Biofisica de membranas

Membranas

Caracteristicas generales

Las membranas biologicas desempefian un papel fundamental en la
estructura y en la funcién de todas las células, tanto procariotas como
eucariotas (Figura 1). La membrana plasmatica participa en una infinidad de
procesos celulares (reconocimiento, sefializacion...). Ademas envuelve y
delimita la célula, creando asi una barrera de permeabilidad selectiva para la
mayoria de los solutos. Esta permeabilidad permite a la célula un intercambio
de materia, energia e informacion con el medio extracelular. Ademas, en
organismos eucariotas, los diferentes compartimentos celulares como son el
ndcleo, mitocondrias, cloroplastos, reticulo plasmatico y aparato de Golgi entre
otros estan igualmente delimitados por una membrana.
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Figura 1 Imagen de una célula vegetal y una célula  animal.

Composicion de las membranas biol6gicas

Su estructura basica consta de una bicapa lipidica, formada por
fosfolipidos, que actla como un soporte en el cual se insertan numerosas
moléculas como canales i0nicos, receptores quimicos, transportadores,
bombas i6nicas, enzimas que generan segundos mensajeros, proteinas de
reconocimiento y de conexion con otras células, o proteinas que sirven de



soporte a elementos del citoesqueleto. Esta construida de diferentes
elementos, proteinas, fosfolipidos y esteroides. Los fosfolipidos fosfatidilcolina,
fosfatidiletalonamina, fosfatidilserina y la esfingomielina constituyen mas del
50 % de los fosfolipidos de la mayoria de las biomembranas. Los esteroides,
como el colesterol, tienen un papel importante en la regulacion de las
propiedades fisico-quimicas de las membranas biolégicas regulando su
resistencia y fluidez. La cantidad relativa de estos componentes y también los
tipos de lipido varia de membrana a membrana.

Modelos propuestos

Los primeros trabajos que se hicieron para conocer las caracteristicas de
la membrana se remontan al afio 1895 [Overton, 1895] por Ernest Overton.
Este observé que habia una difusién de sustancias no polares a través de la
membrana celular y por eso postuld que la célula estaba envuelta por una
estructura lipidica. Ya en 1925, Gorter y Grendel [Gorter, 1925] observaron que
el area ocupada en una superficie de agua por los lipidos extraidos de
eritrocitos era el doble del area calculada para la superficie celular, por lo que
dedujeron que la membrana esta formada por una bicapa lipidica. Diez afios
mas tarde James Danielli y Hugh Davson [Danielli y Davson, 1935] propusieron
el modelo de “sandwich” donde describian a la membrana como una bicapa
lipidica rodeada por sendas monocapas de proteinas globulares.

El modelo actual que describe la organizacion estructural de la
membrana plasmatica fue propuesto en 1972 por los cientificos Jonathan
Singer y Garth Nicolson [Singer y Nicolson, 1972]. Este modelo describe la
membrana plasmatica como un mosaico fluido que contiene diversas proteinas
insertadas en una matriz de fosfolipidos. Los fosfolipidos en la membrana
forman una bicapa lipidica con las cabezas polares dirigidas hacia el exterior y
las colas hidrofébicas hacia el interior de la bicapa. Tiene un grosor aproximado
de 75 A, por ello no es posible visualizarla al microscopio 6ptico pero si con el
microscopio electronico, a través del cual la membrana plasmatica se muestra,
cuando se utilizan técnicas de tincion positiva, como una estructura formada
por dos lineas oscuras laterales y una central mas clara.

Propiedades de la membrana

La membrana plasmatica es un mosaico de diferentes tipos de proteinas
(generalmente glicoproteinas) insertadas en una bicapa de fosfolipidos. El
conjunto se mueve en el plano de la membrana como si fuera un fluido, de ahi



el nombre que recibe este modelo de estructura: mosaico fluido (Figura 2). Asi
pues, todas las membranas biolégicas son entidades dinamicas, es decir,
estructuras fluidas, pues la mayoria de sus lipidos y proteinas son capaces de
moverse en el plano de la membrana, ademas de sufrir un continuo recambio
de componentes. Asi, existen cuatro tipos de movimientos de lipidos a través
de la bicapa: difusion lateral, rotacidn sobre el eje mayor, flexion y flip-flop.
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Figura 2 Modelo de mosaico fluido de la membrana pl  asmética .

La membrana plasmatica es una estructura asimétrica formada por dos
monocapas lipidicas. La monocapa externa que esté orientada hacia el medio
extracelular y la monocapa interna, orientada hacia el citosol, tienen distinta
composicion, distribucién de fosfolipidos y colesterol y la organizacion de las
proteinas asociadas a la membrana también puede variar. La cara externa de
la membrana plasmatica estd compuesta principalmente de fosfatidilcolina y
esfingomielina, mientras que la fosfatidietalonamina, fosfatidilserina y
fosfatidilinositol son los fosfolipidos predominantes de la cara interna o
citosolica. Los oligosacaridos unidos a lipidos (glicolipidos) y a las proteinas
integrales de membrana (glicoproteinas) se orientan siempre hacia el exterior
celular.



