidi­
cos artificiales (68). El isoamilol fue mas efectivo que el n­
butanol para fluidificar la membrana,lo cual posiblemente se
deba a que se particiona mas favorablemente que el n-butanol —

en 1a fase lipidica.
El efecto de estos alcoholes sobre la cadena trans­

portadora de electrones dependiente del citocromo b5, confir­
manlos resultados de las experiencias de Í; sección III.3 en
las que se observó 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 c reductasa fue sensiblemente inhibida por el cambio

de ln fase lipídica de un estado fluido a un estado ordenado.
Asi, esto indicaria que 1a reacción NADH-citocromoc reductasa
no solo responde a los grandes cambios de estructura que ocu­
rren u lo largo de una transición de fase orden-desorden, sino
que su actividad también se ve modulada por cambios de fluidez
que no involucran un cambio de estado, lo cual concuerda con ­
ln teoría de Strittmatter de que esta reacción seria limitada
por ln difusión 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 ácidos grasos, según
estas experiencias, pareció ser el inverso que sobre la NADH­

citocromo c reductasa, con un aumento en la fluidez disminuyen

do la actividad. Sobre 1a A9 desaturasa, el efecto parece ser
mas bien sobre la afinidad de 1a enzima por el sustrato, ya ­

que la inhibición solo se encontró a concentraciones de sustrg
to bajas. En cambio sobre la A6 desaturasa, el efecto inhibitg
rio fue observado a baja y alta concentración de sustrato, aun
que fue menos intenso en el último caso. Si bien estas reaccig
nes deben requerir de la difusión lateral del sustrato en 1a —
membranapara unirse a la enzima, la respuesta de esta enzima
a la fluidificación de la fase lípidica por los alcoholes es ­
contraria a lo que se esperaría si 1a difusión lateral del sus
trato fuera limitante de la velocidad. Sin embargo, la difu­
sión del sustrato no es la etapa limitante, sino que parece —
ser la salida de los hidrógenos para formar el doble enlace ­
(252).

El efecto observado sobre las desaturasas estaría de

acuerdo con lo postulado por el grupo de Thompson (383, ¿84) —
de que las desaturasas de Tetrahymenapyriformis serian sensi­
bles a la fluidez de su entorno lípidico y que la actividad se
vería favorecida por una disminución en la fluidez. Esto po­
dria ser importante para la autoregulación del grado de insatg
ración dc las cadenas hidrocarbonadas de los lípidos y por lo



tanto de la fluideL de la membrana. Sin embargo, el mecanismo

inLimo dc estas respuestas de la actividad desaturante es aún
inexplicable con estos datos experimentales. Este tipo de res"
puesta dc las desaturasas a los cambios en la fluidez de la ­
membrana, sin embargo, no podria ser la única responsable del
incremento de la actividad desaturante producida por la caren­
cia dv ácidos grasos esenciales "in vivoá ya que en ese caso ­
no se encontraron cambios significativos en la fluidez de la —

membrana(por lo menos a temperaturas fisiológicas), y para am
bas enzimas (A6 y A9 desaturasas) se encontró un incremento en
la actividad medida con altas concentraciones de sustrato.

La fluidificación de 1a membranamicrosomal produci­
da por estos alcoholes, mostró ser un método adecuado para es­
tudiar la influencia de la fluidez de la membranasobre la ac­

tividad del sistema de la C-ó-Pasa, ya que a1 contrario de los
métodos de fusión y substitución utilizados en las experien»
cias descriptas en la sección III.3, mantuvointacta la barre­

ra de permeabilidad de la membranamicrosomal. Estos resulta­
dos indicaron que el transporte de la G-ó-P a través de la mem
brana se ve favorecido por un incremento en la fluidez de la —

misma. otros sistemas transportadores de carbohidratos, como­

por ejemplo el transporte de ¿3-galactósidos y det3-g1ucósidos
en membranas de E.coli, han mostrado que la actividad aumenta
al aumentar la fluidez de la membrana(148). La actividad hi­
drolítica, en cambio no fue afectada por los cambios en micro­

viscosidad producidOs por el alcohol, y estg’goncuerda con el
hecho de que esta actividad fue insensible a 1a transición de
fase en membranas modificadas por la incorporación de DMPC
(sección Ill.3).

