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INTRODUCCION

Existe bastante coincidencia en cuanto a la estructura

fundamental de las membranasbiológicas: los lípidos estarian for

mandouna doble capa y las moléculas proteicas se encontrarian dis

tribuidas en esta doble capa (Glaser, Simpkins, Singer, Scheetz 8

Chan, ¡970; Green, 1970; Green, 1971; Singer 5 Nicolson, 1972;

Capaldí 8 Green, 1972).

Síngularmente ütil por las posibilidades que brinda a la

imaginación y sólidamente apoyado por evidencias experimentales re

sulta el modelo del mosaico fluido de Singer y col. (1972).

En este modelo se postula que la matriz fundamental estaria

constituida por una doble capa lipidica, con las cabezas polares (hi

drofilicas) de los fosfolïpídos orientadas hacia el exterior de la

bícapa y las proteinas más o menos sumergidas en ella de acuerdo con

las caracteristicas propias de afinidad por las zonas hidrofóbicas o

hidrofilicas de la doble capa. Existírian asi dos grandes clases de

proteinas: estructurales y periféricas. Operacionalmenteserian dis

tinguibles por el procedimiento requerido para su solubílízacíón: las

proteinas periféricas estarian débilmente unidas a la bicapa y se des

prenderian por procedimientos suaves que dejarían intacta la membrana

y ademásserian estables en buffers neutros; por otro lado, las pro

tefnas estructurales no podrian obtenerse sin la utilización de deter

gentes o solventes orgánicos; permanecenasociadas con lípidos o



forman agregados insolubles si estos se eliminan totalmente.

Este esquema de la organización de la membrana se basa fun

damentalmente en datos obtenidos empleando métodos fisicoquïmicos.

Asi fueron de fundanental importancia la aplicación entre otros de

métodos de calorimetria diferencial, difracción de rayos X, micros

copia electrónica (singularmente las técnicas de congelamiento y su

blimación (freeze-etching)), de dícroismo circular y dispersión óp

tica rotatoria, tal comolo discuten los propios autores del modelo.

Si se considera como lipidica la matriz de la membrana, es

fácil deducir que las propiedades de esta matriz afectarán las pro

piedades generales de la membrana.El estudio de las transiciones tér

micas de fosfolipidos aislados indicaban que las temperaturas de tran

sición (cristal + liquido) dependían de la longitud de la cadena hi

drocarbonada, del grado de insaturación y del grupo polar. La tempe

ratura de transición diSminuia al aumentar la insaturación (Ladbrooke,

Williams 5 Chapman, 1968; Oldfield 5 Chapman, 1972); en los sistemas

biológicos en los cuales coexisten varios fosfolipidos con distintos

sustituyentes, aparecen endotermos muyamplios que indicarian la exis

tencia simultánea de los dos tipos de estructura (gel y cristal-liqui

do) (Oldfield 8 Chapman, 1972).

Steim y col. demostraron por calorimetria diferencial (dif

ferential scanning calorimetry) que las membranasde Acholeplasma

laidlawii sufrían una transición térmica amplia (Steim, Tourtellotte,

Reinert, HcElhaney 8 Rader, 1969). En estas mismas membranas, Engelman



(1970, 1971) demostró por difracción de rayos X que esta transición

se correspondía con un pasaje de una disposición hexagonal ordenada

de la cadena hídrocarbonada a una estructura más fluida, líquida, que

existiría por encimadel punto de transición. Este tipo de transicio

nes también fue observado por difracción de rayos X en fosfolípidos

aislados y en membranasintactas de Escherichia coli (Esfahani,

Limbríck, Knutton, Oka 8 Wakíl, 1971). Los estudios en monocapa ha

bían indicado que el area por molécula de fosfolípido aumentaba al

aumentar la insaturación (Demel, van Deenen 8 Pethica, 1967; Demel,

Geurts van Kessel a van Deenen, 1972). La tendencia al desorden de

los ácidos insaturados puede visualizarse en base a su estructura: de

una cadena hídrocarbonada lineal se pasa a cadenas más y más deforma

das por la presencia de dobles ligaduras cis, a consecuencia de lo

cual el empaquetamiento se haria más laxo.

Waggoner 8 Stryer (1970) propusieron el uso de compuestos

fluorescentes análogos de lípidos de membranaque podrían dar indica

ciones de proximidad, movilidad rotacional y polaridad del medio am

biente en que se encuentren los cromóforos. Utilizando vesículas ar

tificiales de fosfatidilcolina demostraron que los cromóforos del ONS

(ácido N-octadecil naftil-Z-emino-ó-sulfónico) se situaría en la zona

polar del fosfolípido; los de la DPE(N-dansil-fosfatidiletanolamina)

se situarían en la zona intermedia (glicerol) y la parte fluorescente

del AS (ácido 12-(9-antroil)-esteárico) se situaria en la parte hidro

carbonada de la bicapa.



El ANS(l-anilino-naftalén-B-sulfonato) y el bromuro de

etidium también han sido utilizados para determinar cambios en la es

tructura de la membranacuando ocurren energizaciones de la misma

(Chance, 1970; Azzí 5 Santato, 1971).

Con fines similares se han utilizado compuestos conteniendo

grupos nitróxido comomarcadores (spin labelling). Hsia, Hong S

MacLennan(1971) han utilizado estos compuestos para detectar cambios

en los medios ambiente lipïdico y proteico durante el transcurso de

la disolución de la membranacelular del Halobacterium salinarium que

ocurre cuando la concentración salina disminuye. Este método también

ha sido utilizado para registrar cambiosen la fase lipidica de la

membranade eritrocito (Kroes, Ostwald 8 Keith, 1972).

Sin embargo, de todos los trabajos que utilizan métodos ff

sicoquimícos para poner en evidencia interacciones lipido-proteina en

membranas intactas, se desprende el hecho de que estos métodos no se

rian bastante sensible; para casos especificos puesto que los resulta

dos son estadisticos, es decir, las medidas reflejan las contribucio

nes de todas las especies moleculares de proteina y/o de la doble capa

ïipidica en su totalidaz.

El estudio du las actividades enzimáticas asociadas a mem

brana seria un método más especifico puesto que revela interacciones

a un nivel más restringido entre los lipidos y una especie proteica

en particular.

En membranasbacterianas, la determinación de interacciones



lipldo-proteina se ha encarado por varios métodos:

a) Determinación de una dependencia entre la actividad enzimática y

fosfolipidos.

Unejemplo de este tipo seria el bien estudiado sistema de

galactosiitransferasa (UDP-galactosa-lipopolisacárido-a, 3-galac

tosiltransferasa) en Salmonella tzphimurium(Rothfield 8 Finkelstein,

1968; Romeo, Hinckley 8 Rothfíeld, 1970).

Es un sistema unido a membrana que puede ser separado en sus

componentes:el lipopolisacárido, la fosfatidiietanolamina y la pro

teina enzimática. El sistema puede reconstituirse in vitro a partir

de las partes purificadas y requiere la presencia de los tres com

ponentes para ía actividad: primero se forma un sistema lipopolisa

cárido-fosfatidïletanolamlra (Romeo,Girard 6 Rothfield, ¡970) y

luego ss agrega el tercer cOnponente, la proteina enzimática (Romeo

y col., 1970b).

Otros ejemplos de dependencia de actividad en fasfolipidos

serian la reactivación por Fosfoïipidos (lecitinas) da la C55
isoprenoide alcohol fosfoquinasa de Escherichia coli (Sandarmann,Jr.,

1972) y la activacion por fosfolipidos del sistema de piruvato oxi

dasa en Eigbpríchía coLL (Cunninghams Hager, 197la,b). Aún cuando

esta última enzima se puede tener en forma soluble, su actividad

aumenta varias veces en preSencia de foafolipldos.

Comola mayoria de las vecas no es posible purificar los

sistemas enzïmátíco; unidos a membrana.se utilizaron tócnicas in



b)

directas para determinar si ios fosfoiipidos son esenciales o no

para ia actividad; un método es estudiar el comportamiento frente

a fosfolípasas. Si existe dependencia entre actividad enzimática

y fosfoiipidos, se observará una pérdida de actividad en el trans

curso dei ataque por la fosfolipasa. Este enfoque ha sido utiliza

do por Havis, Bell y Vagelos (1972) para determinar requerimientos

de fosfolipidos de algunas enzimas de membranade E. coli. En el

caso de la Acíi-CoAzgi¡cerol-3-fosfato aciltransferasa y de la

NADHoxidasa, los autores observaron que a medida que progresaba

la acción de la fosfolipasa (fosfolipasa C), la actividad disminufa.

mientras que la glicerol-3-fosfato dehidrogenasa y la succinico de

hídrogenasa permanecían completamente activas; de aqui conciuian

que ias dos primeras requerían fosfolipidos para la actividad, mien

tras que las otras dos no.

Variaciones de las propiedades cinéticas de procesos unidos a mem

brana al variar ia composición iipidica de la misma.

Cuandose tuvo la posibilidad de utilizar auxótrofos de

ácidos grasos insaturados de Escherichia coli para investigar la

influencia de las distintas composicioneslipidicas sobre las acti'

vidades unidas a membrana, se observó (Schairer 8 Overath. ¡969)

que la incorporación de tiometii-B-galactósido, que es una medida

del funcionamiento de la permeasa de la lactosa presentaba distin

tos perfiles de dependencia con la temperatura segün el ácido in

corporado a la membrana.La inflexión en el gráfico se interpretó



comoque la cadena hídrocarbonada sufria un cambio de fase de una

forma más expandida a una forma más condensada.

La misma observación aparece en los trabajos de Vllson,

Rose 8 Fox (1970) en cuanto al transporte de o-nitrofenil-B-galac

tósido y p-nitrofenil-B-glucósido, incluso utilizando ácido bromo

esteáríco, que puede reemplazar a un ácido insaturado (Fox, Law,

Tsukagoshi 8 Wilson, 1970).

El primer intento de correlacionar estas observacíones con

transiciones de fase medidas sobre fosfolipidos de las mismas cé

lulas fue hecho por Overath, Schairer 8 Stoffel (1970). Asi, habia

correspondencia en las transiciones entre los estados liquido y

condensado medidos en la balanza de Langmuir de peliculas monomole

culares de fosfatidiletanolaminas extraídas de las mismascélulas

y las transiciones de Arrhenius en el eflujo de tiometil-B‘galacto

sido. Los mismosautores observaron que se presentaban discontinui

dades en los gráficos de Arrhenius de las velocidades relativas de

respiración y crecimiento.

La misma conclusión general, de que la distinta composición

lipidíca ínfluia sobre las funciones asociadas a membrana,se des

prende de los trabajos de otros autores que han utilizado auxótro

fos similares (Esfahani y col., 1971; Wilson 6 Fox, 197]; Overath,

Hill 8 Lamnek-Hirsch, 1971).

Dentro de esta ültima linea de pensamiento, nuestro grupo ha

trabajado extensamente en el estudio de las interacciones lfpido



proteina en las membranasbiológicas estableciendo y midiendo las

variaciones que sufren las propiedades alostéricas de las enzimas aso

ciadas a membranacuando se modifica la composición lipïdica “in vivo".