Modificaciones

En los dltimos afios se han i P
propuesto unas modificaciones al o8 af . -
modelo de Singer y Nicolson [Singer q Wiy 7 R
y Nicolson, 1972] (Figura 3). (i) La - - 51 . y 4\‘

densidad proteica de la membrana
parece que es mayor de la que
Singer y Nicolson propusieron. (ii) La
distribucion de los lipidos y proteinas
de la membrana no es homogénea,
sino que existen interacciones lipido-
lipido, lipido-proteina y proteina-
proteina que favorecen ciertas
interacciones y ademas favorecen la
formacion de dominios
proteolipidicos. (iii) La membrana no
es tan fluida como se pensaba sino

que la difusién lateral de proteinas y Figura 3 Modelos de estructura de la

lipid t trinaid | membrana. (A) Modelo de mosaico fluido de
Ipldos  esta restringida  por  10S Singer-Nicolson. (B) Modelo Singer-Nicolson

dominios y por interacciones con el modificado. Adaptado de [Engelman, 2005].
citoesqueleto. (iv) Existen proteinas que atraviesan la membrana y cuya zona
hidrofébica es mayor que la bicapa de fosfolipidos. EI modelo actual plantea
qgue no son las proteinas las que se adaptan al grosor de la membrana sino que
son los lipidos los que principalmente se adaptan al grosor que imponen las
proteinas.

Proteinas de membrana

La cantidad relativa de los componentes varia de membrana a
membrana (Tabla 1). Las membranas tienen entre un 20-80 % (p/p) de
proteina, que es el componente que desempefia la mayoria de las funciones
activas de la membrana.

En el articulo de Singer y Nicolson sobre el modelo de mosaico fluido se
hizo una clasificacion de proteinas de membrana que perdura hasta la
actualidad y que se basa en la facilidad con la que se disocian las proteinas de
la bicapa lipidica. Existen dos grupos: las periféricas y las integrales. Las
periféricas son proteinas que estan débilmente ancladas a la membrana y que
se disocian de la misma con tratamientos suaves como es la adicion de algun



agente quelante o el incremento de la fuerza i6nica del medio. Las proteinas
integrales requieren tratamientos mas drasticos, como el uso de detergentes,
sales biliares o disolventes organicos.

Tabla 1 Composicién de algunas membranas biol6gicas

Proteina Lipido  Carbo- Relacion
Membrana (%) (%) hidrato (%) proteina/lipido
Membranas plasmaticas
Células higado de ratén 46 54 2-4 0,85
Eritrocitos humanos 49 43 8 1,1
Ameba 52 42 4 1,3
Envoltura nuclear de higado de rata 59 35 2 1,6
Membrana mitocondrial externa 52 48 2-4 1,1
Membrana mitocondrial interna 76 24 1-2 3,2
Mielina 18 79 3 0,23
Bacteria Gram positiva 75 25 10 3
Membrana de Halobacterium 75 25 3

También existe otra clasificacion de proteinas de membrana teniendo en
cuenta la manera en que estan unidas a ella (Figura 4 ):

1.- Proteinas transmembranales , son aquéllas que atraviesan
completamente la bicapa. Pueden poseer un solo segmento transmembrana
como en el caso de la glicoforina, o varios como el centro de reaccion
fotosintético bacteriano [White y Wimley, 1999].

2.- Proteinas que se unen a la membrana mediante un  anclaje. Existen
proteinas que poseen acidos grasos (acido miristico, acido palmitico) o
fosfolipidos (glicosilfosfatidilinositol) unidos covalentemente y a través de los
cuales se anclan a la membrana. Ejemplos de este tipo son la esfingomielinasa
neutra de tipo 2 (nSMasa2) [Tani y Hannun, 2007] y la escramblasa [Zhao y
cols., 1998], ambas con residuos de cisteina palmitilados. También existen
otras proteinas que se unen a la membrana por medio de un segmento de
aminoacidos apolares, como la proteina TrwB de Escherichia coli [Hormaeche
y cols., 2004].

3.- Proteinas que interaccionan con la superficie d e la bicapa. Esta
interaccion puede ser electrostatica, como la proteina basica de la mielina
[Cajal y cols., 1997] o hidrofébica como las esfingomielinasas bacterianas [Ago
y cols., 2006] y la a-hemolisina de E. coli [Sanchez-Magraner y cols., 2006].



4.- Proteinas que interaccionan con otras proteinas unidas a la
membrana, como ocurre con la porcion F; de la ATP sintasa que se une a la
porcion transmembranal Fy [Weber, 2006] o la proteina del citoesqueleto
espectrina que se ancla a la monocapa interna por medio de la unién a otras
proteinas de la membrana eritrocitaria [Goodman y cols., 1988].

Figura 4 Esquema de las distintas formas de unién de las pro  teinas a la membrana. (1)
Proteinas transmembranales con uno o (2) varios segmentos transmembranales. (3) Proteinas
gue se anclan a la membrana por medio de un lipido unido covalentemente o (4) a través de una
porcién hidrofébica de la propia proteina. (5) Unidn a la superficie de la membrana mediante
fuerzas electrostaticas, (6) mediante interacciones hidrofobicas o (7) mediante la interaccion con
otra proteina. Adaptada de [Gennis, 1989].

5.- Proteinas que se unen transitoriamente a la mem brana, por lo
general son proteinas solubles y en condiciones especificas se insertan y/o se
translocan a la membrana. El contacto con la membrana puede ser irreversible
como la toxina bacteriana aerolisina [Parker y Feil, 2005] o reversible como la
kinasa activada por la ceramida [Yan y cols., 2001]. Por otro lado, teniendo en
cuenta el tipo de interaccion puede ser débil, como la TrwD [Jaken y Parker,
2000], o fuerte con modificaciones covalentes en los lipidos como las
fosfolipasas [Davies y cols., 2001], o fuerte pero sin modificaciones covalentes,
como es el caso de la toxina RTX [Wang y cols., 2000].

Lipidos
-Caracteristicas generales:

Los lipidos son un conjunto de moléculas organicas compuestas
principalmente por carbono e hidrégeno y en menor medida oxigeno, aunque
también pueden contener fésforo, azufre y nitrébgeno. Tienen como
caracteristica principal el ser insolubles en agua y solubles en disolventes
organicos como la bencina, el alcohol, el benceno y el cloroformo.