Asi, estos resultados indicaron que las reacciones —
que utilizan sustratos solubles, como1a actividad JADH-Eerri­
cianuro reductasa y la hidrólisis de la G-ó-P en microsomas —
permeabilizados, no mostraron dependencia de 1a fluidez y el —
estado fisico de los lípidos de la membrana.Por otro lado,



reacciones que requieren de la difusión lateral o del transpog
Lc vertical a través de 1a membrana, como lo son la NADH-citg
cromo c reductasa y la actividad G-6-Pasa en microsomas,intac—

tos, mostraron que su actividad se vio favorecida por un aumeg
Lo en la fluidez de la fase lipídica.
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a membrana microsomal de higado de rata se encuentra a tem
pcraturas fisiológicas en un estado de alta fluidez, ya que
los parámetros dv orden determinados por ESRy por polarizg
cjón dc fluorescencia, y la microviscosidad aparente caen —

entre los valores mas bajos hallados en otras membranasbig
lígícas. Este estado de alta fluidez permite una alta velo­
cidad de difusión lateral del ácido S-doxil esteárico incor
porado en la membrana.

Al igual que la gran mayoria de las membranas biológicas y

bicapas lipídicas artificiales, la membranadel reticuloendg
plásmico de higado de rata presenta un gradiente de movili­
dad en las cadenas hidrocarbonadas que aumenta a1 ir de 1a
zona polar al interior hidrofóbico de 1a membrana.

Dentro de la sensibilidad de los métodos utilizados, la mem
brana de microsomas de higado de rata no presenta ningún ­

cambiodc 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
cn el interior hidrofóbico comoen la región mas cercana a
los grupos polares; o en la velocidad de rotación del DPH—
incorporado en la membrana;o en la partición de la N-fenil
Ll—naftilamina entre la fase acuosa y la fase lipidica de ­
la membrana.

Al contrario du otras proteínas microsomales comoel cito­

cromo P1 los lípidos que circundan a las A6 y A9 desa­HSO’
Lurasas, al citocromo b5 y al componente traslocador de G­

o-P del sistema de la G-ó-P fosfohidrolasa no parecen’su—
frir ninguna alteración en su estructura a1 variar la temps
ratura entre 10 y 40°C que pueda alterar su actividad.
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) Los cambios en composición de ácidos grasos de los lípidos
Cuñstítuyentcs de la membranamicrosomal de hígado de rata,
producidos por la deficiencia en ácidos grasos esenciales ­

I

su reflejan en una disminución en el grado de insaturación
cn periodos cortos (alrrededor de ll días), Pero el grado
de insaturación normal es recuperado en tiempos mas largos.

La disminución en el grado de insaturación de los lípidos —
microsomales producido por la deficiencia en ácidos grasos
esenciales en tiempos cortos no es suficiente para producir
un cambio detectable en la movilidad y el grado de orden de
las cadenas hidrocarbonadas, y en la velocidad de difusión
del ácido S-doxil esteárico en el plano de la membrana. La
microviscosidad aparente de la fase lipídica de la membrana
microsomal tampocoes afectada a temperaturas fisiológicas
por la deficiencia en ácidos grasos esenciales. La rata,
por lo tanto, logra mantener mediante el incremento en la ­,,fi‘x
síntesis de ácidos grasos poliinsaturados de la serie no e­
sencial, la fluidez y el ordenamiento de la membranadentro
de limites estrechos a pesar de la deficiencia en ácidos —
grasos esenciales.

