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SUMMARY

The present consensus view of biomembrane structurc is that they
are based on a lipid bllayer into which and around which the various
protems are situated. Most cell membranes are fluid at physmlogical
temperatures. Cholesterol modulates this fluidity when present in the
membrane. The 1nclu51on of proteins in the bilayer leads to lipid per-
turbation, which 1ncreases when protein concentratlon is increased.
Below the lipid phase transmon eutectic mixtures are formed as pro-
teins are segregated to protem—rlch patches by the crystallising lipid.

INTRODUCCION

Fue Overton, en 1895, quien primero sefald la naturaleza lipidica
de las membranas celulares. Sin émbargo, hasta 1925, con los trabajos
de Gorter y Grendel (1925), no se llegé a la conclusion de que los lipidos

ABREVIATURAS UTILIZADAS

DMPC: dimiristit fosfatxdllcolma, DPPC dlpalmml fosfatidilcolina; DPH: 16
difenil:1,3,5hexatrieno; "DSC: calorimetria diferencial de barrido: ESR resonan-
cia electrémca de espin, NMR resonancia magnética nuclear.
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estdn dispuestos en la membrana en una forma de bicapa, El primer
modelo en el que se tomd en consideracion tanto las proteinas como
los lipidos fue el de Danielli y Davson (1935),

En el momento actual se admite generalizadamente que la bicapa
lipidica forma la matriz esencial de la estructura de Ia membrana bio-
l6gica. Las proteinas estdn asociadas con esta bicapa bien de forma
extrinseca o intrinseca. En la mayoria de los casos, aunque no en todos,
la matriz lipidica se encuentra en un estado fluido, donde los fosfoli-
pidos estadn por encima de su temperatura de transicién (T.) y son ca-
paces de difundir a lo largo de la bicapa. Dentro de esta miatriz fosfo-
lipidica se encuentran también colesterol y proteinas intrinsecas, lo que
perturba la matriz lipidica hasta cierto punto (ver la revisién al respecto
de Chapman y coliboradores, 1979).

Si examinamos la estructura de los fosfolipidos veremos que son
biomoléculas anfifilicas con un grupo polar (hidrofilico) y dos cadenas
hidrocarbonadas (grupo hidrofébico). Estd clara la semejanza en estruc-
tura de estos tipos de meoléculas con algunos detergentes y sugiere la
posibilidad de formacién de micelas en solucién acuosa. Son mayoria,
sin embargo, los tipos de fosfolipidos que no forman micelas en agua,
sino capas bimoleculares; tal es el caso de las lecitinas, que son los
fosfolipidos mas comunes en biomembranas animales, y que a casi to-
das las concentraciones forman estructuras en bicapa (Chapman vy
col., 1967). Normalmente aparecen como multicapas bimoleculares se-
paradas por agua, aunque también se pueden obtener vesiculas de una
sola capa bimolecular. Estas estructuras al orientarse espontaneamente
lo hacen de forma que los grupos hidrofilicos polares interaccionan con
el agua, mientras que las cadenas hidrocarbonadas se orientan hacia el
interior - para producir una capa lipidica bimolecular. Ciertos fosfoli-
pidos pueden formar en agua otros tipos de estructuras, tales como
hexagonal, ctibica, etc. (Luzzati y col., 1968). :

Las biomembranas estan basadas sobre una capa lipidica bimo-
lecular similar a la adoptada por las lecitinas en agua. En el interior
se sitian las restantes moléculas, como el colesterol y las proteinas
intrinsecas. Se puede considerar que la molécula de colesterol es anfi-
filica habida cuenta de su- estructura anular hidrocarbonada, su cola
alquilica y su grupo OH. Esta molécula se orienta de manera que este
grupo OH queda en la fase acuosa y la estructura anular entre las ca-
denas hidrocarbonadas de Ios fosfolipidos. .-

Se ha obtenido una gran cantidad de mformamén .sobre . la mouvili-
dad molecular de los lipidos dentro .de la bicapa .mediante el ‘uso- de.
técnicas fisicas, como la calorimetria diferencial de ‘barrido (Differen-
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tial Scanning Calorimetry, o DSC), difracciéon de .rayos X y métodos
espectroscépicos. Esta informaciéon ha permitido conocer los procesos
moleculares que tienen lugar en el interior de la bicapa lipidica de las
membranas celulares y proponer el importantisime concepto de la flui-
dez de las membrapas (Chapman y col., 1966).

