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GENERALIDADES SOBRE MODELOS DE WEMBRANA

La formulacién de un modelo de membrana, debe plantear
‘se dentro de unos margenes lo suficientemente amplios que per
mitan disefiar una estructura capaz dec expllcér funciones de
muy diversa fndole y especificidad, ya que si bien debe de -
existir un cierto grado de similitud entre las diferentes mem
branas, cada una de ellas en particular puede diferir en deta
1le, dependiendo de su composicion molecular y modo de la in-
teraccion de las componentes, lo que, en definitiva, determi-
nard su especificidad.

fl modelo de membrana que ha tenido una vigencla mids -
prolongada es el de DANIELLI-DAVSON(1),que inclufa la prbtel-
‘na en la bicapa propuesta por GORTER y GRENDEL en el afio 1925
(2). La confirmahlén deflnitiva parecié alcanzarse con los
estudios de microscopfa electrdnica de ROBERTSON (3) y la for
mulagléﬁ de la teorfa de unidad de membrana.

Este modelo proponfa la existencia de una capa lip{di-
ca continua de espesor bimolecular, de forma que las cadenas
de acldo graso ocupaban el ndcleo central de la membrana. La
protefina quedarf{a extendida sobre ambas superficies de la bi-
capa..

A partir de las ideas de SINGER, BENSON propuso en
1966 un nuevo modelo (&) que postula la existencia de protel-
nas fundamentalmente globulares dispuestas en el Interior de
la membrana, maximizando las interacciones hidrofébicas. Las

moléculas lipfdicas, sin embargo,no sc presentan en bicapa.
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Las cadenas de icidos grasos estin individualmente intercala
das entre las cadenas de protefna. con las cabezas polares
de los lfpidos hacia la superficie exterior de la membrana
en contacto con el agua. Esta estructura da lugar a un com-
plejo de Yipoprotefna mis o menos uniforme por lo que se pro
pone que dichos complejos puedan existir como subunidades
morfolégicas que se mantendrfan por medio de interacciones
hidrofobicas en el plano de la misma.

Dado que esta estructura satisfacf{a los requisitos pa-
ra explicar las interacciones hidrofdbicas e hidroff{licas vy
parec{a tener una energfa libre mis baja que la del modelo -
. de DANIELLI-DAVSON, se considerd su esquema como mis proba
ble.

No obstante, parece que tiene un estado de energfa de-
masiado alto para constituir el modelo general dé organiza--
cton para lipidos y protefnas en la.mayorfa de las membranas.
£l intercalar las cadenas de icidos grasos no polares con
las cadenas pollpept{dica# en el interior de la membrana po-
drfa, en virtud de la separacidon de éstas, evitar la forﬁa—
cion del miximo nimero de puentes de hidrdégeno interpeptidi-
co y esto, desde el punto de vista termodinimico, no es sa-
tisfactorio.

Naturalmente el concepto de estructura de membrana di-
fiere profundamente de la primera idea de barrera inerte de-
bido fundamentalmente al mayor conocimiento que se posee so-
bre el microentorno molecular de la membrana. Se conclben

las membranas como estructuras integradas por una serie de



moléculas que presentan una elevada mévllldad en constante In
teracclon entre ellas y las del medio externo que las rodean.

Esta concepcion, fue recogida y expresada en el modclo
" propucsto por SINGCER (5) (6) en 1972, en donde 1{pidos y pro-
tefnas exhilben Una serie de peculiaridades de tipo dindmico y
estructufal, que las diferencian de las propuestas en modelos
anteriores. Sobre esta base se reallzaron posteriores experi-
mentos referidos a 1a naturaleza de las interacciones lipido-
protefna, lo que ha permitido que este modelo fuera mds clara
mente delimitado, designindose como modelo de mosaico fluido.

En el mismo los l{pidos y las protefnas integrales-glo
bulares estin dispuestos alternativamente en forma de mosaico
por toda la membrana. Las porciones hidrofébicas de los 1l{pi-
dos y una gran Parte de residuos de aminoidcidos no polares de
las protefnas estidn fuera del contacto del agua, principalmen
te en el interior hidrofdbico de la membrana; los grupos iéni
cos-de los lipldos, as{ como los de las protefnas, estéin en
contacto directo con el agua, predominantemente sobre las su-
perficles exterliores de la membrana.