Los lipidos son biomoléculas muy diversas; unos estan formados por
cadenas alifaticas saturadas o insaturadas, en general lineales, pero algunos
tienen anillos, los aromaticos. Algunos son flexibles, mientras que otros son
rigidos o semiflexibles hasta alcanzar casi una total flexibilidad molecular;
algunos comparten carbonos libres y otros forman puentes de hidrogeno.

La mayoria de los lipidos tiene algun tipo de caracter polar, ademas de
poseer una gran parte apolar o hidrofébico. De una molécula que posee una
region hidrofoba y otra hidréfila se dice que tiene caracter anfipatico. La regién
hidrofoba de los lipidos es la que presenta s6lo atomos de carbono unidos a
atomos de hidroégeno, como la larga "cola" alifatica de los acidos grasos o los
anillos de esterano del colesterol; la region hidrofila es la que posee grupos
polares o con cargas eléctricas, como el hidroxilo (-OH) del colesterol, el
carboxilo (-COQ") de los acidos grasos, el fosfato (-PO,4") de los fosfolipidos,
etc.

Las diferencias en la composicion lipidica entre diferentes membranas
biolégicas como se muestra en la siguiente Tabla 2.

Tabla 2. Composicién lipidica de algunas membranas bioldg icas

Eritrocito Mielina Mitocondria

Lipido humano (humano) corazon bovino E. coli
PA 1,5 0,5 0 0
PC 19 10 39 0
PE 18 20 27 65
PG 0 0 0 18
PI 1 1 7 0
PS 8,5 8,5 0,5 0
CL 0 0 22,5 12
SM 17,5 8,5 0 0
Glicolipidos 10 26 0 0
Chol 25 26 3 0

-Clasificacion de los lipidos de membrana:

Los principales lipidos que forman parte de las membranas bioldgicas son
los glicerofosfolipidos, los glicoglicerolipidos, los esfingolipidos y los esteroles.

1. Los glicerofosfolipidos o fosfoglicerolipidos (GPLSs):




Estan formados por una molécula de glicerol-3-fosfato con dos acidos
grasos esterificados en el carbono C1 y C2. El grupo fosforil contiene un grupo
X polar que es generalmente un derivado de un alcohol y que da lugar a los
diferentes tipos de glicerofosfolipidos (X= agua: acido fosfatidico; X=
etanolamina: fosfatidiletanolamina; X= colina: fosfatidilcolina (lecitina); X=
serina: fosfatidilserina; X= myo-inositol: fosfatidilinositol; X= glicerol:
fosfatidilglicerol y X= fosfatidilglicerol: difosfatidilglicerol (cardiolipina)) (Figura
5).
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Figura 5 Estructura de un glicerofosfolipido

Los GPL son componentes muy importantes de la membrana plasmaética.
En la membrana se orientan de tal forma que el grupo polar queda hacia fuera
de la membrana y el grupo apolar hacia el interior. Atendiendo a la longitud y al
namero de insaturaciones de las cadenas acilicas se pueden formar diferentes
tipos de moléculas con propiedades biofisicas determinadas. En la Tabla 3 se
muestran los principales acidos grasos que se encuentran en los
glicerofosfolipidos, esfingolipidos y gliceroglicolipidos.

Tabla 3. Acidos grasos habitualmente presentes enm  embranas bioldgicas.

Simbolo Nombre comun T fusion (°C)
Acidos grasos saturados

12:0 Acido laurico 44.2
14:0 Acido miristico 52
16:0 Acido palmitico 63.1
18:0 Acido estearico 69.6
20:0 Acido araquidico 75.4
22:0 Acido behénico 81
24:0 Acido lignocérico 84.2
Acidos grasos insaturados (todos los dobles enlaces son cis)

16:1 A9 Acido palmitoleico -0.5



18:1 A9 Acido oleico 13.4

18:2 A9,12 Acido linoleico -9
18:3 A9,12,15 Acido a-linolénico -17
18:3 A\6,9,12 Acido y-linolénico

20:4 A5,8,11,14 Acido araquidonico -49.5
24:1 A15 Acido nervénico 39

Datos tomados de [Voet y Voet, 2004].

Los plasmaldgenos son fosfoglicéridos en los que el glicerol fosfato tiene
unido en el C1, mediante un enlace tipo éter, un alcohol de cadena larga.
Comunmente, la parte polar de los plasmaldégenos es etanolamina, colina o
serina.

2. Los glicoglicerolipidos

Son lipidos compuestos por glicerol, acidos grasos y un azucar. En ellos,
el glicerol esta esterificado en los C1 y C2 a acidos grasos (el acido linolénico
es uno de los mas abundantes). ElI grupo OH del C3 del glicerol esta
esterificado con un grupo OH de un azucar. Uno de los mas abundantes es el
p-galactosildiacilglicerol, que estd presente en las membranas de los
cloroplastos.

3. Los esfingolipidos

Estan compuestos por un alcohol nitrogenado llamado esfingosina. La
esfingosina aparece normalmente N-sustituida, formando un enlace amida con
un acido graso que generalmente esta insaturado. Esta N-acil esfingosina
recibe el nombre de ceramida. La esfingosina tiene una gran analogia
estructural con un monoacilglicerol, ya que posee una cadena larga hidrofébica
de 15 carbonos unida a un extremo polar con tres carbonos, con dos funciones
hidroxilo y una funcion amina. La ceramida, asimismo, es analoga del
diacilglicerol, con dos cadenas largas hidrofébicas y un residuo polar
tricarbonado, que recuerda al glicerol. Los lipidos que contienen ceramidas se
clasifican en dos grupos: los glicoesfingolipidos y los fosfoesfingolipidos. En
los glicoesfingolipidos la ceramida esta unida mediante un enlace B-glicosidico
a un monosacarido o a un oligosacarido.