Muchos de estos sistemas lipidicos tienen una transiciéon de fase a
una temperatura caracteristica (Chapman, 1975). Por debajo de esta
temperatura . las cadenas lipidicas se disponen en forma ordenada o
cristalina. Por encima de esta temperatura las cadenas son «fluidas».
En este estado se dan isémeros rotacionales en los enlaces carbono-
carbono de la cadena. Se ha estudiado el parametro de orden a lo largo
de la cadena, usando para ello técnicas espectroscépicas como RMN,
ESR, espectroscopia de infrarrojo y de laser-Raman. Se deduce de to-
dos estos estudios que el desorden aumenta gradualmente a lo largo
de la cadena hidrocarbonada, siendo maximo en el extremo metilico.

Se ha sefialado ya, previamente, la relacién importante que existe en-
tre el comportamiento fisico de los fosfolipidos en disposicién de bicapa
y en la de monocapa. Se relacionan asi la transicién térmica que tiene
lugar al pasar de una monocapa condensada a una expandida con la
transicion térmica que tiene lugar en la bicapa (Phillips y Chapman, 1968},
En algunas biomembranas naturales se dan también fendémenos de
transicion de fase que ocasionan, a veces, agregaciones de proteinas.

FLUIDEZ DE MEMBRANAS Y COLESTEROL

Mediante el uso de una gran variedad de técnicas se ha demostrado
que la presencia de colesterol dentro de la matriz lipidica modula la
fluidez del lipido (Ladbrooke y col., 1968) y por tanto afecta la per-
meabilidad para el agua de la bicapa lipidica. Cuando el lipido se en-
cuentra por encima de su temperatura de transicion y por tanto en
estado fluido, la presencia del colesterol ocasiona una inhibicién del
isomerismo rotacional de los grupos metileno de la cadena. Esto pro-
duce una estructura mas rigida v un aumento de microviscosidad (fig. 1}.

A alta concentracion, el colesterol elimina la transicién de fase del
lipido impidiendo la cristalizacién de las cadenas lipidicas. La presen-
cia del colesterol en la bicapa lipidica proveca que el fosfolipido adopte
una estructura de «fluidez intermedia» (Williams y Chapman, 1970).

Los estudios calorimétricos muestran que el endotermo lipidico prin-
cipal queda eliminado al incrementarse las cantidades de colesterol.
Los primeros estudios (Ladbrooke y col., 1968) sugirieron que la tran-
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sicion detectada por calorimétria quedaba elimiinada con una propor-
cién molar de colesteiol del 50 %, rhientras que estudios posteriores
(Hinz y Sturtevant, 1972) sugerian que esto ocurriria con 33 %. Esta
ultima conclusion hizo pensir que el colesterol formarfa un complejd
con los fosfolipidos, con una relacién molar de¢ 2: 1 fosfolipido a co-
lesterol (Engelman y Rothman, 1972). En esie modelo, cada tholécula
de colesterol estaria rodeada por una capa fosfolipidica.

En estudios recientes (Mabrey y col., 1978) se ha usado un calori-
metro diferencial de barrido muy sensible que ha confirmado el modelo
original de que la entalpia de la transicién deja de observarse con una
relacién molar de fosfolipido a tolesterol 1: 1 (Ladbrooke y col., 1968).
En estos estudios recientes se sugiere que existen dos picos supei-
pilestos en el registro calorimétrico, de los qué uno corresponderfa a 14
transicion de regionés de lipido puro y el otro a una tramsiciéh qite
tendria lugar de una forma difusa, en un amplio rango de tempera-
turas, y que estaria asociada con una fase rica en colesterol. Los re-
sultados de estos estudios recientes no estan de acuerdo con el modelo
de complejo fosfolipido-colesterol con proporciéon molar 2:1. Se ha
sugerido recientemente que seria suficiente con formular una disposi-
cién al azar de fosfolipidos y colesterol para explicar los datos disponi-
bles (ver Chapman y col., 1979, y las referencias alli mencionadas).