Asi se han estudiado los cambios que sufren las propiedades alostéri

cas de distintas enzimas de membranade glóbulo rojo y de microsomas

de corazón, riñon y cerebro de ratas cuando los animales se someten a

distintas dietas (Farias, Goldemberg8 Trucco, 1968, 1970; Goldemberg,

Farias 8 Trucco, 1972; Morero, Bloj, Farias 8 Trucco, 1972; Goldemberg,

Farias a Trucco, 1973; Bloj, Morero, Farias 8 Trucco, 1973).

La utilización de membranasde Escherichia coli para estu

diar relaciones entre lipidos y proteinas reduce considerablemente las

variables del sistema puesto que prácticamente todos los lípidos pre

sentes son fosfolipídos (Law, 1961) y de las especies de fosfolipidos,

fosfatídiletanolamína constituye aproximadamenteun 70-802. fosfatidil'

glicerol y cardiolipina el resto, con cantidades traza de ácido fosfa

tidico y fosfatidilserina (Cronan 8 Vagelos, 1972). El aislamiento de

una mutante de Escherichia coli incapaz de sintetizar ácidos grasos

insaturados (Silbert 8 Vagelos, 1967) proveyó de un arma muy valiosa

para estudiar las interrelaciones lïpído-proteïna; este sistema per

mitía cambiar dentro de limites muyamplios, la composición lipïdica

de la membranavariando el suplemento de ácido graso insaturado del

medio de cultivo. La mutante LOIOtiene una lesión en la sintesis de

la B-hidroxidecanoíl tioéster dehidrasa, que es la enzima responsable

de la introducción de una doble ligadura cis en la cadena hidrocarbo



nada de los ácidos grasos (Kass, 1968). La biosïntesís de ios ácidos

grasos y e] lugar de la lesión de la bacteria se esquematízan en la

figura 1. El ácido graso ínsaturado que se da como suplemento se ín

corpora como tai o como sus derivados metabólicos.

Ya ha sido demostrado que la (Ca++)-ATPasa de membrana de

E. coli era inhíbída alostérícamente por sodio, y que estos efectos

eran distintos, utilizando comoparámetro el coeficiente de Hill, si

la bacteria habia crecido en un medio supiementado con ácido oleico

o linolénico (Farias, Londero 8 Trucco, 1972).

El término “aiosterismo”, enzimaalostérica, presenta cier

tas dificultades, ya que desde su introducción por Honod, Changeux8

Jacob en 1963 ha sido utilizado para designar, segün lo discuten am

pliamente Koshiand a Neet (1968), una proteína:

a) que contiene un sitio topoiógícamentedistinto del sitio activo;

b) que muestra cinética sigmoídea;

c) que aparece en puntos de bifurcación de caminos metabólicos;

d) que obedece al modelo concertado o de simetría.

En este estudio el término sera utilizado en las dos prime

ras acepciones.

Esta tesis es un intento de esclarecer el papel regulatorio

de la membranabacteriana en io que respecta al comportamiento alos

térico de una enzima unida a ella y de determinar las posibles implí

cancias de esta regulación.
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Acetíl-CoA + Halonil-CoA
n

n

a

V

CH3(CH2)5CH2CHOHCH2C0-S-ACP

H H H

‘ Il |
CH3(CH2)5C-CCH2C0-S-ACP CH3(CH2)SCH2C-ECO-S-ACP

H

+ 3 c2 + 2 H

H Hll
CH3(CH2)SC=C(CH2)7CO-S-ACP CH3(CH2)5CH2CH2CH2C0-S-ACP

Palmitoleíco

+ c2 + 3 C2

H H

H
CH3(CH2)5C-C(CH2)9C0-S-ACP CH3(CH2)¡h-CO-S-ACP

císJVaccéníco Palmftíco

Fíg. 1 : Esquemade la bíosfhtesis de ácidos grasos en bacterias.:

* Defecto de la mutante L010.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Escherichia coli KIZ, cepa LOIO.Auxótrofo para ácidos grasos

¡nsaturados, aislado por Silbert y Vagelos (1967) y cedido gentilmente

por la Dra. Rosa Nagel de Zwaig.

Medio de cultivo

En todos los experimentos, las bacterias se cultivaron en un

medio L (Lennox, 1955), salvo en algunos casos, que serán indicados,

en los cuales se omitió la glucosa:

Bacto-triptona 12

Extracto de levadura 0,52

Cloruro de sodio 0,52

Glucosa 0,12

Para eliminar cualquier ácido graso, el medio básico se ex

trajo con cloroformo de acuerdo al procedimiento de HacElhaney y

Tourtellotte (1970).

Los ácidos grasos insaturados utilizados comosuplemento se

agregaron comosales de potasio; la concentración final en el medio de

cultivo era del 0,022; para evitar la aparición de turbidez por inso

lubilidad de los mismos se agregó Tritón X-lOOal 0,0052. Se emplearon

los siguientes ácidos grasos insaturados comosuplemento:

Palmitoleico-(cis-9-hexadecenoico)

cís-Vaccénico-(cis-ll-octadecenoico)

Oleico-(cis-9-octadecenoico)
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Línoleíco-(cis, cis, 9-12-octadecadienoico)

Línoléníco-(cís,cís,cís, 9-12-1S-octadecatrienoico).

Condiciones de cultivo

Se utilizaron erlenmeyers de 1000 ml con 200 ml de medio.

aíreando por agitación. Se inocuiaron con un cultivo de 12 horas (fase

estacionaria) en el mismomedio. Simultáneamente se hicieron blancos

sin el agregado del suplemento de ácido graso insaturado en ios cuales,

de acuerdo a lo observado por Henníng, Dennert, Rehn y Deppe (1969),

sobreviene lisis (Fig. 2).

Obtención de las membranas

Las membranas se prepararon según ei método empleado por Evans

Jr. (1969). Las bacterias se c05echaron en fase logaritmica (Fig. 2);

se iavaron 3 veces con buffer Tris-CIH 0,02 H, pH 7,“, sedimentando

por 10 minutos a 6000 rpm en el rotor SS3h de la centrífuga Sorvall.

Las células lavadas se suspendieron en un cuarto del volumen original

de un buffer Tris-CIH 0,15 H, pH 6,h, que contenía sacarosa 0,6 My

EDTA0,001 M. Se agregó lísozima (20 ug/ml). Se incubó durante 75 mí

nutos a 37°C. Los esferoplastos se centrifugaron a 12.000 x g por 20

minutos. La formación de esferopiastos se controló por microscopía de

contraste de fase. La lisis se iievó a cabo suspendíendo los esfero

plastos en 2/3 dei volumen original de buffer Tris-CIH 0,02 M, pH 7,“.

Las membranas se separaron por centrifugacíón a 35.000 x g durante 20

minutos. Se lavaron 3 veces con el mismo buffer con el agregado de



absorbanciaa420nm

1 n n 1

60 120 180 240
t ( minutos)

Fíg. 2 : Curvas de crecimiento de ¡a cepa L010 en medio L con ácido

cís-vaccéníco (0‘-o) y sin ácido insaturado (o--o).



- ¡A 

CizMg0,001 M. Ei material obtenido se suspendió en ei mismo buffer de

modo de obtener una concentración de aproximadamente 1 mg de proteina/

mi de suspensión y se guardó en nitrógeno liquido distribuido en varios

tubos. La actividad se mantiene al menos dos semanas. Este preparado se

denomina enzima particulada ó unida a membrana.

Soiubiiización de ia enzima

Se utilizaron ios siguientes métodos:

a) Soiubiiización por dodeciisuifato de sodio (SDS): Se hizo funda

mentalmente siguiendo ei procedimiento de Evans Jr. (1970). La

enzima se descongeiaba y se iavaba agregando un volumen dei buffer

Tris-CIH 0,02 H, pH 7,h, centrifugando luego a 35.000 x g por 20

minutos. Ei sedimento se suspendia en un volumen original de

buffer 0,01 M Tris-CiH pH 9, 0,0002 M de Ci Mg y 0,0“2 de SDS.2

La suspensión se incubaba durante 10 minutos a 37°C y se centri

fug4 a a 35.000 x g por 20 minutos a temperatura ambiente. Ei

sobrenadante correSponde a ia enzima “solubiiizada”. Se observó

que el contacto con ei detergente tenia efectos deietéreos sobre

ia enzima; en 30 minutos se perdia ei 602 de ia actividad inicial

(Fig. 3). Diiuyendo ia mezcla después de soiubiiizar se evitaba

ia inactivación (Fig. 3), por io cual ias soiubiiizaciones se lie

varon a cabo con iigeras modificaciones. Después de tratar con ei

SDS (10 minutos a 36°C), ia mezcla se diiuyó con el medio de en

sayo de la actividad enzimática emitiendo ATP. De este modo ia

actividad se mantenía prácticamente sin modificaciones a tempera
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Fig. 3 ' Efecto del SDS. Se trató la enzima particuiada con SDSpor

10 minutos. Se centrifugó después del tratamiento y se divi
dió en dos partes. Una parte se díluyó 10 veces con buffer

(o--o). 30 minutos después se diluyo 10 veces la segunda parte
(e-'O) y se midieron las actividades de las dos fracciones.
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tura ambiente (Fig. h). La concentración del detergente disminuta

a valores por debajo del 0,0022.

b) Solubílización por Tritón X-lOO: Las membranas se lavaron con un

volumen de buffer Tris-ClH 0,02 H y se centrifugaron a 35.000 x g

por 20 minutos comoen el primer paso del método anterior. El se

dimento se suspendió en buffer que contenía Tritón X-iOOen con

centraciones de Z-h mg por mg de proteina. Después de 15 minutos

a 36°C, la mezcla se centrifugó por 20 minutos a 35.000 x g. El

sobrenadante contenia el 802 de la actividad primitiva.

cl Solubilización mediante sucesivos lavados con buffers: Se utilizó

una variante del método de Abrams (1965). Las membranas se lava

ron dos veces con buffer Tris-ClH 0,02 H, pH 7,5, y una tercera

vez con el mismo buffer diluido lO veces (0,002 H). Aunque la ac2

tividad esPectfica del sobrenadante del tercer lavado era mayor,

Se empleó la mezcla de los tres sobrenadantes con una recuperación

total de alrededor del 362 de la actividad inicial. La solubili

zación no es Selectiva puesto que la actividad eSpecifica es igual

aproximadamente a la de la enzima particulada (10-12 umoles P¡/

hora/mg de prot.l. Después de cada lavado se centringó a 35.000 x g

por 20 minutos.

Centrifugando la enzima “solubilizada” a 100.000 x g durante una

hora la actividad permanece en el sobrenadante.

Todos los procedimientos de solubilización se efectuaron a

temperatura ambiente debido a la inestabilidad de la enzima soluble a
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bajas temperaturas (Evans Jr., 1970).