Los cambios en composición de ácidos grasos de los lípidos
de la membranamicrosomal de hígado de rata debida a la de­
'ficienciu en ácidos grasos esenciales no fueron suficientes
tampoco comopara provocar la aparición de alguna altera­
ción cstructural o transición de fase en los lípidos de la
membranaentre lO y 40°C, capaz de influir significativamen
te sobre el grado de orden y la movilidad de las cadenas hi
drocarbonadas, sobre la partición de la N-fenil-l-naftilami
na entre la fase acuosa y la fase lipídica, y sobre la velg
cidad de difusión rotacional del DPHincorporado en la mem­

bruma. Los lípidos que circundan a las proteínas A6 desatg
rusa, citocromo bS y componente traslocador de G-ó-P del —
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sistema G-ó-P fósfohidrolasa, tampoco son afectados por la
deficiencia en ácidos grasos esenciales de manera de sufrir
niguna alteración -structura1 que influya sobre la activi­
dad de estas enzimas.

lu uCliVidad del cnmponente hidrolitico del sistema de la —
G-ó-P fosfohidrolusa (microsomas permeabilizados) no es a­

Í

fcrtnda por ¡a transición de fase orden-desorden de la mem­
brnnn en microsomns modificados por 1a incorporación de le­

citina cxógena. Esta actividad tampocoes influenciada por
cambios en ln fluidez de la membranaque no involucran tran
siciónes de fase. producidos por la incorporación de alenhg
les de bajo peso molucular en la membrana. Asi, la estructg
ra y fluidez de la fase lipidica de la membranatendria muy
poca influencia sobre esta actividad, y esto puede deberse
a que utiliza un sustrato hidrosoluble, y posiblemente el —
sitio catalitico de esta enzimaesté expuesto hacia la fase
acuosa .

La actividad del compnvente traslocador de G-ó-P a través —

de la membranamicrosomal, por el contrario es sensiblemen­z \
tc favorecida por un aumento en la fluidez,de la membrana­
producido por la incorporación en la fase lipidica de alco­
holes de bajo peso molecular, lo que muestra que la estruc­
tura y Fluidcz de la membranason capaces de influir en es­
te proceso de transpurte vertical.

lO)La actividad de lu flavoproteina citocromo b5 reductasa (me
didn como KADH-ferricianuro reductasa) no es afectada por —

la modificación dc la fluideL de la membrana por medio de ­

la incorporación un olla de alcoholes de bajo peso molecu­
lar, o por in transición de fase orden-desorden en membra­
nas en las que se modificó la composición lipidica por la —
incorporación de lecitina cxógena. Esta enzima, al igual —
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que cl componentehidrolitico del sistema G-ó-P fosfohidrg
insa, utiliza sustratos solubles en agua (en el caso de es
tn rcncción), y tiene su sitio catalitico expuesto hacia ­
Ja fasc acuosa, el cual no se veria afectado por los cam­
bios cn las propiedades de la fase lipidica.

Lu velocidad de transferencia de electrones entre la flavg
prtïeínu ciLocr0mo bS reductasa y el citocromo b5 (NADH­

cítocromo c reductasa), por el contrario, es afectada sen­
siblemente por las propiedades de la fase lipídica. El cam
bio de un estado fluido a un estado ordenado de los lípi­
dos de la membranacuya composición lipidica fue modifica­

da por la incorporación de lecitinas exógenas inhibe sensi
blemente a esta actividad. Cambios en 1a fluidez de la mem
brana sin que involucren un cambio de fase, como los produ
oidos por lu incorporación de alcoholes de cadena corta,

también modifican la velocidad de transferencia de electro
nos entre estas proteinas. Esto podria ser explicado por ­
el hecho de que la fluidez y estructura de la membranaa­
fuctaría a la difusión lateral de estas proteinas en el ­
plano de lu membrana.

La actividad NADH—citocromoc reductasa responde a la tran
sición de fase orden-desorden de membranasmodificadas por
ln incorporación de lecitinas exógenas, con una curva de ­
Arrhenius tvifásica, a pesar de que en algunos casos pue­
dcn observarse como bifásicas 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 bS pare­
cen particionarse preferiblemente en los dominios fluidos
cuando ocurre una transición o separación de fase, comose

dcducc de la respuesta de la actividad NADH-citocromoc r2



ductasa a los cambios de fase en membranas modificadas por

la incorporación dc lecitinas exógenas.