INTERACCIONES ENTRE PROTEINAS INTRINSECAS
Y FOSFOLIPIDOS

Cuando se concluyé que las proteinas intrinsecds se disponen én el
interior de la bicapa lipidica surgio la problemética de conccer cual
es ¢l efecto perturbador de tales proteinas sobre su entorno leldlCO
y la significacién que este efecto pudiese tener sobre la estructura y
funcién de fas biomembranas.

Al alcanzarse una comprensién profunda sobire las bases molecula-
res de la fluidez lipidica, es decir, sobre las roticiones isoméricas de
las cadenas fosfolipidicas de tipo «gauche»-«todo anti», se pudo pensar
de forma inmediata eh que el coleSterol v las proteinas inhibirian estos
procesos (Chapman, 1968). Siguiendo estas ideas se propusieron en la
dltima década uha serie de modelos sobre la perturbacién de la capa
lipidica adyacente a las proteinas intrinsecas.

Se han usado varios términos para describir este lipido perturbado,
tales como «capa lipidica fronteriza» (Jost y col., 1973), «halo lipidico»
(Trauble y Overath, 1973) y «lipido anular» (Warren y col., 1975). En
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todos estos modelos se supone que existiria una capa lipidica inmovi-
lizada que separaria la proteina intrinseca de las regiones fluidas de la
bicapa adyacentes. Se sugiri6 por algunos autores que esta capa tendria
un tnico fosfolipido de espesor (Jost v col., 1973); Hesketh y col. (1976),
desarrollando mas esta idea, sugirieron que los lipidos situados en esta
capa permanecerian en ella durante un tiempo largo, teniendo parcial-
mente inhibida la capacidad de movimientos que desarrollarian los fos-
folipidos de Ia bicapa: ademads este lipido anular excluiria al colesterol
(Warren y col.,, 1975). Argumentaron para ello que la velocidad de inter-
cambio entre los lipidos anulares y los demds de la bicapa seria lenta
incluso cuando el resto de esta bicapa estuviese en estado fluido.

Se sugirié por otros autores que la extensién de la perturbacién
se extenderia a tres capas de lipidos alrededor de Ja proteina (Mar-
celja, 1976); otres argumentaron que lo haria hasta la sexta o la sép-
tima (Curatolo y col,, 1978). La mayoria de los datos experimentales
que apoyarian estas conclusiones se obtuvieron de estudios de resonan-
cia de espin electrénico (ESR).

Sin embargo, no tardaron en surgir criticas a estas conclusiones,
sobre todo en relacién a los largos periodos de tiempo que, segiin estos
modelos, habrian de permanecer unos fosfolipidos determinados for-
mando parte de los «anulos» o «lipidos fronterizos», Se basaron estas
criticas en que los datos de ESR se observan, generalmente, con sis-
temas de membrana en los que la relacion proteina: lipido es muy
alta, extrapolandose estos resultados a sistemas de mayor contenido
lipidico (Chapman y col,, 1979). Por otra parte, se han conseguido re-
sultados, recientemente, usando RMN de 'H (Brown y col., 1978), “F
(Gent y Ho, 1978), *H (Oldfield y col., 1978) y *H y *P (Rice y col., 1979)
que disienten grandemente de los modelos que suponen la existencia
de diferentes variedades lipidicas durante tiempos relativamente lar-
gos, tanto en modelos como en membranas naturales. Por ejemplo, en
citocromo ¢ oxidasa, reconstituida con fosfatidilcolinas sintéticas mar-
cadas con *H especificamente en el carbono metilico del acide graso en
posicién 2, no se encuentran estos dos tipos de lipido (Oldfield y col.,
1978). Por el contrario, la presencia de la proteina ocasiona un decre-
cimiento en el desplazamiento cuadrupolar (o parametro de orden) del
grupo metilico de las cadenas lipidicas. Estos autores sugieren que la
citocromo ¢ oxidasa tiene el efecto de impedir la cristalizacién de las
cadenas hidrocarbonadas por debajo de T., mientras que por encima
de esta temperatura desordena las cadenas lipidicas.