Ensayo de ia actividad enzimática

Ei ensayo de ia actividad ATPásica en todos los preparados

(unida a membrana, soluble, reagregada) se llevó a cabo en ei siguiente

medio de incubación:

Tris-CIH 0,1 H pH 9.0

ATP-Tris 0,0025 H

CIZCa 0,001 H

Cisteina 0,001 H

Proteina enzimática 10-30 pg

El volumen final era de i mi. La inhibición por Na+ se midió

en ei rango 0-100 mHutilizando cloruro. Este medio es similar ai em

pleado por Farias, Londero y Trucco (1972).

La reacción se detenfa por ei agregado de 1 mi de ácido perciórico. El

fósforo liberado se determinó por ei método de Fiske y SubbaRow(1925).

En ios casos en los cuales se empleó Tritón X-IOOpara efectuar la so

iubiiización, ei detergente se extrajo con i-butanoi después dei agre

gado del ácido perciórico. La fase butanóiica se separó y a la fase

acuosa se agregaron los reactivos de fósforo. Este tratamiento previo

fue necesario debido a ia turbidez que se presentaba cuando el Tritón

X-iOO se ponia en contacto con ei moiibdato de amonio (Ueda y Hada,

1970). Noera necesario extraer ei dodecilsulfato de sodio puesto que

no interfiere con los reactivos de fósforo.
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Ecuación de Hill

Comométodo para describir la cinética sigmoidea obtenida

para la inhibición por Na+, se utilizó la ecuación

log v/(Vo-v) - log K - n log (Na+)

en la cual v - velocidad de la reacción a una determinada con

centración de Na*;

Vo- velocidad en ausencia de inhibidor;
n = “coeficiente de Hill”.

Representando log v/(Vo-v) en función de log (Na+) se obtiene

una recta de pendiente “n” (Honod, Changeux s Jacob, 1963; Atkinson,

Hathaway s Smith, 1965).

Ko,5 es ia concentración de Na+ que da el 502 de inhibición

con respecto a la actividad en ausencia de inhibidor.

Determinación de proteinas

Se utilizó el procedimiento de Lowry, Rosebrough, Farr 8

Randall (1951), usando como testigo albumina bovina.

Reconstitución de la enzima particulada

Debido a que la enzima se inactivaba en solución (no se re

cobraba actividad después de #8 horas de diálisis), no era posible

utilizar los clásicos métodosde reconstrucción por diálisis prolonga

da (Razin, Horowitz S Terry, ¡965; Butler, Smith 5 Grula, ¡967). Para

reconstituir estructuras de membrana,Green y col. (Green, Alimann,

Bachmann, Baum, Kopaczyk, Korman, Lipton, MacLennan, McConnell, Perdue,
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Rieske s Tzagoloff, 1967) ponian en intimo contacto las proteinas y

ios lipidos aislados mediante sales biliares; esta mezcla se pasaba

por una columna de Sephadex 6-25 que eliminaba el detergente y se pro

vocaba asi la reconstrucción. Rottem y col. (Rottem, Stein 8 Razin,

1968) utilizaron una columna similar para eliminar ei SDS. El reagre

gado lo hacian por posterior diálisis contra Hg++. Se pensó que un

métodopara acelerar el procedimiento en nuestro caso era utilizar

una columna similar, que nos ahorraria al menosuna etapa de diálisis

(la correspondiente a la eliminación del detergente). Se utilizó una

columna de l cm de diametro y 33 cm de altura equilibrada con buffer

Tris-ClH 0,02 H, pH 7,5, cisteina 0,00l H y Cl Ca 0,001 H. El pH se2

fijó en 7,5 puesto que los pH neutros serian los más apropiados para

provocar la reagregación (Butler y col.. l967); la cisteina y ei Ca++

se agregaron por el efecto estabilizante que tenian sobre la enzima

en solución (Fig. 3 y h).

Para la reconstitución, la membrana se trató con SDScomo

se describe para la solubilización pero se utilizó una concentración

de detergente del 0,082. Esta concentración de detergente. doble de la

usada para los estudios cinéticos de la enzima solubilizada, se eligió

teniendo en cuenta que la eficacia del proceso de reagregación dependia

de la concentración de proteinas y lipidos solubilizados y se observó

que esta cantidad aumentaba al aumentar la concentración de detergente

empleado en el proceso de solubilización. La enzima solubilizada

(1-2 mg de proteina/ml) en un volumen pequeño, 2-3 ml, se introducia
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0,8 - Vo

0,6 *

0.4

absorbanciaa280nm

0,2 

n l 1

0 5 10 15 , 20
volumen de elucion (ml)

Fíg. S : Perfil de elucíón de ¡a columna de reconstrucción. Vo in
dica el volumen muerto determinado con Azul de dextrano.



-22

en la columna. Se utilizó el mismobuffer para la eiucíón. Junto con

el volumenmuerto aparece una turbidez, correspondiente a las parti

cuias reagregadas, y la totalidad de la actividad enzimática (Fig. S).

Para separar la enzima reagregada de la actividad soluble que no se

ha reconstituído en particulas se centrifugó el pool de las fracciones

del pico de absorbancía (fracciones 9. iO y li de ia Fig. S) a 35.000 x g

por 20 minutos. Ei rendimiento de la actividad reagregada llegó en al

gunos casos al 502. La columna equilibrada con Ca++ cumple entonces la

función de las dos diálisis sucesivas: eliminar el detergente y propor

Cíonar el catión divaiente (Ca++). Todo el procedimiento toma aproxima

damente una hora.

En ia Tabla I están los resultados de algunas experiencias

hechas para determinar el comportamiento de la columna para la recon

strucción. Bajo el titulo Preparación N°i están los resultados de una

experiencia tipica de reconstrucción. Las actividades especificas per

manecen aproximadamente constantes, lo cual indica por un lado que el

método de solubilización es inespecifico (cuando se emplea 0,0hZ de

SDSen ese paso Evans Jr. (1970) obtiene un incremento notable en la

actividad especifica) y que la reconstitución también seria inespeci

fica (columna 3). Las recuperaciones totales son buenas (alrededor del

902) dado que el pico es bien agudo (Fig. S).

Se probó la influencia de las distintas concentraciones de

Ca++en el buffer de equilibrio sobre la reconstitución de estructura;

los resultados se agrupan bajo el titulo Preparación N°2. En todos los
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TABLA I

Actlv. mg de Actlv. Relación Relación
total protelna espec. Pda/Sol. Pda/Sol.

(pm/hora) total ¡n/mg/hon (orah) (actlv.)

Preparación N"|

(Cn“) I mM
[nllmu unlublc On SLS 2|,9] [.875 ¡1,7
Suhrrnndnntn dnl

eluldn dc cn|unnn ¡1.50 I.|25 '2.0
Precipitadu del

eluidn de (rflnmmn 5.5| 0.h50 |2.) 0.39 0.h0

Preparación N"?

(Cn‘#) O mH
Enlimn snluhln on SLS 30,8! 0,7'0 MJ.“

thronndnnto del .
cluidn de columna 9.59 0.350 27.5

P'orinítado del
eluido de columna 0.75 0.1h0 5.“ 0.h0 0.073

(fa°*) 2 MM
Subrenadanln cel

eluido de columna 9.7| 0.373 25.7
Precipitado del

eluido de columna 2.30 0.071 32.0 0.19 _0,25

(Ca‘0) IO mH
Sobrrnadnnte del

eluidn de columna 5.0 0.2¡7 23.0
Precipitndo del

eluido de columna 1.7| 0.095 18,0 0.a; 0.3“
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casos el rendimiento fue menor que cuando se equilibraba la columna

con l mMde Ca++. Esto, unido a la simplicidad que implica tener la

misma concentración de catión que luego se usa para la medición, nos

llevó a adoptar la columna equilibrada con l mHde Ca++.

Determinación de la composición lipidica de los fosfolipidos de

Escherichia coli

a) Separación de los fosfolipidos.

Las bacterias se obtuvieron de la misma manera que para la pre

paración de la enzima. Se lavaban tres veces con buffer Tris-ClH

0,02 M, pH 7,h, y luego se extraian por el procedimiento de Folch

y col. con cloroformo-metanol 2:1 (Folch, Lees 8 Sloane-Stanley,

1957). Se fíltraba por papel para eliminar los restos de bacte

rias, se particionaba con 0,2 volúmenes de ClK0,1'h, se dejaba

por una noche en la heladera. La fase superior se separó y la

fase clorofórmica se secó con sulfato de sodio anhidro, se eva

poró bajo corriente de nitrógeno para evitar oxidaciones y se

sembró sobre placas de Silica Gel G (Merck, Darmstadt) de 2 mm

de espesor, desarrollando con éter de petróleo, éter etílico,

ácido acético 7024023para separar los otros lipidos de los fos

folipídos que permanecenen el origen. Se raspó la silíca del

orígen y se prepararon los ésteres metilicos de los ácidos grasos

por metanólisis de los fosfolipídos utilizando metóxido de sodio

0,5 Men metanol (Oette 8 Doss, 1968). Luego de reaccionar se

neutralizaba con ácido clorhídrico en metanol y los ésteres meti
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licos se extraian con éter de petróleo. Se secó con sulfato de

sodio, se evaporó el solvente y diluidos convenientemente en

benceno se ¡nyectaron en un cromatógrafo de gases.

b
V Cromatografía gas-liquido de los ésteres metilicos de los ácidos

grasos.

Se usó un aparato F 8 Mmodelo 700 equipado con doble columna y

detector de llama de hidrógeno. Las columnas de EGSS-Xal 102

sobre un soporte de Chromw A/V DHCS, 80-100 mesh median 1,80 m

(6 pies) con un diámetro interno de 6 mm. Se trabajó isotérmica

mente con una temperatura de columna de 180°C y un flujo de 40 ml/

min de gas carrier (nitrógeno). Las temperaturas del inyector y

del detector fueron de 2ü0°C y 285°C respectivamente. Se inyectó

de 0,3 a 0,6 ul de la solución bencénica de los ésteres metilicos.

Para la identificación de los distintos picos se computaron los

tiempos de retención relativos a ácido palmitico comparandocon

los correspondientes tiempos de retención relativos de una mezcla

de ésteres metilicos standard. La cuantificación se llevó a cabo

calculando el area de cada pico mediante el producto de la altura

del pico por el ancho del mismo en su parte media. La figura 6

muestra la separación de los distintos picos cuando se usó ácido

cís-vaccénico comosuplemento.