La velocidad de desaturación de los ácidos palmitico y li­
nolcico (A6 y A9 desaturasas respectivamente) es aparente­
mente afectada por los cambios en la fluidez de la membra­

na producidos por la incorporación de alcoholes de bajo pg
so molecular. Un aumento en la fluidez de la membrana pro­

duciría una disminución en la efectividad de estas reaccig
nes. En la A9 desaturasa, el efecto fue observado solo a
bajas concentraciones de ácido palmitico, indicando que po
dría ser afectada la afinidad de la enzima por el sustrato.
En la linoleico, en cambio, la

""3membranaafectó a la acti

A6 desaturación del ácido
modificación de la fluidez de la

vidad tanto a altas comoa bajas concentraciones de sustra
to. Esta respuesta de las desaturasas a la fluidez de la —
fase lipidica podria tener importancia comoun mecanismo —

de autorregulación del grado de insaturación y de la flui­
dcz de la membrana. Este comportamiento de las desaturasas

sin embargo, no puede ser responsable del incremento en la
actividad dc estas enzimas producido por la deficiencia en
ácidos grasos esenciales, en donde seguramente debe ocu­

un incremento Cn la cantidad de enzima.

. WWW
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S'Adenosinatrifosfato

relación molar de marcador (ácido 5-doxil esteárico,
a lípido
concentración micelar crítica
coenzima A

coeficiente de difusión lateral
dimiristoil fosfatidilcolina
dimiristoil fosfatidiletanolamina
dimiristoil fosfatidilserina
h,h'-dimetil-N-oxil oxazolidina
dioleil fosfatidilcolina
dioleil fodfatidiletanolamina
l,6-difenil-l,3,S-hexatrieno
dipalmitoil fosfatidilcolina
dipalmitoil fosfatidiletanolamina
ancho de la línea central del espectro de BSRdel áci­
do S-doxil estearico
ensanchamiento de la línea central del espectro de SSR
debido a las interacciones dipolo-dipolo ­
ensanchamiento de la línea central del espectro de SSR
debido a1 intercambio de energía por colisiones
ancho de la línea central del espectro de ESRpara'el
marcador infinitamente diluido en un medio diamagnético
ancho de la transición de fase (= Ts-Ti)
energía de activación aparente
etilen diaminotetraacetato
resonancia electrónica paramagnética
intensidad de fluorescencia total (u In+21i)
glucosa-ó-fosfato
glucosa-ó-fosfato fosfohidrolasa
intensidad de la línea central del espectro de ESR
intensidad de 1a línea de alto campodel espectro de
ESR del grupo doxilo
intensidad de fluorescencia detectada con ambos, pola­

. . - l .rizadvr y analizador, en p051c1onvertical
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U) CJ .r,

T'J.

intensidad de fluorescencia detectada con el polariza­
. . I . . . .dor en p051c10nvertical y el analizador norizontal

manosa-ó-fosfato
manosa-C-fosfato fosfohidrolasa

resonancia magnética nuclear
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rrado de polarización de fluorescenciao

fosfatídilcnlina
fosputidjlvtanolamina
fos‘atidilglicerol
Fosïitidilinositol
fosfatidilserina
anisotropía de fluorescencia
anisotropía de fluorescencia determinada con exitación

Icontinua

anisotropfa de fluorescencia de tiempo de decaimiento
infinito

límite en un medio total­. I .anisntropia de fluorescenCIa
mente con¿elado
parámetro de orden .
parímetro de orden determinado de 1a polarización de
la fluorescencia del DPH

separación hiperfina del espectro de ESRde ácidos:
. l . . . .dox11 estearicos, medido con la normal a la Superfic1e

de la bicapu paralela a] campomagnético aplicado. En
nuestro caso se midió de 1a separación entre el primer
náximo y Fl último mínimo

separación hiperfina del eSpectro de SSRde ácidos
doxil csteáricos, medido con 1a normal a 1a superficie
de la bicapa perpendicular al campomagnético aplicado
En nunstro caso se estimó de la distancia entre el
primer mínimo y el último máximo
ácido triclor04cótico
temperatura del límite inferior de 1a transición de
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2-a 3-”(hiirnïimeti1)-1,3-propandi01
temperatura de} límite superior de la transición de
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. . ItemHÜP¿tupú tran51c1on de fase
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