En los fosfoesfingolipidos, la ceramida se une a un acido fosférico, que a
su vez se une mediante enlaces ester a alcoholes nitrogenados (colina,
etanolamina, etc.). Los mas abundantes son los analogos estructurales de la
fosfatidilcolina y de la fosfatidiletanolamina, que se llaman



ceramidofosforilcolina (esfingomielina) y ceramidofosforiletanolamina. En las
levaduras abunda la ceramidofosforilinositol.

4. Los esteroles

Son compuestos derivados del ciclopentanoperhidrofenantreno (o
esterano), un sistema de cuatro ciclos que se forma a partir del hidrocarburo
escualeno. Los distintos esteroides se distinguen por el grado de saturacion del
esterano, la existencia de cadenas laterales diversas y la existencia de grupos
funcionales sustituyentes (hidroxilo, oxo o carbonilo). Se distinguen varios
grupos de esteroides: los esteroles, los acidos y sales biliares y las hormonas
esteroideas. Los esteroles se presentan habitualmente en la membrana
plasmatica de todos los seres vivos (excepto las eubacterias), donde su funcién
es la de regular la fluidez de la bicapa lipidica.

El colesterol estd ampliamente distribuido entre los animales y es un
componente habitual de la membrana plasmatica, donde contribuye a regular
su fluidez. El nombre proviene de la primera fuente de donde fue aislado en
1783: los caélculos biliares (del griego Chole-: bilis y -steros-: sdlido, y la
terminacion —ol de alcohol). Con mucha frecuencia aparece esterificado a
acidos grasos, y es la forma en que normalmente se almacena y se transporta
por la sangre. El colesterol es el precursor metabdlico de otros esteroides como
los calciferoles, las hormonas esteroideas y los acidos biliares. Una vez
sintetizado, el organismo animal es incapaz de romper el sistema de anillos, de
modo que es excretado como tal. Por este motivo, al ser poco soluble, el
colesterol tiende a precipitar en el endotelio de los vasos sanguineos, dando
lugar a la arterioesclerosis, una de las causas de mortalidad més frecuentes en
los paises desarrollados.

La estructura molecular del
colesterol (Figura 6) incluye cuatro CHy CH, CHy C
carbociclos como esqueleto, un CH/ ity CH/
grupo hidroxilo en el carbono tres, CH3 AN
un enlace doble entre el carbono 5y
6 y una cadena iso-octil en el

carbono 17. Los anillos del

Hj
CH4
CH4

colesterol estan fusionados en Ho
configuracion trans, lo cual hace que
la molécula sea plana y rigida,
menos la cadena iso-octil que es

Figura 6 Estructura del colesterol.
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flexible [Yeagle, 1985]. El grupo hidroxilo es la parte polar del colesterol y la
que le da caracter anfipatico a la molécula.

Una de las funciones mas importantes del colesterol es su habilidad para
modular las propiedades fisicoquimicas de las membranas celulares [Chen y
Rand, 1997; Hung y cols., 2007; Wang y cols., 2007]. Ademas se sabe que
juega un papel muy importante en la organizacion lateral de la membrana. Asi,
en mezclas con fosfatidilcolinas saturadas y esfingomielina forma la
denominada fase liquida ordenada (L,), mientras que cuando se une con
fosfatidilcolinas insaturadas se forma la fase liquida desordenada (Lg) [de
Almeida y cols., 2003; van Duyl y cols., 2003; Crane y Tamm, 2004; Veatch y
cols., 2004]. Ademas se conoce que se mezcla mejor con lipidos saturados o
con aguellos que tienen pocas insaturaciones [Armstrong y cols., 2003; Stillwell
y Wassall, 2003; Wassall y cols., 2004; Stillwell y cols., 2005; Wassall y
Stillwell, 2008]. La paradoja del colesterol consiste en que tiene la capacidad de
formar dominios ordenados, con baja curvatura (de tipo “raft”’) y al mismo
tiempo es capaz de llevar a cabo numerosos procesos de fusion que requieren,
por el contrario, maxima flexibilidad e intermediarios estructurales no lamelares
[Nieva y cols., 1995; Siegel y Kozlov, 2004; Tenchov y cols., 2006].

-Polimorfismo lipidico:

El polimorfismo lipidico es un factor a tener en cuenta a la hora de estudiar
la estructura de la membrana (Figura 7). Los lipidos de la membrana adoptan
una morfologia diferente dependiendo del pH, la temperatura, la presion, la
fuerza ionica y la forma del mismo lipido [Cullis y de Kruijff, 1979; Gruner y
cols., 1985; Cullis y cols., 1986]. En procesos tales como la fusion de
membranas, trafico de proteinas mediado por vesiculas, el movimiento de
macromoléculas a través de la bicapa y la estabilizacion de complejos de
proteinas de membrana, el polimorfismo lipidico es un fendmeno a tener en
cuenta.
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Para el estudio de estas estructuras lipidicas se utilizan tres técnicas
principalmente: difraccion de rayos X, resonancia magnética nuclear y
criomicroscopia electronica [Frederik y Hubert, 2005].
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Figura 7 Polimorfismo lipidico. (A)  Micela normal (tipo I). (B) Micela invertida (tipo II). (C)
Estructura lamelar (L,). (D) Hexagonal normal (H)). (E) Hexagonal invertida (H,). (F) Cubica
micelar normal (Q)). (G) Cubica invertida bicontinua (Qy).