Estadistica

Para todos los cálculos estadísticos y para optimizar las rec

tas, se utilizó la computadora Olivetti Programma101. Las fórmulas em

pleadas y los programas utilizados para efectuarlas están en el apéndice



¡Len-cm“muuvmomn
: J J ‘1

¡000° .;¡

- 26 

OI Ol-Ta'I'ra-o¡'¡a'n-‘I’Dl’ -4 . '¡001)130015110I00000

FÍg. 6 Separacióñ por cromatograffá gaseosaadeelós ¿Steres metí
licos de los ácidos: a) mlrfstíco. b) palmftíco, c) palmi+
toleíco. d) derivado ciclopropánico del palmitoleico. e) ciSv
vaccéníco. Corresponden a un cultivo suplementado con ácido
cís-vaccénïco.
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RESULTADOS

Efecto de los distintos ácidos grasos insaturados exógenos sobre el

comportamiento alostérico de la (Ca++)-ATPasa unida a membranaen

E. coli LOIO.

a) Determinaciones a 36°C

Ya habia sido demostrado que el comportamiento alostéríco

de la (Ca++)-ATPasa unida a membranaen el auxótrofo de Escherichia

¿gli era distinto según las bacterias hubieran crecido en mediosupie

mentado con ácido oleico o linoleico (Farias y coi., 1972). Tomando

comopunto de partida esos resultados. se investigó el mismohecho

utilizando otros ácidos ¡nsaturados;'asi se probaron, ademásde los

antedichos. los ácidos palmitoleico, cis-vaccénico y linolénico; los

isómeros trans no son suplemento para la cepa LOlOen un medio complejo

(Schalrer y col., ¡969). En la figura 7 se graficó la Inhibición por

Na+ de la (Ca++)-ATPasa unida a membrana; en ella se observan las cur

vas para la enzima proveniente de cultivos suplementados con ácidos

oleico y linolénico. Las pendientes de ia representaciénmlogaritmíca

son -1,6 y -2,35 respectivamente.

Los resultados de una serie de determinaciones utilizando

ios cinco ácidos como suplementos puede observarse en la Tabla lI. Al

cambiar el acido graso suplementado al medio, se pusieron de manifiesto

distintos grados de cooperatividad con respecto al efector Na+; el gra

do menor corresponde a la enzima proveniente de bacterias que se han



«— emma-u pepgoman

o.
.._

4——A-OA/A

l

¡Q
(:3

llllllj

0501001500203040100

Na*mM-—>Na+mM——>

Fig.7 :Inhibiciónalostéricadela(Ca++)-ATPasa.Membranasdeculti

vossuplementadosconácidooleíco(o-o)ylinoléníco\“-4)

-23



-29

TABLA ll

Inhibición por Na+ de la (Ca#+)-ATPasa asociada a membrana del auxótrofo

de E.col¡. Influencia de los dlstíntos ácidos grasos lnsaturados que se

suplementan al medio de cultivo sobre los valores de "n" y Ko's.
Temperatura de ensayo: 36°C

SZÏLÏÏÏÉSÏÏÉÉLÏ’ " t E-S- “0,5 t 5-5

Llnolénico (B) 2.22 t 0,0h* 7h t 7

Linoleico (6) 2.08 t 0.07# ¡00 t S

Palmitoleico (IS) ¡.91 t 0.0h* 70 t 5

Oleíco (12) ¡.60 t 0,06*# 98 t 17

cís-Vaccénico (6) ¡,33 t 0,03*# 116 i 16

Ap < 0.001 entre pares de valores marcados con el mismo signo * ó #).

Entre paréntesis está el númerode preparaciones.
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cultivado con un suplemento de ácido cis-vaccénico y el mayor para la

enzima de bacterias que crecieron en un medio suplementado con ácido

linolénico. Los valores de K0.5 muestran en general una gran disper
sións

Esta gradación de la cooperatividad lleva a pensar que en

la asociación membrana-enzima,las interacciones entre los sitios del

Na+se harian más dificiles al disminuir la libertad de movimiento de

las especies moleculares a causa de la mayor rigidez de los lípidos.

b) Determinaclones a 19°C

Los experimentos realizados a 19°C (Tabla III) parecerïan

confirmar esta última interpretación. pues cuando se mide el compor

tamiento alostéríco a esta temperatura, también se observa un distin

to grado de cooperatividad aunque en un intervalo más restringido.

Prácticamente el unico suplemento que confiere posibilidades-de inter

acción a los iones sodio es el ácido linolénico. lo cual es bastante

coherente con lo señalado anteriormente pues el ácido linolénico, te

niendo tres dobles ligaduras, es el ácido más “fluido” empleado por

nosotros (Ladbrooke y col., 1968). A 19°C nos encontrariamos frente e

una estructura más rfgida debido al empaquetamiento de los restos hidro

carbonados de los ácidos grasos. los cuales se hallarian en estado

“cristalino”, salvo en el caso del ácido linolénico para el cual las

transiciones ocurririan a menor temperatura (Overath y col., 1970).

Los valores de K0,5 a 19°C aparecen más bajos que los co

rrespondientes a 36°C (Tabla lll), siendo esta diferencia significa
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TABLA I I l

Inhibición por Na+ de la (Ca++)-ATPasa asociada a membrana del auxótrofo

de E. coli. Influencia de ios distintos ácidos grasos ¡nsaturados que Se

suplementan al medio de cultivo sobre los valores de “n” y K0 5.
Temperatura de ensayo: 19°C

Suplemento de ácido
graso insaturado n i 5'5' K0,5 i E’s'

Línolénico (h) 1,6 i 0,0h*° 37 t 3.5

Linoieico (3) 1,3 t 0,07#° 32,5 i 7,5

Palmitoleico (5) 1,16 i o.os* 68 i 5,5

Oieico (h) 1,05 t 0,03#° Q6 t 7,5

p < 0,01 entre los pares marcados con el mismo signo (*, ° ó #).

Entre paréntesis está el número de preparaciones.



tiva (p < 0,01) en el caso de las membranas provenientes de cultivos

suplementados con ácido linolénico.

Solubilización de la actividad enzimática mediante SDS. Efecto sobre

el comportamientoalostérico.

Para descartar cualquier posible diferencia desde el punto

de vista de las propiedades alostéricas, propia de la proteina, en las

enzimas provenientes de las bacterias cultivadas en presencia de los

distintos suplementos y para probar fehacientemente la influencia de

la estructura sobre el comportamientoalostérico, se procedió a la so

lubilización de la enzima. Se empleó el método descrito por Evans Jr.

(1970) que emplea dodecilsulfato de sodio.

a) Determinaciones a 36°C

Se utilizaron para comparación, sólo dos suplementos extre

mos que daban enzimas particuladas con valores del coeficiente de Hill

para la inhibición por Na+bien alejados entre si: oleico y linoiénico.

Los resultados de varias determinaciones pueden verse en la Tabla IV.

Nohay diferencias significativas en la cooperatividad de la inhibición

por Na+de la actividad de las enzimas solubiiizadas provenientes de

los distintos cultivos. Desdeel punto de vista alostérico son iguales.

La separación de la membranatiene, sin embargo, efectos pronunciados:

aumenta los valores de K0,5 y disminuye los valores de “n” (Fig. 8).

Este aumento de los valores de K0.5 al solubilizar la enzima es signi
ficativo tanto para la enzima proveniente de cultivos suplementados

con ácido oleico (p < 0,02) como con linolénico (p < 0,005). Comoes
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TABLA IV

Efecto de la solubiiízación por SDS
sobre el comportamiento alostérico de la (Ca++)-ATPasa.

Temperatura de ensayo: 36°C

Suplemento Membrana Soluble

Oieico 1,60 t 0,06* 1,21 i 0,05

unn (12)
Linoiéníco 2,22 1 0,0h 1,18 t 0,05

(8) (5)

Oleico 98 i 17 160 1 9

(12) (6)
Ko,S

Linolénico 7h t 7 135 i 1h

(8) (5)

* Promedio i E.S.

Entre paréntesis está el númerode preparaciones.
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Fig. 8: Representación de Hill de la inhibición por Na+ de la
enzima partículada (o--o) y soluble (o--o). Bacterias
Cultivadas con ácido línoiénico como suplemento.
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Fig. 8: Representación de Hill de la inhibición por Na+ de la
enzima partículada (o--o) y soluble (o--o). Bacterias
cultivadas con ácido línoléníco comosuplemento.
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tos valores eran bajos, lo cual indicaria una interacción pequeña en

tre los sitios del inhibidor, se podria pensar que la presencia de

SDSdesensibilizaba la enzima; sin embargo, las mediciones a 19°C per

mitieron descartar esta posibilidad.

b) Determinaciones a 19°C

Realizando los experimentos a 19°C (Tabla V) se observó

que los valores de “n” se íncrementaban a 1,6 en ambos casos (oleico

y linolénico), mostrando un buen grado de cooperativídad ya similar

al encontrado con la enzima “intacta”, unida a membrana, proveniente

de células cultivadas con ácido linolénico comosuplemento (Ver Tabla

III).

Los valores de K0,5 también se incrementan al solubilizar,
al igual que lo observado en las experiencias a 36°C. Las diferencias

entre los valores de K0,5 correspondientes a las enzimas soluble y

unida a membrana, son significativas, siendo p < 0,02 cuando el suple

mento fue ácido oleico y p < 0,005 cuando el suplemento fue el ácido

Iinolénico.

Es importante señalar que esta circunstancia permite utili

zar los valores de K0,5 para caracterizar la enzima cuando está solu
ble o cuando está unida a membrana. La que está unida a membrana pre

senta Ko 5 más bajos que la soluble.

Influencia de los distintos procedimientos de solubilización sobre los

parámetros alostéricos.

Para descartar una acción directa del SDSse utilizó un
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TABLA L

Efecto de la solubilización por SDS
sobre el comportamiento alostérlco de la (Ca++)-ATPasa.

Temperatura de ensayo: 19°C

SUP‘ementO Membrana Soluble

Oleico ¡,05 t 0,03* 1,61 t 0,07

un“ (h) (3)

Línolénico 1,60 i 0,06 ’,6h i 0,0h
(h) (5)

Oleico #6 t 7,5 121 t 25

(h) (3)
K0,S

Linolénico 37 t 3,5 13h i 18,5
(h) (5)

* Promedio t E.S.

Entre paréntesis está el número de preparaciones
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detergente no iónico. el Tritón X-lOOa concentraciones de Z-h mg/

mgde proteina para solubilizar la enzima. Se obtienen los mismos va

lores que con SDS (Tabla Vl). Finalmente, se confirma que las propie

dades alostéricas de la enzima soluble son inherentes a ella y no ar

tificios provocados por los detergentes utilizando buffers de baja

Fuerza lónica, en ausencia de cationes bivalentes para “despegar” la

enzima de la membrana.Los distintos tratamientos de solubilizacion

llevan a los mismos resultados del coeficiente de Hill tanto a 19°C

como a 36°C (Tabla VI).

Reagregación de la enzima.

Un elemento más para poner de manifiesto el papei de la

estructura en si, era el estudio del comportamientoalostérico del

material reagregado. Comoel concepto de solubilidad'en este caso es

operativo, Kahane 8 Razin (1971) propusieron el uso de más de un Cri

terio de solubllización:

a) No sedimentar a 100.000 x g en una hora.

b) No ser excluido de una columna de Sepharose kB

c) Ser vacio al microscopio electrónico.