Los fosfolipidos en este modelo son, en principio, pre
sentados en una forma similar a la bicapa propuesta por DANIE
LLI-DAVSON (1952); con la diferencia significativa de que en
¢l modelo de mosaico fluido los grupos lénicos de estos estdn
expuestos en la fase acuosa y la bicapa no es continua. La q§
turaleza de la bicapa no es simple, ya que existe un elevado
grado de hetereogencidad entre las cadenas de los icidos gra-
sos en los lipidos en relacién con su longitud y grado de fin-

saturacion.
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Las protefnas globulares en d.mencionado modclo pucden
sobresalir en la fase acuosa mis alld del L{mite dc la bicapa
»11p{d1ca y as{, el espesor medio de la membrana puede ser su-
‘perlor al que corresponde a la propia bicapa.

Una de las mayores diferencias entre este modelo y el -
de ROBERTSOM-DANIELLI-DAVSON concierne a las protefnas de mem
brana. En el primero, las protefnas son consideradas en su ma
yor{a como globulares, estando intercaladas en el interior de
la membrana, e implicadas integramente en el mantenimiento de
la estructura de éste. La caracter{stica globular fue apoyada
al encontrarse que la conformacién media de las protefnas en
membranas intactas es parcialmente a-hélice y cadena estadis-
_tica. Por tanto la intercalacidén de protefnas globulares en -
la membrana es fyndamentalmente una cuestién termodindmica, vy
se supone que el mantenimiento de 1fpidos y protefnas juntos
es mis debido a interacciones hidrofébicas que a electrostétl
cas. -El grado de penetracion de las protefnas globulares en
el interior de la membrana dependerd tanto de su tamaifio como
de sus propledades estructurales.

Por ello, como las protef{nas constituyen fracciones im-
portantes de bastantes membranas y muchas son responsables de
su permeabilidad espec{fica y caracter{sticas enzimaticas, am
bos modelos no son s6lo estructuralmente diferentes, sino que

_también conducen a caracter{sticas funcionales totalmente dis
tintas.

En lo que respecta a la diferencia entre el modelo de
BENSON y el del mosa{;O fluido, es que, en cl Gltimo, el voly

men de los 1{pldos existe como una fase de bicapa f{sicamente

oy



diferenclado con el volumen de la prote{na globular en ¢l pla
no de lamembrana, mlentras en el primero , los volumcnes de -
1{pido y protefna, estin integrados en una fase Gnica. En el
‘modelo tipo mosalco las cadenas de las protefngs s6lo estdn -
plegadas hacia arriba, en general en orden a maximizar sus in
teracciones hidrofdébicas internas y los enlaces de hidrégeno

no estan interferidos por la intercalacién de un gran ndmero

de cadenas de acidos grasos.



LIPIDOS

En las estructuras dc membrana, los lipidos poseen den
tro de su misma molécula, regiones con cardcter hidrofébico
y otras con cardcter hidrofflico. Este caracter anfipatico -~
es muy apropiado para la formaciofd de interfases entre un mne
dio polar y otro que no lo es, ademids de facilitar la mutua
interaccion de estas moléculas entre sf.

En base a su estructura qufmica, los 1f{pidos que inte-
gran normalmente las membranas de células ecuaridticas, son
fosfolfpidos, glicolfpidos, esfingol{pidos y esteroles,estan
do tan sdlo presentes los dos primeros grupos en el caso de
células procariéticas.

Los fosfolipidos pueden considerarse derivados del ‘dci
do 3-sn-glicerofosforicod. Su estructura basica es un diglice
‘rido con un dcido fosférico esterificando el grupo hidroxilo
primario del resto glicerol. Normalmente el fosfato se combi
na, en unién diester, con un aminoalcohol dando lugar a dife
rentes tipos de fosfolf{pidos, de los que los mas importantes

quedan resumidos a continuacidn:

CH,-0-CO-R,
R,-C0-0-CH 0
2 : 1]
CH, -0-P-0-X
. o

1
X = -CHZ-CHZ-NH3 : 1,2 diacil-3-sn-glicerofosforiletalonamina.

-~

oy



s ‘ ?
X = -CHZ-CHZ-U(CH3)3: 1,2 dlacfl-3-sn-glicerofosforil-colina.
X = -CHZ—CH-COO-
)
T : :
NH3 : 1,2 diacil-3-sn-glicerofosforil-serina.
X = 'C6“6(0H)5 :+ 1,2 diacil-3-sn-glicerofosforil-inositol.