En la fig. 2 se incluyen espectros de ESR y *HNMR correspondientes
a tres estados lipidicos, que son el de bicapa de fosfatidilcolina pura
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en estado fluido o liquido cristaling, el de lipido con proteina incluida
{citocromo ¢ oxidasa) y lipido en estado de gel cristalino. Segin la ESR,
el estadg de gel rigido de la fosfatidilcolina por debajo de T. es similar
en propiedades mocionales al «lipido fronterizo» que se detectaria en
el espectro de la mezcla de lipido y citocromo ¢ oxidasa. Sin embarge,
segin los resultados de NMR, la «capa fronteriza» estd incluso mds desor-
denada que el lipido por encima de T..

La discrepancia de resultados entre ambas técnicas se puede resol-
ver si tenemos en cuenta la diferencia en cuanto a escala de tiempo
de los fendmenos de que nos informan ambas- técnicas. Asi, mientras
que esta escala es de 107 a 10 para ESR, lo es de 107 a 10™s para
*H-NMR. Hay que advertir que la mayoria de los fenémenos biolégicos
ocurren en esta escala de tiempo de la NMR. Asi, el nimero de recam-
bio de la mayoria de los enzimas es de 10" a 107, y por tanto los
resultados de NMR son mas pertinentes a los fenémenos biolégicos
estudiados que los de ESR.

Recientemente se han realizado estudics sobre ATPasa transporta-
dora de Ca* reconstituida con lipidos sintéticos como dimiristil fosfa-
tidilcolina (DMPC) y dipalmitil fosfatidilcolina (DPPC) (Gdmez-Fernan-
dez y col, 1979 v 1980; Rice y col., 1979; Hoffman y col.,, 1980). A los
resultados obtenidos se les ha dado una interpretacién basada en supo-
ner que cuando el lipido es fluido, es decir, por encima de T., existe
una distribucién al azar de lipidos y proteinas en el plano de la bicapa
membranar, sin interacciones lipido : proteina muy duraderas. Con can-
tidades crecientes de proteina aumentard la microviscosidad de la bicapa
(figuras 3 y 4). Lo mismo sucede con otras proteinas, como bacteriorrodop-
sina obtenida de Halobacterium halobium (fig. 5} y con el polipéptido
gramicidina (fig. 6).

Por debajo de la temperatura de la transiciéon principal (T.) del
lipido puro, al cristalizar las cadenas lipidicas, la presencia de la protei-
na intrinseca crea defectos de empaquetamiento {Chapman y col., 1979)
y las moléculas de proteina se juntan en agregados lipoproteicos de alto
contenido en proteinas (ver fig. 7; donde se muestra esto de forma es-
quematizada). Estos agregados tienen propiedades eutécticas, de ma-
nera que baja la temperatura de fusion del lipido en ellos atrapado con
relacién a la T. del lipido puro. Este proceso de agregacidon producira
dos regiones, una que esti formada por lipido cristalino, sin apenas pro-
teinas, y otra que incluiria los agregados de alto contenido en proteinas.
Si se incluyese méas proteina en el sistema lipidico, aumentaria el ta-
mafig del agregado a costa del resto de la regién cristalina del lipido.
Como consecuencia tendri lugar una reduccion de entalpia (fig. 8).
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En el interior de los agregados eutécticos lipoproteicos Ia microvis-
cosidad es alta, pero sera menor que en las regiones lipidicas cristalinas.
Un dcido graso marcade con una sonda de espin electrénico, que se si-
tiia en esta regién de alto contenido proteico, mostrard un «componente
inmovil» debido al marcado efecto de la proteina sobre este «lipido
atrapado» (fig. 9). Si la proteina tiene actividad enziméitica, la mocién
y actividad enzimadtica quedara limitada por este entorno muy viscoso.