Aparte del criterio clásico de permanecer sobrenadante des

pués de centrifugar a 100.000 x g por una hora; se hizo un control al

microscopio electrónico del material solubilizado que se introducia

en la columna con resultado negativo; no quedaban“elementos“ o “semi

llas” de membrana. Además, Auborn v col. (Auborn, Eyring 8 Lew Choules

l971) demostraron que con concentrariones de SDSde aproximadamente
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TABLA VI

Efecto de distintos procedimientos de solubilizacíón
sobre el valor de ”n“#

Temperatura de ensayo
Enzima 36°C 19°C

Unida a membrana 1,6 1,1

Solubilizada por:

SDS 1,1 1,6

_Trit6n X-100 1,05 

Buffers 1,15 1,7

# Los cultivos fueron suplementados con ácido oleico.



0.91 (menor que la concentración micelar critica), las membranasde

Acholeplasma laidlawii se disgragaban en particulas de aproximadamente

75.000 de peso molecular medio, y que no habia agregados de detergente.

La reagregación se llevó a cabo como se ha descrito en Materiales v

Métodos.

El aspecto del material reagregado puede verse en la Fig. 9»

Son láminas de material muy similares, de dimensiones más pequeñas, a

las observadas por Butler v col. (¡967) en Micrococcus lzsodeikticus.

cuando reagregaban por diálisis. Pueden observarse también algunas ve

siculas aunque son muyescasas. En general, para obtener material alta

mente ordenado. vesicular. el procedimiento debe ser lento (Razin, 1972).

La Tabla VII muestra los resultados de una experiencia hecha

con ácido linolénico comosuplemento. La reagregación lleva práctica

mente al valor inicial del "n"; la cooperatividad aumenta con respecto

a la enzima solubilizada. Por otra parte. el Ko,5 corresponde al de la
enzima particulada. Esta pequeña discrepancia entre los valores de “n”

del material de partida y del reagregado, podria deberse a que el pro

cedimiento de reconstrucción no da elementos totalmente ordenados.

influencia de la fluidez de la membranasobre el camportamiento alos

térico de la (Ca++)-ATPasa.

Los lfpidos in vivo parecerfan estar en un estado fluido

(Engelman, 1970) en contraposición con el estado sólido que correspon

de al empaquetamiento hexagonal de las cadenas hidrocarbonadas de los

ácidos grasos.



fino

Fíg. 9 : Mlcrofotografïa electrónica del material reagregado.
Tíncíón: acetato de uranHo al 22. (80.000 x).
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TABLA VII

Efecto de la reconstítucíón de la estructura

sobre las propiedades alostérícas de la (Ca++)-ATPasa.
Temperatura de ensayo: 36°C#

Estado de la enzima n Ko,5

Unida a membrana 2,0 80

Solubílízada 1,1 130

Reagregada 1.8 55

# Los cultivos fueron suplementados con ácido línolénlco.
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La importancia de este fenómeno empezó a considerarse cuan

do se vió que la composición llpfdica de las membranasde la bacteria

(E. coli) dependían de la temperatura de crecimiento. aumentando la

proporción de ácidos ¡nsaturados a medida que decrecia la temperatura

(Marr s lngraham, 1962).

La composición lipfdica de los fosfolipidos del mismoauxó

trofo y de otros similares ya ha sido estudiada (Sílbert, Rucha

Vagelos, l968; Schairer y col., 1969). Sin embargo. dado que las con

díclones de cultivo no eran las mismas (medio empleado y fase en la

cual se detiene el cultivo), se determinó la composición en ácidos

grasos de las bacterias enteras comose describe en Métodos. No se

aislaron membranaspara estudiar la composición puesto que ha sido

demostrado por White, Lennarz 8 Schnaítman (1972) que la distribución

de los fosfolipidos y la composición en ácidos qrasos son similares,

salvo para ácido palmftico. en pared y en membranacltoplásmíca. El

error cometido para el caso del ácido palmitico no alcanzaría al 1,52.

En la Tabla VIII se presenta la composición en ácidos gra—

sos de los fosfolipidos de las bacterias cultivadas con los mismos

suplementos ya utilizados para la determinación del coeficiente de

Hill.

En los trabajos en que se estudiaba transporte en función

de la composición lípidíca, se observaba que las temperaturas de tran

sición seguian el orden de fluidez de los ácidos grasos utilizados

(Wilson y col., 1970; Overath y col., ¡970; Esfahani y col., 197lb).
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TABLA VIII

Composiciónen ácidos grasos de los fosfolïpídos totales de E. coli

L010 cultivado en medio L con distintos suplementos de ácido graso
insaturado

Acidos grasos suPlemento
en los cls- .

fosfolïpídos PÍIT'tO' Vaccé- Oleíco %¡?°- ¡E'?°_Holas z euco "¡co e co enlco

Uno" 12,0 26,11 17,2 15,7 211,7

16:0 50,5 50,0 h6,0 “9,2 05,9

Sat. Totales 62,5 76,“ 63,2 6h,9 70,6

1h:1 1,“

16:1 33,3 5.7 “.5

16:2 1,0

16:3 0.5

17:0 2,1 1,0 1,3

18:1 15,0 29.2

18:2 28,3

18:3 22,7

lnsat. Totales 35,9 23,1 35,1 29,3 23,2

No Identíf. 1,6 1,9 1.7 5,8 6.2

lnsat./Sat. 0,57 0,30 0,55 0,45 0.33

‘ Las dos primeras cifras indican la longitud de la cadena hídrocarbo

nada y la ü1tíma el número de dobles ligaduras, 17:0 es e1 derivado

cíclopropánlco del 16:1
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Se hizo evidente que los valores de “n” también seguían el orden de

fluidez de los ácidos ínsaturados con los cuales se suplementó el me

dio (serie oleíco, linoleico, linolénico).

Bloj, Morero, Farias 8 Trucco (1973) han encontrado una cor

relación entre los parámetros de fluidez de la membranay el valor del

coeficiente de Hill para la inhibición por F- de la acetilcolinesterasa

y de la (Na++ K+)-ATPasade eritrocitos de ratas sometidas a distin

tas dietas. Han utilizado comoparámetro de fluidez de la membrana, la

relación ínsaturados/saturados y la relación IDL/saturados.

En base a estos resultados se calculó el coeficiente de cor

relación entre los “n” y la relación ínsaturados/saturados (mí/ms),

donde mí y ms son las fracciones molares de los ácidos ínsaturados y

saturados respectivamente presentes en los fosfolipidos del auxótrofo

en los distintos cultivos. Nose observó correlación.

Se probó entonces con otros parámetros de fluidez. Utilizan

do para el cálculo el IDLdefinido como la sumatoria de las fracciones

molares de los ácidos ínsaturados por el número de dobles ligaduras

del ácido (Z nímí), se obtuvo un coeficiente de correlación r = 0,93

(p < 0,01) siendo la ecuación de la recta de regresión y = 1,72x + 1,06.

Empleando como parámetro de fluidez la relación Z mini/ms donde rní y

rnSson las respectivas fracciones molares de los ácidos ínsaturados y

saturados respectivamente y ní es el número de dobles ligaduras del

ácido insaturado, se obtuvo un coeficiente de correlación de r = 0,95

(p < 0,005). La ecuación de la recta de regresión fue y = 1,2hx + 1,02.
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Es necesario destacar que la relación empleada en último término de

riva de la usual m¡/ms (insaturados/saturados) con la diferencia de

que se le da peso al número de dobles lígaduras de cada ácido. Es

idéntica a la expresión ¡DL/saturados empleada por Bioj y col. (1973).

A diferencia de lo obtenido para la inhibición por F- de la

acetilcolinesterasa en glóbulo de rata, sistema en el cual Bloj y col.

(1973) obtenian correlaciones entre los valores de “n” y el Z de áci

do oleico y entre los mismosvalores y el 2 de ácido linoiénico, no

se obtuvo correlación entre el coeficiente de Hill y la fracción mo

lar de ningún ácido en particular; además, en el caso de E. coli fue

posible obtener membranas con ácidos grasos presentes en unas membra

nas y ausentes en otras y la correlación con la fluidez general de la

membranase mantenia. Esto último permitió de5cartar completamente la

posibilidad de que fuese algün ácido en particular el causal del fenó

meno.

La posibilidad de cambiar cuantitativamente la composición

Iipidica sin variarla cualitativamente, permitió, además, obtener un

control interno de la correlación.

Comparandolos trabajos de Overath y colaboradores (Schairer

y col., 1969; Overath y col., 1970) en los cuales utilizaban en un ca;

so la mutante K lOOl similar a la usada aquf y en el otro caso la mua

tante K 1059 derivada de la anterior pero que tiene un bloqueo en el

camino de B-oxidacíón, se vió que la composición en ácidos grasos de

los fosfolïpidos para el mismo suplemento cambiaba. Aumentabael por



_ “6 

centaje de ácido insaturado incorporado con respecto a la que tiene

la mutación simple; en el caso de la suplementación con ácido linolé

nico, la doble mutante ¡ncorporaba un #62 del ácido mientras que la

mutante simple acumulaba sólo un 25%entre palmitoléníco (derivado

por B-oxidación del linolénico) y el linolénico. Estos autores utili

zaban un medio que contenia glicerol. Comola glucosa reprime el sís

tema de la B-oxidación (Weeks, Shapiro, Burns 8 Wakil, 1969), y se

habia utilizado un medio con 0,12 de glucosa, se pensó que eliminando

la glucosa habria una derrepresíón del sistema de B-oxidación y se ob

tendrian, por lo tanto, incorporaciones menores de los ácidos insatu

rados. Deesta manera se podrian variar los porcentajes relativos de

ácidos qrasos insaturados, sin cambiar el suplemento; se hicieron cul

tivos en el medio L sin glucosa suplementados con ácidos cís-vaccénico

y linolénico.

Los resultados del análisis de los ácidos grasos de los fos

folipidos se muestran en la Tabla IX. Se obtuvieron valores inversos

a los esperados; la ausencia de glucosa provocaba un aumento del por

centaje de insaturado incorporado, pero a los efectos de confirmar la

correlación la dirección de la variación no tenia importancia.

Los valores de “n” obtenidos para los mismos cultivos están

en la Tabla X, parte inferior, junto con los valores del indice de

dobles lígaduras y de la relación 2m¡n¡/ms. Se observó que al aumen

tar los parámetros de fluidez con respecto a los mismos cultivos con

glucosa, aumentaron simultáneamente los valores de “n”.
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TABLA IX

Composiciónen ácidos grasos de los fosfolïpídos totales de E. coli
L010 cultivado en medio L en ausencia de glucosa con ácidos cís

vaccéníco y linoléníco como suplementos

Acidos grasos en
fosfolfpídos cís-Vaccéníco Línoléníco

Moles Z

14:0 18,h 7,3

16:0. h1,1 50,5

Sat. Totales 59,5 57.3

16:1 7,0

16:3 2,1

17:0 2,1

18:1 28¡5

18:3 31,7

Insat. Totales 37.6 33,8

No Ident. 2.9 8.“

Insat./Sat. 0,63 0.59
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TABLA X

Valores de “n” y de los parámetros de fluidez utilizados para los
diagramas de dispersión

Suplemento al medio “n” IDL Zn¡m¡/ms

Palmitoleíco 1,91 0,36 0,57

cís-Vaccéníco 1,3“ 0,23 0,30

Oleíco 1,60 0,35 0,55

Línoleïco 2,08 0,59 0,87

Línoléníco 2,22 0,70 0,99

cis-Vaccéníco* 2,1 0,38 0,63

Linoléníco* 2,9 1,02 1,75

* Se omïtíó glucosa en el medio.
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Con todos los datos reunidos (Tabla X) se hicieron los dia

gramas de dispersión y se calcularon los coeficientes de correlación

entre los valores de “n” y el indice de dobles ligaduras (Fig. lO), y

entre los valores de “n” y la relación míni/mS (Fig. 11). Los pará

metros de las rectas de regresión y los coeficientes de correlación

coinciden con los que se habian calculado previamente, tomando sólo

los cultivos en medio L con glucosa; la significancia aumentó puesto

que el número de casos es mayor.