Una fase es un concepto termodinamico que corresponde a cada uno de
los diferentes estados estructurales de la materia que pueden coexistir en
equilibrio, como por ejemplo el agua liquida y el hielo. Por lo tanto una fase
lipidica es la conformacién que adoptan los lipidos en una solucion acuosa. Las
fases lipidicas se clasifican utilizando tres criterios: (i) segun el tipo de red, (ii)
segun el orden de las cadenas acilicas y (iii) segun la curvatura adoptada por la
estructura. La nomenclatura que se utiliza es de Luzzati [Luzzati y cols., 1968],
que corresponde a una letra mayuscula y un subindice. El tipo de red puede
ser: (i) unidimensional, como la lamelar (L) o la micelar (M); (ii) bidimensional
como la hexagonal, H; (iii) tridimensional como la cubica, Q; (iv) tridimensional
cristalina, C. Dependiendo del orden de las cadenas acilicas, se utiliza un
subindice: (i) ¢, para el cristalino; (ii) a, cuando las cadenas hidrocarbonadas
estan desordenadas, lo cual permite un mayor movimiento de los lipidos; (iii) B,
cuando las cadenas estan ordenadas y perpendiculares al plano de la
membrana, por ello el movimiento de los lipidos es muy dificil; (iv) B°, cuando
las cadenas ademas de estar ordenadas estan inclinadas respecto al plano de
la membrana, en este caso el movimiento de los lipidos también es dificil.

Finalmente las fases lipidicas también se pueden clasificar dependiendo
de la curvatura: (i) tipo I cuando las cadenas acilicas estan orientadas hacia el
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interior; (ii) tipo II o invertida, cuando las cadenas acilicas estan orientadas
hacia fuera. Las estructuras que tienen una curvatura de tipo II son muy
importantes en procesos de fusion de membranas, ya que se ha visto que
durante el proceso de fusién se forman estructuras intermedias (“stalk”) que
tienen una curvatura invertida.

Las fases lipidicas mas importantes desde un punto de vista biol6gico son
las que aparecen en la Tabla 4:

Tabla 4. Estructuras lipidicas de importancia biolé gica

Estructuras lamelares (L)
Lg Fase gel
Ls (0 Lg) Fase fluida o liquida cristalina
L, Fase liquida ordenada

Estructura hexagonal invertida (Hy)

Estructuras cubicas invertidas (Qy)

Las estructuras lamelares (L). Este tipo de fase se forma cuando los
lipidos se organizan formando una bicapa. Dentro de la fase lamelar pueden

adoptar distintas fases dependiendo del ordenamiento de las cadenas acilicas.
A temperaturas bajas las cadenas estan ordenadas, formando una estructura
rigida donde el movimiento de los lipidos esta impedido [Marsh, 1980]. En
estos casos se dice que es una fase gel (Lg). Esta fase es adoptada cuando la
hidratacion es baja o cuando la temperatura es baja. Un ejemplo es la que
forma la esfingomielina y la ceramida cuando forman dominios en la membrana
[Sot y cols., 2008].

Desorden
cadenas
acilicas

>

Figura 8 Fase lamelar gel y fase lamelar fluida. Se puedo observar un aumento del desorden
de las cadenas.

13



Cuando se calienta una mezcla lipidica que esta en fase gel, las cadenas
acilicas se desordenan y el area de seccion por cadena aumenta
significativamente, formandose asi otro tipo de fase lamelar, denominada fase
fluida o liquida cristalina (L,). Por otro lado, a la temperatura a la cual ocurre
este cambio de fase gel a fase fluida se le llama temperatura de transicion (Tp,)
(Figura 8).

En mezclas lipidicas donde hay un alto contenido de colesterol, SM y otro
GPL como la PC se forman otras dos fase lamelares, la L, y la Lgq. La L, se
forma cuando hay una coexistencia de PCs saturados, SM y colesterol. Esta
fase tiene una difusion de lipidos menor que la Ly y mayor que la Lg; mientras
que cuando hay PCs insaturadas y colesterol se forma la Lq (0 Ly) [Tenchov y
cols., 2006].

Fase hexagonal (H). A temperaturas altas los lipidos adoptan estructuras
bidimensionales fluidas. Estas estructuras consisten en cilindros
indefinidamente largos en vez de bicapas.

Reciben el nombre de hexagonal debido a la simetria que tienen, es decir,
alrededor de cada cilindro hay 6 cilindros. Las fases hexagonales mas
conocidas son la H; (normal) y Hy (invertida) (Figura 9). La Hy es comun en
presencia de lipidos como la fosfatidiletanolamina, con cabeza polar pequefia y
débilmente hidratada [de Kruijff, 1997; Epand, 1998].

Fase hexagonal normal Fase hexagonal inversa

Figura 9 Fase hexagonal normal y fase hexagonal inversa.

Fase cubica (Q). Este tipo de fase adopta estructuras tridimensionales.
Hasta ahora se conocen 7 tipos de fase cubicas [Mariani y cols., 1988; Vargas
y cols., 1992; Luzzati y cols., 1993; Nieva y cols., 1995; Luzzati, 1997]. Se
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diferencian dos clases: las de tipo I y las de tipo II. La de tipo I poseen las
cabezas polares orientadas hacia fuera y las colas hacia dentro, siendo la
matriz polar. Las de tipo II es al revés, por lo que tienen una matriz apolar.