Los grupos de 3icidos grasos de las posiclones 1 y 2 es-
tin dispuestos en largas cadenas sin ramificar que varian en
longitud y grado de insaturacién. Los dobles enlaces se loca-
lizan entre atomos de carbono espec{ficos y estin todos en -
configuracion cls. El resto en posicidn 1 es generalmente mis

saturado que el de la posicidén 2, salvo en algunas bacterias
(7). Por tanto, cada uno de los grupos anteriores de fosfolf-
pidos estara co&puesto de una familia de especies moleculares
que difieren entre si en los restos R1 y R, de los pacidos -
grasos.

Debido al desarrollo tecnoldgico de la quimica orginica,
los andlogos sintéticos de estos fosfolfpidos proporcionaron
la ventaja de poder controlar su composiclén en dcidos grasos;
y su obtencidn ha permitido realizar extensivos estudios para
dilucidar su papel bloléglco y estructural en las membranas.

Cuando los fosfol{pidos sintéticos o naturales se dis--
persan en un exceso de agua a temperaturas fisioldgicas, las
molééulas de fosfﬁl{pldo adoptan normalmente una disposicién
de lamelas ordenadas. Diversas técnicas (8) (9) han confirma-

do que las cltadas lamclas estin inteqradas por bicapas lipi



dicas separadas por un clerto espaciado acuvoso. Una propiedad
de estas cstructuras, es su capacldad para sufrlr una transi-
-cién termotrépica de un estado gel a otro tipo cristal-l{qui-
do, que procede de una fusidn cooperativa de las cadenas hi--
drocarbonadas en el interfor de la bicapa. En estos casos y a
diferencla de las transiciones entre las distintas mesofases
de los fosfol{pidos, la fusion selectlva de las cadenas hldro
carbonadas no conlleva cambios espectaculares de la disposi--
cion molecular, de forma que la estructura de bicapa se man--
tiene tanto por debajo como por encima de la temperatura de
transicién. Esta temperatura de transicidn gel » cristal-1{--
quido depende fundamentalmente de la estructura y longltud de
la cadena de los idcidos grasos constituyentes de las molécu--
las de fosfolfpido. El valor de la temperatura de tFansiclén,

T aumenta con la longitud de las cadenas hidrocarbonadas y

L’
‘disminuye al elevarse el contenido de agua del sistema, que
depehde, a su vez, de la naturaleza quimica de los grupos po
lares de los 1{pidos. La adicidn de agua al material lipf{di-
co anhidrido hace que la temperatura de transicidon descienda
bruscamente, lo que pone de manifiesto que la interacclén 11
ptdo-agua desestabiliza la estructura cristalina correspon--
diente. E1 valor limite de Tt’ denominado punto de Krafft, -
se.alcanza para contenidos superiores al 30%.

.La estructura Jq las cadenas hidrocarbonadas de dipal-
mitoil lecitina en fase gel esta bien determinada. Los estu-

dios de difraccidn de¢ rayos X demuestran que para la mixima

hidratacidn, las cadenas hidrocarbonadas estan agrupadas en

g



una red hexagonal altamente ordenada, con el eje longitudinal
de las cadenas inclinado 589 aproximadamente con respecto al
~plano normal de la blcapa segin unos autores (10) (11), y ca
si perpendicularmente segin otros (12). Este empaguetamiento
exige que todos los enlaces carbono-carbono dé las cadenas -

adopten una conformaci6n préxima a la trans.

La naturaleza de la fase cristal-l{quido es menos cong

cida, aunque parece claro que las cadenas hidrocarbonadas se
encuentran mds desordenadas que en la fase gei, como conse--
cuencia de una considerable movilidad molecular debida a la

aparlcién de rotaciones intramoleculares sobre enlaces carbo
no-carbono a la temperatura &e transici6n de fases (13). Es
evidente que, en este caso, deben aparecer fluctuaciones té£
micas slmétric{s en la longitud de los dobles enlaces carbo-
no-carbono y variacliongs en los sngulos torsionales carbono-
. carbono-carbono de las cadénas de forma que se puede adoptar
una- configuracidén a izquierda. La interconversidén entre dife

rentes conformaciones serfa el resultado de rdpidas isomeri-

zaciones y colislones de las cadenas.
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LA BICAPA LIPIDICA