Esta estrecha relación que hay entre la fluidez de la mem

brana y los valores del coeficiente de Hill confirma el papel regula

torio de la membranasobre la expresión del comportamiento alostéríco

de la (Ca++)-ATPasa unida a membrana.

Dependencia de la actividad enzimática con la temperatura: Gráficos

de Arrhenius.

Observaciones previas de nuestro grupo (Goldemberg, i971;

Goldemberg y col., 1972) indicaron que cambios conformacionales pues

tos de manifiesto por el estudio de los parámetros alostérícos podian

ser también observados por discontinuidades en los gráficos de Arrhe

nius. Siguiendo con esta idea, se estudió la dependencia con la tempe

ratura de la actividad de la (Ca++)-ATPasaen membranas del auxótrofo.

Los resultados con ácidos oleico y linolénico pueden obser

varse en la figura 12. Se obtienen curvas bífásicas. En todas las en

zimas unidas a membranaprobadas (oleíco, linoleico, linoléníco y pal

mitoleico) no habia diferencias ni en la posición de la discontinuidad
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o y .1.7x +1,12
2.0 b r 20,93 (p<0,001)

1.0 1 '
0 1.0

I DL

Fig. lO: Diagrama de dispersión y recta de regresión de la corre
lación entre los valores del coeficiente de Hill, 'n',
y el indice de dobles ligaduras. La ecuación de la recta
y el valor del coeficiente de correlación están en la
figura.



3.0

2.0

1.0

-5¡_

y =0,99 x +1,21

r a0,95 (p<0,0005)

1 J l

1,0 1,5

2 nt m¡/m S

: Diagrama de dispersión y recta de reqresión de ia corre

lación entre el coeficiente de Hill y la relación Znímí/mS
La ecuación de la recta y el valor dei coeficiente de
correlación están en la figura.
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ni en los valores de las energias de activación debajo o por encima

de las temperaturas de transición. Aunque era muy improbable que to

dos los suplementos produjeran el mismotipo de interacción, se deter

minó la dependencia con la temperatura de la actividad de la enzima

solubilizada.

Los gráficos de Arrhenius que se obtienen son exactamen

te iguales a los de la enzima unida a membrana (Fig. 12). Para control

se emplearon todos los métodos de solubilización con el mismo resul

tado. Estos hechos indicarïan que las discontinuidades y las distin

tas energias de activación en las dos fases de la curva son inherentes

a cambios conformacíonales de la proteina misma y que este cambio con

formacíonal no se encontraría influenciado por la composición de áci

dos grasos de la membrana.

Los resultados de varias determinaciones de energias de ac

tivación y de puntos de inflexión aparecen en la Tabla XI. No hay dife

rencias signifícatívas entre los valores correspondientes a las dis

tintas enzimas particuladas y los de la enzima soluble.

Por otra parte, habia una serie de sistemas aociados a mem

brana de E. coli cuya dependencia con la temperatura se encontraba

influenciada por las distintas transiciones de fase de los lípidos

presentes en la membrana (Schairer y col., 1969; Overath y col., 1970;

wilson y col., 197o; Estahaní y col., 197lb).

Huboque pensar entonces que estariamos frente a un caso en

el cual la interacción con la parte lipidíca se ponia de manifiesto
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3.1 32 33 3.4 3.5 36

103x1/T (OK'1 )

z Gráfico de Arrheníus de la (Ca++)-ATPasa. Enzima Eartí
culada: medio suplementado con ácido oleíco (o--o), y
linoléníco (o--o). Enzima soluble: medio suplementado
con ácido linoléníco (A--A). v es velocidad inicial ex

presada comoumoles Pí/hora.
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TABLA XI

Energias de activación y temperaturas de inflexión tomadas de los
gráficos de Arrheníus de distintas preparaciones de la (Ca++)-ATPasa

unida a membrana y soluble

Suplemento al medio KCEÏ/¿ol Kcíï/¿Ll Ti

Oleico (h) 11,7 i 1,5* 23,4 i 2,5 31,2 i 1,2

Línoleico (3) 11,9 1 2,11 22,11 t 3,0 33.9 i 1,1.

Linoléníco (h) 10,8 i 1,0 21,h i 0,9 31,7 t 1,1

¿LÏLLLÏSÏ i i 2,3 32,9i 1,1.

* Promedio t E.S.

# Proveníentes de cultivos con distintos suplementos.
Entre paréntesis se indica la cantidad de preparaciones.
Ea I y Ea ll son las energias de activación por arriba y por debajo
del punto de transición, Ti, respectivamente.
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por el estudio de la cinética alostérica y no se ponia de manifiesto

por el estudio de la dependencia con la temperatura de las velocida

des de reacción ( este hecho'será discutido con mayor detalle más

adelante en conexión con la localización de la enzima en la membrana ).

La razón de este comportamiento estaria apoyado por una se

rie de consideraciones termodinámicas que se examinarán a continuación.

Tomemosel caso de una enzima en una membrana. Esta enzima

proteïna es capaz de sufrir un cambio conformacíonal dado de A : B con

un valor asociado de AGbien determinado. Si la estructura (membrana)

actüa de alguna manera sobre la proteina, variará el AGtotal, y esto

tendrá por efecto desplazar el equilibrio entre las dos formas confor

macíonales postuladas de la enzima por la relación que existe entre la

energia libre y la constante de equilibrio AG= - RT ln K donde K se

ria {á} o considerando que no hay cambio en el número de moléculas
1 - a]

el1

L Comose manífestaria la influencia de la estructura en los

gráficos de Arrhenius 7 Massey, Curti 5 Ganther (1966) demostraron que

un punto de inflexión en los gráficos de Arrhenius podia correlacio

narse con un cambio conformacíonal de la proteina. Mídíendo la fluo

rescencia de los grupos tríptofano, pudieron seguir el cambio confor

macíonal paso a paso. Este cambio se completaba en aproximadamente l0°C

y el punto de equilibrio, o sea cuando las dos formas están en la mis

ma concentración, se correspondía con la temperatura de transición que

se observaba al representar log v en función de l/T. Otros ejemplos de
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cambios conformacionales en proteinas inducidos por la temperatura

fueron descritos (Martinez 8 Rosenberg, 196h; Tanford, 1968; Tsong,

Hearn, Wrathall 8 Sturtevant, 1970); todos estos cambios ocurrian en

un rango de aproximadamente 10°C.

En la figura 13Aestá representado un cambio conformacio

nal de una enzima medido por un método fisico (el aspecto de la cur

va está tomado del trabajo de Massey y col., 1966). El valor de la

constante de equilibrio podria calcularse en cada punto trazando una

vertical que queda dividida por la curva en dos segmentos proporcio

nales a la concentración de los estados A y B postulados (Tsong y

col., 1970).

Si se tienen dos tipos de membrana, o sea con distinta com

posición lipidíca que dan gráficos de Arrheníus distintos entre si,

se tendrian curvas similares a la representada en la figura 13Apero

desplazada tantos grados comose encuentre desplazado el Tí del grá

fico de Arrheníus (Fig. 138). Se podria entonces calcular en cuanto

varió la energia de interacción de la membranaal cambiar la composi

ción, como la diferencia de los AGcalculados gráficamente, y seria,

suponiendo los mismos estados standard,:

AG¡=-2,3RT1091'°‘1=-2,3RTIogK
a1 l

AGZ=- 2,3 RTloguz=- 2,3 RTlog K
a2 2

variación de la ener- _ _ Ez
i ( gfa de interacción ) AG AG - 2’3 RT 109

AG l 2 K1



1

CJ.._

OPEAJGSQO OJ]3LU?JQd

3,13,33,53.7

temp.103x1/T(°K'1)

Fíg.13A:Cambioconformacionalentre¡osestadosAyBobservado

medianteunmétodofisico.

Fíg.138:Elmismocambioconformacionalobservadomidiendola

actividaddelaenzimaadistintastemperaturas.
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Si tomamos, para simplificar, el punto medio en el primer

caso será K1 = l y AG¡ = 2,3 RT ¡09 l‘á‘gz
2

Con los datos obtenidos de las curvas de Arrheníus en la

(Ca++)-ATPasade E. coli, se puede calcular, en base a los errores

standard, que se necesitan promedios de Tí cuya diferencia Sea mayor

de 6°C para que sean estadísticamente significativos (p < 0,02 para

la diferencia); 6°C de diferencia nos llevarían, si el cambio confor

macional se completa en un intervalo de 10°C, a tener menos de 1%en

forma B y más de 992 en forma A; AGí seria aproximadamente =

= 2,3 x 2 x 310 x log 99 = 2800 cal/mol.

Si fuera más brusco el cambio conformacional como parecen

señalarlo algunos trabajos (Radda, 1971), tendriamos valores aún más

elevados, puesto que la concentración de forma B seria prácticamente

nula a una temperatura menor de Tí. De este cálculo podria deducirse

que sólo cuando la diferencia entre las energias de interacción de la

membrana fuese mayor de = 3 Kcal/mol serian visibles cambios en los

puntos de inflexión de los gráficos de Arrheníus en nuestro caso.

Por otro lado, teniendo en cuenta que la variación de ener

gia libre involucrada en una transición alostérica es pequeña, del

orden de l-3 Kcal/mol (Wyman, 1963; Changeux B Rubin, 1968), es evi

dente que AG¡pequeños harán variar significativamente las propieda

des alostéricas de un sistema sobre el cual la interacción se ejerce.

En base al trabajc de Rubin 5 Changeux (i966), es posible

computar el cambio de l. constante L del equilibrio á-conociendo los
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cambios del coeficiente de Hill. Si AG= - RT ln L' seria:
l

L 2
AG. = 2,3 RT log -T

l L 1

Considerando lln” máximo = 3, se construyó la curva “n” en Función de

L' para el caso de 3 subunídades (Fig. 1h). El programa de cOmputa

ción está en el apéndice. De este gráfico de Iln” de Hill en función

de L' se pueden obtener los valores correspondientes:

siendo para n = 1,3h (cis-vaccénico) log L'1 = 0,3

y para n = 1,6 (oleico) log L'2 = 0,8

resultaria AGí = 2,3 RT 0,5 = 700 cal/mol

o sea que con todas las salvedades que surgen de utilizar diréctamente

el modelo de Monod, Wyman8 Changeux (¡965), se vé que variaciones si

gnificativas del coeficiente de Hill se obtendrian por variaciones

relativamente débiles (700 cal/mol) de la interacción de la membrana

con la enzima.