Ademas, las fases cubicas se pueden clasificar como micelares o
bicontinuas. Dentro de las micelares la mas importante es la fase cubica
micelar invertida, que consiste en micelas invertidas, con la cabeza polar
orientada hacia el centro de la esfera, mientras que las colas hidrocarbonadas
miran hacia fuera formando asi la matriz hidrocarbonada. La fase Q.7 (Fd3m)
es la unica que se conoce en este grupo. Dentro de la fase micelar también se
ha descrito la fase micelar normal o Q2,3 (Pm3n), donde las cabezas polares
estan orientadas hacia fuera.

El término bicontinua hace referencia a que la fase lipidica y la acuosa son
continuas en el espacio. Todos las que hasta ahora se han encontrado son de
tipo II. Estas estructuras consisten en dos laberintos polares separados por una
hendidura apolar. Los lipidos pueden adoptar distintas organizaciones dentro
de la fase bicontinua invertida, las dos mas importantes son la Q4 (PN3m) y
Q230 (Ia3d) (Figura 10).
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Normal (tipo I): Q.3 (Pm3n)

A Micelar
(discontinua) ~
Invertida (tipo II): Q.,7(Fd3m)
Fases
cubicas \ o Normal (tipo I): no se ha
Bicontinua ¥ ,pcervado todavia
I Invertida (tipo 1II): Q229(IM3m)
Q224(Pn3m)
Q230 (123d)
Q212: mezcla entre micelar y
bicontinua
B
C PnSI:b‘
D\surf;cwe
D

G-surface

Figura 10 (A) Distintos tipos de fases cubicas. (B) Tres imagenes de fase
cubica bicontinua invertida Im3m. (C) Tres imagenes de fase cubica bicontinua
invertida Pn3m. (D) Tres imagenes de fase cubica bicontinua invertida la3d.
Imagen de http://scattering.tripod.com/xitami/images/cubicph.gif



La causa de que los lipidos adopten una estructura u otra depende
también de la estructura monomérica del mismo lipido. Asi, los lipidos se
clasifican en tres grupos teniendo en cuenta su forma [Israelachvili y cols.,
1980]. Se ha definido un parametro de empaquetamiento (S):

v
S=
Ao X Ic
donde v es el volumen de la molécula de lipido, a, es el area por molécula
en la interfase lipido-agua y |; es la longitud de las cadenas acilicas totalmente
extendidas. Para determinar la forma que adopta cada lipido se relacionan los
dos extremos de la molécula (a, y ay) (Figura 11):

Cono invertido: cuando a, es mayor que ay. Induce curvatura positiva en la
membrana.

Cilindro: cuando a, es igual que an. Induce curvatura cero en la
membrana.

Cono: cuando a, es menor que a,. Induce curvatura negativa en la
membrana.

Lipido Fase Forma v curvatura
. o S<1 2
Lisofosfolipidos Micelar Cono invertido “'
Detergentes Curvatura -
positiva
Pe C a)
e o %
P Lamelar Cilindro !
PG Curvatura Cap O
CL cero
PA
@,
PE grlisiag ;?9 2) Hexagonal g;ﬁo 1 ﬂ
. H a3
PA —Ca® (Hn) Curvatura
PS (pH<5.0) negativa
Ch
DAG

Figura 11 Relacion entre la fase que forman los lipidos, s u curvatura y su forma molecular.
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En la membrana plasmatica la estructura que los lipidos adoptan es la
lamelar fluida y con curvatura cercana a cero. Pero hay procesos tales como la
fusion de membranas donde se forman intermediarios no lamelares con
curvatura negativa [Cullis y cols., 1986; Nieva y cols., 1995]. Hay otros casos
donde es necesario la existencia de curvatura positiva en la membrana, como
es el ejemplo de la insercion de la proteina proapoptética de Bax en la
membrana [Terrones y cols., 2004].

-Distribucién de los lipidos en la membrana: dominios y asimetria:

En la membrana plasmatica los lipidos
no se encuentran distribuidos -
homogeneamente. En cada tipo celular, en
cada organulo y también dentro de la misma
membrana la composicion lipidica puede
variar. En los ultimos afios se han observado
la formacion de dominios estructurales (“raft”)
en la membrana [Simons y lkonen, 1997].
Estos dominios son estructuras formadas por (
esfingomielina, glicoesfingolipidos y L

o

colesterol (Figura 12) y son resistentes a
detergentes como el Triton X-100. En estos
dominios también se encuentran proteinas

especificas como las tirosin quinasas de la z;gﬁl:]rgoéizehs;mage” de un raft VE%Z
familia Src. Las proteinas se unen a estos glicoesfingolipidos y gris colesterol.
dominios por medio de GPI, &cidos grasos o

segmentos hidrofébicos de las propias proteinas. Estas zonas de la membrana
se encuentran en fase L, (Figura 13), al tener colesterol y esfingomielina la
fase que se forma es rigida pero con cierta libertad para rotar y flexionarse. La
existencia de estos dominios ha generado un gran debate, algo que ha
ocasionado un alto numero de estudios en este campo.

En los ultimos afos se ha estudiado la existencia de distintos dominios en
la membrana. Se ha observado la coexistencia de dos fases lipidicas, como es
el caso de una fase gel (L) y fase fluida en mezclas binarias de
dimiristoilfosfatidilcolina y D-eritro-esfingomielina [Bar y cols., 1997] y de fase L,
y Lq €n mezclas de binarias de palmitoil-SM y colesterol [Collado y cols., 2005].
También se han encontrado mezclas donde se ve la coexistencia de tres fases,
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como por ejemplo en la mezcla PC:PE:SM:Chol (1:1:1:1) +10 %mol Cer a
temperatura por debajo de la temperatura de transicion, 37°C. En dichas
condiciones se forman tres fases: (i) una fase gel de SM y Cer, (ii) una fase L,
de SM y Chol, y finalmente (iii) una fase fluida (Ly) de PC y PE [Sot y cols.,
2008]. Otro caso en el que también se ha observado la coexistencia de tres
fases es en la mezcla POPC:Cer:Chol [Fidorra y cols., 2006].