En los Gltimos afios se han desarrollado dos tipos funda
mentales de sistemas modelo, en relacién con los componentes
lipfdicos de las membranas naturales, y con dimensiones trans
versales similares a las de los sistemas bfologicos. Las pro-
pledades fisicas de cada uno de estos modelos; vesfculas cons
titufdas por una bicapa de fosfolipidos separada por dos fa--
ses acuosas (14), o bien dispersiones acuosas de fosfol{pido
o liposomas (15), han demostrado ser muy similares a las que
presentan las membranas naturales, siendo particularmente étl

les para el estudio de interacciones lipido-protefna en siste

, mas acuosos.

La cuestién basica a la que se orientan los estudios de
laé propliedades fisicas de estos ﬁodelos es el poder estable-
cer la relaclén entre laestructura del componente lipfdico en
las ‘membranas naturales y las funciones que presentan estos -
sistemas bioldgicos.

En el caso de los llposomas, aunque la composiciodn de
la fase laminar puede estar perfectamente determinada, y su -
estructura es conoclda, resulta dificil relacionar las propie
dades bloldgicas de este modelo con el area superficial de -
las laminas lip{dicas. Fsto se debe al hecho de que en los -
sistemas de este tipo, las dispersiones son un conjunto hete-
rogéneo de estructuras lamlnares multiconcéntricas, que varfan

ampljamente en tamafio, forma y contenido en agua.

-~

s
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Por el contrario, con el otro modelo, es posible dispo-

ner de vesfculas esféricas de tamaiio relativamente homogéneo,

_consistentes en una simple limina con dimensiones de bicapa.
Slendo la érganlzaclén molecular y empaquetamiento semejante
al que se produce en los liposomas multilamelares.

Aunque las moléculas tipfdicas ocupan dreas iguales en
las superficies interior y exterior de la bicapa, se ha suge
rido que las cadenas de los acidos grasos en vesf{culas podrfan
estar mas desordenadas que en liposomas, lo cual llevarfa a
propledades de membrana diferentes para losAdos modelos. Exis
te clerta controversia en este punto, pues si bien determina-
dos autores han demostrado que la anchura y entalpia de la -

. transicidn de fase gel +» cristal-1{quido de dipalmitoil y di-
miristoll lécltgna no se afec?an por la sonicacidn del siste-
ma (16), también se defiende la posibilidad contraria en el
sentido de que la sonicacion introduce considerables altera--
clones sobre diversos parimetros ff{sfcos de la estructura mo-
delo (17).

Aunque la presencia de protefna y otros componentes de
membrana deben inevitablemente alterar la estructura de la bi
capa lip{dica en mayor o menor grado, es evidente que el esta
do f{sico de los l{ptdos en una bicapa modelo, estd {ntimamen
te relacionado con la estructuracion de dichas moléculas en -
membranas ifntactas, lo cual confirma la validez e interés de

cada uno de los modelos utillzados (18) (19) (20) (21).
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CAPAS MONOMOLECULARES

La opinlén actual acerca de las membranas bioldgicas es

"que la mayorfa de las moléculas de éstas estdn estructuradas
en el seno de una bicapa lipfdica (22). Aunque existen dudas
de que el modelo de bicapa describa correctamente la organi-
zacién de fosfolfpidos en dispersiones de 1{pidos aislados -
bajo las mismas condiciones, estudios por diyersas técnicas,
(23) (24) (25) son consistentes con dicha organizacidén den-—-
tro de las membranas.

Una simplificacion de los modelos de membrana menciona
dos, lo constituyen las monocapas o capas monomoleculare; ob
tenidas por extensidn en Interfases agua/aire o aceite/agua
de los principales componentes de las membranas bioldgicas -
(1{pidos y protefnas). .

Es posible criticar la eleccldon de una monocapa como -
Imode}o de membrana, por ser un sistema cuyo estado energéti-
co es claramente diferente al que posee una bicapa o una mem
brana. Sin embargo existen suficlentes evidencias que indi--
can que una monocapa constituye una buena aproximacidén a me-
dia bicapa (26), y que la bicapa lipfdica es un factor es---
tructural importante en la ﬁayor{a, si no todas las membra--
nas.