Variaciones de energia de interacción similares podrian ob

tenerse en base al trabajo de Weber (1972) (communicacíón personal del

Dr. Weber),prescindiendo del modelo de Monod.

Aunqueeste procedimiento de cálculo tiene una serie de sim

plificaciones, serviria para ilustrar la extrema sensibilidad a los

cambios de interacción con la membranaque tendria una proteina alos

térica. En el caso de la (Ca++)-ATPasa de E. coli, la membrana inter

actuaria con baja energia de tal modoque no alcanzaría a modificar

el equilibrio del cambio conformacional producido por la temperatura2

Sin embargo, si es suficiente la energia de interacción para provocar
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.2
log L

Fíg. 1h : “n” de Hill en función de log L' para 3 subunídades

según Rubín 8 Changeux (1966).
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cambios en el coeficiente de Hill. Queda así de manifiesto que medir

modificaciones de los parámetros alostérícos sería una manera muysen

sible de detectar cambios conformacíonales en la membrana.
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DISCUSION

La membrana como “efector”

Racker acuñó el término “alotopia” para indicar las diferen

cias entre las propiedades de la ATPasa unida a membranay soluble de

mítocondrias (Racker, 1967). Este fenómeno parece ser comün a todas

las ATPasasbacterianas estudiadas hasta el presente: las propiedades

en la membranason distintas a las propiedades de la enzima soluble

(Harold, Baarda, Baron 5 Abrams, 1969; lshida 5 Mizushíma, 1969; Muñoz,

Salton, Ng 8 Schor, 1969; Evans Jr., 1970; Hachimori, Muramatsu 5

Nosoh, 1970; Mirsky 8 Barlow, 1971). El término se interpretó en esta

tesis comomodificaciones de la enzima mediadas por la matriz lipidi

ca en la cua= está inmersa. La influencia se manifiesta aqui sobre la

propiedad que se ha registrado, la inhibición alostérica por Na+y, a

diferencia de los otros casos, no implica un mero cambio de la propie

dad entre la enzima soluble y la particulada sino que, a su vez, se

demuestra que la propiedad es modulada de acuerdo a la conformación

de la membranaque rodea a la enzima. Esta distinta influencia se ma

nifiesta en forma análoga a la de un efector heterótropico: modifica

la respuesta a otro efector, en este caso el Na+.

En un caso (36°C) estos efectos homotrópicos exhibidos por

el sodio son aumentados por el “efector” membrana, llegando a valores

de 2,3 en el caso de ácido linoléníco. En cambio, a 19°C la estructura

tiene un efecto inverso, su influencia hace disminuir la cooperatividad



que exhibe la enzima soluble (de ¡,6 baja a 1,05 en el caso de una

enzima proveniente de bacterias que crecieron con ácido oleico).

Unapropiedad caracteristica de las enzimas alostérícas es

que su regulación es influenciada por una serie de factores: tempera

tura, pH, concentración. tratamientos con mercuriales, tratamiento

con enzimas proteoliticas, diálisis, etc. (Gerhart 8 Pardee, 1963;

Honod y col.¡ 1965; Stadtman, 1966; Rozengurt, Jiménez de Asüa 8

Carminatti, 1969).

Cuando se mide el coeficiente de Hill de la (Ca++)-ATPasa

soluble de E. coli a 36°C, se obtienen valores de l,2 y estcs valores

se incrementan a 1,6 cuando la temperatura se baja a 19°C. Comporta

níento similar Se ha observado en el caso de la fructosa-l-ó-difos

fatasa ie higado de trucha arco iris; el coeficiente de Hill para e=

sustra ) aumentó de ¡.72 a k,6 en el pasaje de 25°C a 0°C (behrisch

“ochaiyka, 1969).

Se sabe que ei algunos casos, la temperatura provoca asocia

;¡ón o disociación de la enzima (Stadtman, 1966); la pérdida de in

teracciones traeria comoconsecuencia la desaparición de los efectos

homotróp'cos y eterotrïpis’s (Monody ch , 1965: Asi por ejemplo.

;a aspartc;o L anscarbamiïssa nativa presenta interacciones homotró°

picas en la unión del sustrato (succinato) (Changeux5 Gerhart, 1968);

representando los datos du acuerdo a Hill, se obtiene una pendiente de

1,6 (Changeux e Rubin. 1968); en cambio cuando se tiene la unidad ca

.alitica ai la-a se T. ípnen pendientes de valor 1 (Chanaeux 8 Gerhart



1969). En el caso de la glutamato dehídrogenasa de higado bovino,

Frieden 8 Colman (1967) demostraron que la enzima se asociaba para

dar formas de peso molecular más elevado y eran éstas las responsa

bles del efecto cooperativo (en este caso frente a GTP,un inhibidor).

Unaexplicación plausible de nuestros resultados seria que la enzima

se dísocíe a 36°C y se reasocíe (con la correspondiente reaparición

de los efectos cooperativos) a 19°C. La membrana(estructura) actua

ria comofactor asociante y se comportaria comoun efector heterotró

pico pues aumenta el efecto homotrópico del Na+.

Existiria la posibilidad de que fuese un componenteespeci

fico lípidico de la membranael responsable de la distinta respuesta

al efector alostérico Na+; sin embargo, hay dos hechos que parecerian

indicar lo contrario: las propiedades de la enzima solubilizada con

detergentes, que podria contener fosfolipidos, son similares a las

propiedades de la enzima solubilizada con bufferes, tratamiento que

no solubilizaria lipoproteinas (Razin, 1972), y no son similares a las

propiedades de la enzima en la membrana; además, la correlación encon

trada entre la fluidez, que es una propiedad promedio de la membrana,

y el comportamientoalostéríco tenderia a descartar la responsabilidad

de un determinado fosfolipído.

Cunningham8 Hager (197la,b) encontraron que la activación

de la piruvato oxidasa de E. coli era mayor con ácidos grasos insatu

rados de cadena larga y que la activación disminuia al disminuir la

saturación o la longitud de la cadena y, utilizando distintos fosfoli
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pidos, que esta activación estaba asociada a la parte hídrocarbonada

de la molécula. Por otra parte, el valor de “n” con respecto al co

factor TPP (Pírofosfato de tiamina), es de 2 cuando el fosfolipído es

tá presente, contra un valor de l en ausencia del mismo. Los autores

sugieren que los fosfolïpídos de cadena larga tendrian un papel regu

latorio: actuarian comoefectores alostéricos.

Estos resultados corren paralelos a los presentados en esta

tesis, en los cuales, evidentemente, la cadena hídrocarbonada es la

responsable del distinto efecto heterotrópico de la membrana.

Una explicación posible del efecto de la membranapodria

basarse en la localización de la enzima. Si la (Ca++)-ATPasaestu

viera parcialmente sumergida en la bicapa de fosfolipidos, “anclada”

por cationes divalentes, implicaría que una parte de la molécula

podria interactuar con los fosfolipidos (con las cadenas hídrocarbona"

das de los mismos)y esta interacción seria distinta según éstos se

encuentren más o menos empaquetados. Cuando aumenta la insaturacíón,

el empaquetamiento seria más laxo y permitiría que la interacción

entre los protómeros aumentara, dando como resultado un aumento de

la cooperatividad del efector Na+; por el contrario, si la estructu

ra se hace más rígida (aumentando la saturación, disminuyendo la

temperatura), la interacción se hace menor, puesto que ciertos reor

denamientos estarian impedidos. Cuandose solubiliza mediante el uso

de detergentes la acetílcolinesterasa de eritrocito de rata, una li

poproteina (Morero, 1973), da valores del coeficiente de Hill correspon
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dientes a la máximacooperatividad, similares a los encontrados en

membranamás fluida (Horero y col., 1972). Este comportamiento no

aparece con la (Ca++)-ATPasade E. coli; la solubilización, que per

mitlria la mayor interacción entre los protómeros, lleva a valores

relativamente bajos (1,1 a 36°C y 1,7 a 19°C).

Este fenómenopodria racionalizarse pensando que al elimi

nar los cationes divalentes, la enzima pasa a solución; este paso po

dria llevar a una reordenación de la cadena peptidica, que antes es

taba en un medio hidrofóbico, a la conformación de menor energia en

solución, con la mayor cantidad posible de residuos de aminoácidos

hidrofilícos hacia el exterior. Asi se haria másestable energética

mente en solución pero se restringiria, en la nueva conformación, la

capacidad de interacción del Na+. Para la máxima interacción se nece

sitaria la “coerción” de la membrana.En el caso de la acetilcolines

terasa no ocurriría esto pues al ser lipoproteica por naturaleza, los

agregados en “solución” Serian más similares a los que se podrian en

contrar en la membranaintacta.

Mediante microsc0pia electrónica de los planos de clivaje

de membranasde Acholeplasma laídlawii enriquecidas en distintos áci

:dos, se observó que aparecían agregados de particulas al aumentar la

insaturación del ácido; de superficies suaves visibles en células en

ríquecidas con estearato se pasaban a superficies que mostraban una

fuerte agregación en células enriquecidas con linoleato (James 6

Branton, 197i). Se ampliaron luego estos resultados utilizando otros
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ácidos: mírïstico, estearólico, eláidico y eicosenoico (20:1 512) y

se observó que los tres primeros suplementos provocan la aparición de

agregados en las superficies de fractura, mientras que las membranas

enriquecidas con eicosenoico presentan superficies lisas. La interpre

tación dada es que alteraciones locales de la fluidez y la naturaleza

del grupo alquilo producirian alteraciones en la organización total

de la membrana (James, Keith 8 Branton, 1972). Los resultados presen

tados en esta tesis convalidarian una hipótesis semejante.

Efecto de la eliminación deggiucosa del medio de cultivo

El aumento de la cantidad de ¡nsaturado incorporado cuando

se suprime la glucosa del medio es dificil de explicar. Marr 8

lngraham (1962) habian notado que cuando E. coli crecia en un quemios

tato con 0,052 de glucosa, el contenido de ácidos grasos insaturados

era ligeramente mayor que cuando se cultivaba en lotes con 0,2% de

glucosa en el medio; comohay tantas diferencias entre un tipo de cul

tivo y otro es dificil darle significación. Wísnieskí a Kiyomoto(1972),

trabajando con mutantes similares de levadura, observaron que culti

vando a 30°C, la incorporación de ácido estearólico aumentaba de un

8,72 en un medio complejo con glucosa a 55,92 en un medio con lactato.

Unaexplicación posible para este hecho podria ser que la

glucosa actuara directamente sobre las enzimas de acilacíón, cuya re

gulación está poco estudiada.

Otra posibilidad, quizás la más probable, podria basarse en

el hecho de que la presencia de glucosa reprime no sólo las enzimas

de B-oxidación sino también el transporte de ácidos grasos a través
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de la membrana (Klein, Steinberg, Fíethen a Overath, 1971). Esta

disminución de la captación influiria sobre la acilación de los fos

folipidos pues no habria bastante sustrato “insaturado” acumulado.