Por otro lado también existe
una distribucién heterogénea entre
las dos monocapas de una bicapa,

es decir, las membranas son
estructuras asimeétricas. Los
fosfolipidos pueden difundir

lateralmente por la bicapa y rotar
alrededor de su eje, pero raramente
migran de una monocapa de la
membrana a la otra (movimiento flip-
flop). Esta baja frecuencia en el
movimiento de flip-flop permite
preservar la asimetria de la

membrana.

e P
Hpli =t R =i
o Cabezas

omig olares .4
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i i,
[ Colas
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Colesterol
SM, GSLs, algunos GPLs

Figura 13 Organizacion de la SMy Ch en los

dominios. El Ch se intercala entre

las

moléculas de SM rellenando los huecos y

dando mayor consistencia a la estructura.
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La asimetria es una caracteristica necesaria de todas las membranas
celulares para poder ser funcionales. En los eritrocitos humanos (Figura 14 ),
por ejemplo, casi todos los lipidos que contienen colina en su cabeza polar, PC
y SM, se encuentran en la monocapa externa, mientras que los que tienen un
grupo amino, PE y PI, se encuentran en la monocapa interna. Por lo tanto, no
s6lo la composicion sino también la carga eléctrica de las dos hemimembranas
es diferente. Ademas se sabe que la aparicion de la PS en la monocapa
externa es sefial para que las células entren en apoptosis.

50

Monocapa externa
" Figura 14 Distribucion asimétrica de los
2 fosfolipidos en la membrana de los
e eritrocitos humanos.
=
® SM PS

PC
PE

Monocapa interna

a0
total

Fusion de membranas

En los procesos de fusion, dos membranas separadas se unen de manera
gque se conectan los espacios acuosos que delimitan. La estructura lamelar se
ve asi alterada, momentaneamente y de forma regulada. En los organismos
superiores se observan fendmenos de fusion en procesos como la fecundacion,
division celular, fagocitosis, reciclaje de membranas o secrecion de productos
sintetizados en la célula por exocitosis. Ademas, la fusibn de membranas es
también un paso critico en procesos patoldgicos como la infeccion de virus con
envoltura.

A pesar de la importancia de estos procesos, todavia se desconocen los
mecanismos fisicos y moleculares por los que dos membranas llevan a cabo
esta complicada operacion sin que se altere su continuidad. La fusiéon de
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membranas se puede estudiar a dos niveles: cinéticamente (espectroscopia) y
estructuralmente (crio-microscopia y rayos X).

Durante el proceso de fusion de membranas, el primer paso es la unién de
las dos membranas, paso que requiere superar la barrera de hidratacion de la
bicapa. Una vez superada esta barrera, la membrana se desestabiliza
sufriendo modificaciones y creando uniones interlamelares (ILA) entre las
membranas que se van a fusionar pero sin perdida de contenido acuoso
[Verkleij, 1984; Siegel, 1986b]. En los ultimos afios se ha relacionado el
polimorfismo lipidico con la desestabilizacion de la membrana. Se ha asociado
también la liberacion de contenidos acuosos con la formacion de fases
hexagonales invertidas [Bentz y cols., 1985; Ellens y cols., 1986b, 1986a;
Ellens y cols., 1989; Allen y cols., 1990]. Otros estudios han relacionado la
fusidn con la transicion de fase lamelar a no-lamelar [Ellens y cols., 1986b;
Siegel, 1986a; Ellens y cols., 1989; Siegel y cols., 1989c; Nieva y cols., 1995;
Basafiez y cols., 1996a; Basafiez y cols., 1996b]. Finalmente, en algunos casos
se ha propuesto la existencia de un intermediario comun para la liberacion y
para la fusion [Frederik y cols., 1991; Siegel y cols., 1994].

El modelo de fusion de membrana mas extendido es el que implica la
formacién de un intermediario lipidico, con forma semitoroidal o de reloj de
arena llamado “stalk” (tallo) (Figura 15) que se forma entre los dos membranas
que se van a fusionar [Chernomordik y cols., 1987; Siegel, 1993; Chernomordik
y cols., 1995b; Chernomordik y Zimmerberg, 1995; Siegel, 1999]. Este
intermediario se convierte rpidamente en una estructura méas estable y
conectando asi las dos membranas. El “stalk”, el cual hace posible la
hemifusion de las membranas, tiene una alta curvatura y es una estructura no-
lamelar, ademas tiene un tiempo de vida corto. Por ello no se han conseguido
obtener observaciones fisicas directas de este intermediario, pero existen
muchas evidencias de su existencia [Chernomordik y cols., 1993; Vogel y cols.,
1993; Kemble y cols., 1994; Chernomordik y cols., 1995a; Chernomordik y
Zimmerberg, 1995; Melikyan y cols., 1995]. Bien es cierto que el mecanismo
molecular de la fusiébn de membranas esta todavia por dilucidar. Ya que los
datos de fusion obtenidos mediante estudios en sistemas modelo de membrana
apoyan también el modelo de fusion del stalk y proponen los siguientes
estadios por los que se da la fusion entre dos membranas:

» Establecimiento de un contacto cercano entre las dos bicapas.
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e Fusion de las hemimembranas cercanas (cis). Este proceso se
denomina hemifusion y requiere de la formacién de una estructura
intermediaria no-lamelar llamado stalk.