Cuando la temperatura aumenta, los lipidos en el agregado (en la
mezcla eutéetica) ganaran movilidad, y, lo mismo sucedera con las son-
das de espin electrénico o de fluorescencia y con el enzima. Se apreciara
un cambio brusco a la temperatura 7. (del eutéctico) que es menor
que T.. Sin embargo, cuando quede ain suficiente lipido cristalino,
libre de proteinas, a la temperatura T. tendra lugar la desaparicién
de los agregados lipoproteicos ricos en proteinas y se observaran nue-
vos efectos en las sondas fluorescente y de espin electrénico, e igual-
mente en la actividad enzimatica. Esta interpretacién est4d de acuerdo
con los resultados experimentales encontrados (Gémez-Fernandez y col.,
1979, v Hoffmann y col., 1980), v es de gran importancia el tener en
cuenta estos hechos para comprender apropiadamente la interaccién
entre fosfolipidos y proteinas intrinsecas en biomembranas.

Para finalizar hay que destacar la gran importancia del conocimiento
a nivel molecular de procesos de membrana por su implicacién en si-
tuaciones normales y patolégicas. Los progresos que se hacen constan-
temente en este importante campo de la Biologia permiten suponer que
en un plazo no muy largo podamos utilizar nuestros conocimientos
sobre las biomembranas para modularlas a nuestra voluntad y para
utilizarlas en nuestro beneficio.
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Figura 1. Estudio del efecto del colesterol sobre la despolarizacién de flucrescen:
cia de DPH en liposomas de DMPC, a 36°C {G6mezFernindez y col., 1980b)
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Figura 2. Comparacién entre resultados obtenidos con una sonda de espin para

ESR y 2H-NMR (usando una lecitina marcada en el metilo terminal} de diversos

estados: cadenas hidrocarbonadas ordenadas, cristal Hquido y lfpide fronterizo
de citocrome ¢ oxidasa (Kang y col., 1979
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Figura 3. Efecto de la temperatura sobre la despolarizacién de fluorescencia de

DPH en lipidos puros (DMPC) y Cat-ATPasa de reticulo sarcoplismico recons-

tituida con DMPC. Se indica Jla relacién molar DMPC : ATPasa (Gdmez-Fernin-
dez y col, 1979)
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Figura 4. Despolarizacién de fluorescencia de DPH en mezclas de Ca*>-ATPasa de
reticulo sarcoplasmico v DMPC a 36°C a varias razones molares (Gémez-Fernan-
dez v col., 1979)
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Figura 5. Despolarizacion de fluorescencia de DPH en mezclas de la proteina bac-
teriorrodopsina purificada de Halobacterium halobium y DMPC, a 36°C a varias
razones molares {(Gémez-Fernandez y col., 1980b)
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Figura 6. Despolarizacién de fluorescencia de DPH en mezclas del polipéptido
ion6foro gramicidina A y DMPC a d%ve:i'ggs razones molares (Gémez-Fernandez
vy ¢col, Ob)
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Figura 7. Diagrama esquemdtico que ilustra como la cristalizacién lipidica puede

provocar la agregacién de las proteinas. (A): distribucién al azar de lipidos {circu-

los menores} y proteinas (circulos mayores) aque evolucionara hacia nucleacién

y defectos de empaquetamiento en (B} ¥ (C) como consecuencia de la cristali-

zacién de ciertas Areas lipidicas. Finalmente en (D) se ha producido agregacién
de las proteinas (Gomez-Fernandez y col., 1979)
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Figura §. Curvas obtenidas con un calorimetro diferencial de barride al calentar

muestras de DMPC pura y DMPC mds ATPasa de Ca* de reticulo sarcoplismico.

Se indican en la curva las razones molares lipido: protefna. Velocidad de calen-

tamiento: 5°C/min. La sensibilidad fue de 2 mcal/s para el lipido puro y 0,5 mcal/s

para los sistemas lipido : protefna. La curva del lipido puro corresponde a 1,0 ymol

de DMPC mientras que las de las muestras lipido : proteina lo son a
DMPC (Gémez-Fernandez y col., 1979)

A% HIG, CE
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Figura 9. Espectros de Resonancia Electronica de Espin de la sonda 12-Neoxil-4'4'-
dimetiloxazolidina estearato, incluida en liposomas de DMPC puro (a) y en Ca*®.
ATPasa de reticulo sarcopldsmico reconstituida con DMPC (razén molar lipido
a proteina, 32 : 1) (b), a las temperaturas indicadas {Gémez.Fernandez v col,, 1980b)
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