Hay que considerar que las concentraciones usadas como suplemento son

de = 10 uMy que el valor de Kmpara el transporte de oleato es de

15 pH (Klein y col., 1971), mientras que el Kmde la enzima activante

(acil-CoA sintetasa) es un orden de magnitud mayor, de = 0,5 mM, ra

zón por la cual el transporte pasivo no seria suficiente.

Otro hecho muy importante de recalcar surge de comparar las

dos composiciones lipidicas con y sin glucosa: cuando aparece mayor

cantidad del ácido insaturado, aparece una proporcional disminución

de ácido miristico; este ácido se comporta en monocapa como si fuera

monoinsaturado (Demel, van Deenen 6 Pethica, 1967). Esfahaní y col.

(Esfahaní, Barnes Jr. 8 Wakil, 1969; Esfahani, Ioneda 8 Wakil, 1971)

sugirieron que hay un sistema de regulación tal que mantiene las pro

piedades fisicoquimicas dentro de limites estrechos. Es evidente, ob

servando la correlación y especificamente los dos casos en los cuales

se suprimió la glucosa, que esta compensación no lleva anios mismos

valores del coeficiente de Hill, por lo que se puede pensar o que la

compensación no alcanza a todas las funciones o que esta compensación

miristico : insaturado es sólo una consecuencia de algún otro tipo de
control.

Dependencia de la actividad enzimática con la temperatura

Existe bastante confusión en la literatura en cuanto a la
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interpretación de los gráficos de Arrhenius cuando presentan formas

distintas a la lineal. La presencia de puntos de inflexión se inter

pretó (Dixon 8 Webb, 196M) como:

a) reacciones en dos pasos, con distintos coeficientes térmicos;

b) inactivacíón reversible de la enzima;

c) cambios conformacionales de la proteina que modifican el centro

activo o sus alrededores, resultando distintas energias de ac

tivación antes y después de la inflexión.

La tercera hipótesis resultó ser aparentemente la más cor

recta o por lo menos la de más amplía aplicación, puesto que si bien

en un principio no era fácil medir “cambios conformacionales”, a par

tír de los trabajos de Massey y col. (1966), hay más y más evidencia

fisicoquimica de que estos cambios conformacionales ocurren. Más re

cientemente, el grupo de Radda (1971) demostró para la fosforilasa bj

que el cambio conformacíonal que se habia postulado en base a una dis

continuidad en la dependencia de la velocidad de reacción con la tem

peratura (Graves, Sealock 5 Wang, l96S) se correspondía perfectamente

con cambios de reactividad de tres grupos tioles y con datos de rela

jación protónica, lo cual confirmó la existencia de un equilibrio con

formacional dependiente de temperatura.

La influencia de las transiciones de fase de los lípidos

sobre actividades asociadas a membranade auxótrofos de E. coli ya ha

sido tratada en la Introducción. Se habian descrito curvas de Arrhe

nius bifásicas con puntos de inflexión característicos de acuerdo al
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suplemento utilizado para la toma de tiometíl-B-galactósido (Schaírer

y col., 1969); el transporte de o-nítrofenil-B-galactósido y p-nitro

fenil-B-glucósído (Wilsony col., 1970); el eflujo de tiometil-B-galac

tósido, las velocidades relativas de respiración y de crecimiento

(Overath y col., 1970); la toma de prolina y la actividad de succíníco

dehidrogenasa (Esfahani y col., l97lb). Así se generalizó la idea de

que quebraduras en los gráficos de Arrhenius indicaban influencia de

los lípidos sobre la función. Este concepto fue incluso arriesgadamente

extrapolado al punto de inferir (Davies 8 Bragg, 1972) que la linealí

dad perfecta indicaba falta de influencia de los lípidos comosi la

presencia de una quebradura no pudiera deberse a la proteína misma

(Zeylemaker, Jansen, Veeger 8 Slater, 1971).

Los gráficos de Arrhenius de la succíníco dehidrogenasa de

mitocondrías de hígado de rata y de batata presentaban discontinuida

des que coincidían con cambios de fase de los lípidos de la membrana

determinados por experimentos de “spin label“ (Raison, Lyons 8 Thompson,

1971; Raison, Lyons, Mehlhorn 8 Keith, 1971). Cuando las membranas se

trataban con detergente, desintegrando la estructura, las discontinui

dades en los gráficos de Arrbenius desaparecían. Un efecto similar ha

sido descrito por Esfahani, Crowfoot a Wakil (1972) para la actividad

de succíníco dehidrogenasa asociada a membrana (medida por reducción

del díclorindofenol). Al deslipidizar la membranacon acetona acuosa,

la actividad remanente no presentaba ninguna discontinuidad en los

gráficos de Arrhenius; las díscontínuidades aparecían en la enzima
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unida a membrana nativa y en la enzima a la cual se volvían a agregar

los lipidos; esto indícaria que la enzima (proteina) de por si no pre

sentaba ninguna alteración con la temperatura y que la quebradura en

estado partículado seria reflejo del cambiode fase de los lipídos.

En nuestro caso ocurre un fenómeno inverso: la discontinuidad ocurre

también en el caso de la enzima soluble y sin embargo los cambios de

fase de los lipídos no son detectados. Esto podria interpretarse como

que los lipidos no tendrian influencia sobre la enzima; sin embargo,

el comportamiento alostérico si estaba alterado y, comovimos, aumen

taba la interacción a medida que aumentaba la insaturación.

El hecho de que los gráficos de Arrhenius no reflejaran 1a

influencia por parte del medio ambiente lipïdico y que esta influenr

cia si se pusiera de manifiesto estudiando el comportamientoaiostéri

co, podria interpretarse a la luz del modelo de Singer y col. (1972),

teniendo en cuenta la posible ubicación de la proteina en la membrana.

Aqui, nos encontrariamos frente a una proteina “periférica”, en cuyo

caso las interacciones con la capa lipidica serian relativamente de

biles, aunque suficientes para provocar cambios en las transiciones

alostéricas, pero no lo bastante fuertes comopara producir cambios

apreciables que actuaran a nivel del centro activo. La hipótesis de

que se trataria de una proteina periférica se basa en el hecho de que

la enzima es fácilmente separable de la membranapor buffers de baja

fuerza iónica, libres de metales divalentes.

Una circunstancia más en apoyo de nuestra teoria seria que
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prácticamente todas las funciones que reflejaban en los gráficos de

Arrheníus modificaciones de la fase lipïdíca eran funciones que es

tan asociadas fuertemente a la membrana, como son las funciones de

transporte (Schairer y col., 1969; Wilson y col., 1970; Overath y

col., 1970; Esfahani y col., l971b).

Cuandose trabajó con p-nítrofenil fosfatasa de eritroci

tos de rata (Goldemberg, 1971; Goldemberg, Farias 5 Trucco, 1972),

que se comporta comouna proteina “integral”, la influencia de la com

posición lipidica se puso de manifiesto con los dos métodos, ya sea

estudiando el comportamiento alostérico como la dependencia de la ve

locidad de reacción con la temperatura. De los cálculos de energia

libre de interacción se puede deducir que cuando el valor de esta

energia de interacción sobrepasa de un cierto nivel, provocaría cam

bios tanto en las transiciones alostéricas comoen la dependencia con

la temperatura.

Estudios realizados con glucosa-6-fosfatasa microsomal coin

ciden en sugerir que diferencias en la actividad de la enzima podrian

deberse a distintas conformaciones de la misma mediadas por la membrana

(Zakim, 1970; Stetten 8 Ghosh, 1971; Grinna 5 Barber, 1972). En

ATPasade Micrococcus lysodeikticus se encontraron distintos “estados”

de la ATPasa unida a membrana según el método utilizado para la pre

paración de la misma, especialmente en cuanto a las concentraciones

de Mg++usadas en los lavados, y se sugirió que se corresponderian

con distintos estados conformacionales de la membrana (Lastras 8 Muñoz,
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1972). Un efecto relacionado del Mg++ha sido descrito en la recons

trucción del sistema galactosíltransferasa en Salmonella (Romeoy

col., 1970b), en el cual el catión divalente era esencial para la

interacción del lipopolisacárido con la fosfatidiletanolamina. Los

autores explicaron este fenómenosugiriendo que el catión divalente

induciria cambios conformacionales sobre los componentes de la peli

cula monomolecular (fosfolipido).

El hecho de que la enzima sufra modificaciones conforma

cioneles que se traducen en el distinto comportamientoalostérico

comoconsecuencia de cambios en el medio ambiente lipidico, lleva a

pensar que esta propiedad podria ser utilizada para detectar cambios

conformacionales concertados de la membrana inmediatamente en contac

to. A este fin se plantea la posibilidad de utilizar una serie de en

zimas alostéricas adecuadas a cada caso en particular, que podrian

detectar cambios conformacionales de la membranaasociada como res

puesta a diversos estimulos: colicinas, ciertos antibióticos, iones,

etc.
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APENDICE

a) Cálculo de promedios y errores standard de los promedios.

La fórmula utilizada para la computación es:

derivada de la fórmula ES = (1)

Se utilizó un programa básico confeccionado por V. Eterovic (1971)

con ligeras modificaciones.

b
V Cálculo del t de Student entre dos series de valores independientes

a partir de los promedios y los errores standard de las series que

se comparan.

Se utilizó ia fórmula:

t = x1 - x2 /o ‘Í l/N1 + l/N2 (2)

N1 (N1-1) (ESI)2 + N2 (NZ-1) (E82)2

donde o =

N1 + N2 - 2

ií = promedios de cada serie.

N. = nümero de valores de cada serie.

ES. = errores standard de cada serie.
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c) Cálculo del coeficiente de correlación L_y de los parámetros de la

recta de regresión y = É_+ g}.

Se utilizarán las siguientes fórmulas:

NExy - ZxEy

- (3)

\/N)2x2 - (zx)2 {NZyz'- (Zy)2}

Nzxy - ZxEY

b = _—2__2 (A)
NZx - (ZX)

zy - bzx
a = _..__. (S)

N

d) Cálculo del t de Student para la recta de regresión a partir de 5:

t = ———

Los programas para b) y d) están combinados en uno solo.

e) Cálculo de la intersección de los gráficos de Arrhenius.

a. = ordenada al origen de cada recta.

b. = pendiente de las rectas.
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f) Cálculo de “n” de Hill en función de L'.

Se utilizó la fórmula:

l-ys

a(1+a)2
dondeys - ----—-- (Honody col., 1965)

(l + a)3 + L'

El programa nos da automáticamente los valores de ys/I-ys en fun

ción de a donde a = 0,5, 1, 2, .... 512 para cada valor de L';

L' - l, 2, .... 102h.

Hodificando la primera entrada (al registro C) se pueden variar

en otros rangos los valores de a y L'. De las curvas obtenidas al

representar se toman las pendientes máximas que corresponden a

"n"max y se repreSentan estos valores en función de L' (Fíg. 1h).

NOTA:Las fórmulas (1), (2), (3), (h) y (5) se obtuvieron de Bancroft

(1960). La fórmula (6) se obtuvo de Hather (19h7).
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