* Fusidn de las hemimembranas distales (trans) y apertura de un
poro de fusion.

Fusion de membranas

Z .
==
Contacto cercano Hemifusion (stalk) Fusidn

Figura 15 Modelo de fusion del stalk.

La mayor dificultad que hay que superar para que haya fusion entre dos
membranas es que éstas entren en contacto, para lo cual se requiere
sobrepasar la barrera energética de repulsion entre las dos superficies
hidratadas [Siegel, 1999]. Este paso se puede ver facilitado por la presencia de
lipidos con forma de cono que induzcan una curvatura negativa en la
membrana como es el colesterol (Chol) o el diacilglicerol (DAG) que es
producido por la actividad fosfolipasa C [Siegel y cols., 1989a; Goiii y Alonso,
1999; Villar y cols., 2001]. Se sabe que estos lipidos con forma de cono (Chol,
DAG) son propensos a producir estructuras no-lamelares al inducir curvatura
negativa [Tenchov y cols., 2006] y disminuyen la barrera energética de
repulsion que hay que superar para que ocurra la fusion de membranas. Por
otro lado también se sabe que los lipidos con forma de cono invertido
(lisofosfolipidos) inducen una curvatura positiva y por lo tanto inhiben la fusién
de membranas [Chernomordik, 1996; Basafez, 2002].
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Fusion de membranas vy diacilglicerol

En el afo 1973 se identificd el papel del diacilglicerol como lipido
fusogénico [Ahkong y cols., 1973]. La generacion de DAG en la membrana
celular es un paso importante para la activacion de la fusion de membranas
[Allan y Michell, 1975; Allan y cols., 1978; Baséafiez, 2002] debido a la forma de
cono que posee este lipido. Mediante la utilizacion de rayos X Das y Rand
[Das y Rand, 1984, 1986] demostraron no sélo que el DAG ayudaba a la
transicion de fase lamelar a no-lamelar sino que ademas propusieron que
podria inducir la fusion de membranas. En 1989, Siegel y colaboradores [Siegel
y cols., 1989a; Siegel y cols., 1989b] describieron los efectos del DAG a niveles
fisiologicos en sistemas modelo de fusion de membranas. Utilizaron liposomas
de N-metil dioleoilfosfatidiletanolamina en las que la fusién era inducida por
5mM de Mg®* a pH 7.4. En condiciones fusogénicas, este lipido tiene una
transicion lamelar-hexagonal (La-Hy) a =66°C y la fusion se produce a partir de
45°C. Pero cuando se le aflade DAG, vieron que la transicion La-Hy ocurre a
=46°C y la fusion se produce a partir de 30°C. Esto se debe a la capacidad que
tiene el DAG para disminuir la curvatura de la membrana [Nieva y cols., 1989;
Siegel y cols., 1989a; Siegel y cols., 1989h].

Estudios bioquimicos han demostrado que la accién enzimatica de la
fosfolipasa C induce fusion de LUVs y que esta fusion estd modulada por la
produccion de DAG en la membrana [Gofii y Alonso, 1999, 2000]. La
fosfolipasa especifiva de fosfatidilcolina (PC-PLC) y la fosfolipasa especifica de
fosfatidilinositol (PI-PLC) de Bacillus cereus producen agregacion y fusion
[Nieva y cols., 1993; Ruiz-Arguello y cols., 1996; Villar y cols., 2000; Villar y
cols., 2001]. Se ha visto por estudios de criomicroscopia que la PC-PLC de
Bacillus cereus produce fusion de membranas mediante la generacion de DAG,
el cual produce estructuras de celda de abeja en la membrana [Basafiez y
cols., 1997]. Asi, el DAG induce la formacion de Q224 (PN3m) a concentraciones
bajas mientras que produce una Q7 (Fd3m) a concentraciones altas [Nieva y
cols., 1995; Basafiez y cols., 1996b; Basarfiez y cols., 1997].

Fusion de membranas vy colesterol

Estudios de fusion realizados con virus que poseen membrana han
demostrado que la fusion de un virus con una célula requiere o se ve facilitada
por la presencia de colesterol y esfingolipidos en la célula huésped o en la
membrana del virus [Nieva y cols., 1994; Wilschut y cols., 1995; Lu y cols.,
1999]. Sin embargo, no se han encontrado evidencias directas de una relacion
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entre la presencia de “rafts” y la fusion de membranas. Por otro lado, se sabe
que el colesterol produce curvatura negativa en la membrana [Chen y Rand,
1997].

Estudios realizados por Epand y colaboradores [Epand y cols., 2003;
Epand y cols., 2004; Epand y cols., 2005] demostraron que en vesiculas
formadas por PCs insaturadas con colesterol se formaba una fase hexagonal
invertida a altas temperaturas. Tenchov y colaboradores [Tenchov y cols.,
2006] vieron mediante difraccion de rayos X, que el colesterol induce formacién
de fases cubicas a altas temperaturas en mezclas con PCs insaturados, las
cuales son estables en condiciones fisioldgicas. Por lo tanto el colesterol por un
lado puede formar dominios “rafts” al unirse con PCs saturados vy
esfingolipidos, y por otro lado puede formar dominios fusogénicos al unirse con
los PCs insaturados que son excluidos de dominios liquido-ordenado o “rafts”.

Estudios realizados por Nieva y colaboradores [Nieva y cols., 1989]
demostraron que la fosfolipasa C de Bacillus cereus induce fusion de
membranas. Para que hubiera fusion es necesario que haya PE y Chol en la
membrana, estos lipidos desestabilizan la membrana y posteriormente la
formacion de DAG facilitaria la formacion de estructuras no-lamelares.
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