AlGn teniendo en cuenta las limitacliones que, como mode
lo de membrana thene uﬁa monocapa, su estado dc organizaciédn,

orientaclén, y empaquetamiento moleculares, ha de ser muy se

mejante al existente™en los sistemas biolégicos naturales, y
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los estudios reallzados sobre ellas pueden suministrar valio
. sa informac;én sobre la estructura y naturaleza de las inter
acciones entre sus componentes.

Las técnicas para el estudfo de monocapas se centran -
especialmente en la obtencién de fsotermas de compresion, me
didas de potenciales de superficie y la medida de propieda--
qes viscoeldsticas, que pueden dar informacidn acerca del es .
paciado molecular en condiciones distintas de empagquetamiento,
orientacion de las moléculas, distribuciénnde las cargas,etc.

Estos métodos estandar de quimica superficial son valio
sos pero la informacidn obtenida es restringlda y en algunos
casos la Interpretacion de los datos es bastante especulativa.
Para salvar este vacfo entre la qufmica superficial cldsica y
los métodos usuales de investigacidén estructural, en orden a
obtener mis informacién, se estd utilizando en los Gltimos a-

Ros técnicas espectroscéplcas y mds recientemente de difrac--
ci6n de rayos-X pudiendose seqguir el estado de la superficile

a medida que se comprime l1a monocapa. El traslado de la mono-
capa fuera de la superficie y la consiguiente formacion de --
multicapas se realiza por el método de LANGMUIR-BLODGETT (27)
también se pueden formar multicapas orientadas por depésito -
de solucidén del material bajo investigacidén sobre un soporte

con posterior evaporacidén del solvente.



HONOCAPAS DL FOSFOLIPIDOS

Cuando una molécula de cadena anfipitica se extiende en
“una interfase alre/agua los grupos polares se introducen en -
la fase acuosa, mientras las cadenas hidrocarbonadas se orlen
tan hacia la fase no polar, con lo que se obtiene el m{nimo -
de energfa potenclal para el sistema interfacial, quedando -
constitufda una capa del espesor de una molécula.

GAINES Y GERSHFELD han estudiado con detalle los dife--
rentes estados f{sicos de monocapas insolubles (28) (29).

Los estudios de monocapas de l{pidos de interés biold--
gico comenzaron con los trabajos de GORTER Y GRENDEL en 1925
(30), -aungue al ser realizados con sustancias mal definidas -
extraidas de fu;ptés naturales, se hizo dificil la interpreta
cion de sus resultados., ANDERSON y PETHICA (31) hicieron el -
primer estudio de una lecitina sintética.

En los dltimos afios, los estudios sobre monocapas de -
fosfol{pidos puros ha ido en aumento, haciendo posible espli-
car el comportamiento en interfases de mezclas de fosfol{pi--
dos naturales conocida su composicién, slendo éste el primer
paso hacla el estudio de mezclas de lipidos que darin informa
cidén acerca de las Interacciones lipido-lipldo, para asf, fi-
nalmente, estudiar mezclas de l{pidos y protefnas que se apro
ximan mis a la verdadtra situacién bioldgica.

Los trabajos corfeSpondientes a monocapas de fosfolipi-
dos puros ficron recientemente revisados por PETHICA y CANDEN

-

HEAD (32) (33).

e
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VAN DEENEN y col. han hecho un estudlo bastante comple-
to de una serle de fosfol{pidos naturales y sintéticos (34) -
. observando que el drea ocupada por las moléculas de fosfolfpi
'do, es mayér a medida que se acortan las cadenas hldrocarbona
das, o aumenta el nimero de dobles enlaces en las mismas. Sc-
gin este autor, el 4rea por molécula a partir de presiones mo

deradamente altas, disminuye en el siquiente orden:

Fosfatidil colina y fosfatidilserina > dcido fosfat{dico>

‘fosfatidil etanolamina.

Suponiéndo las mismas condiciones de longitud de cadena
hidrocarbonada y grado de insaturacion, esto indica que tam--
bién el grupo polar es responsable de una diferencia de irea
entre las moléculas de los distintos fosfol{pidos.

PHILLIPS y CHAPMAN (35) estudiaron las caracter{sticas
de algunos homologos de 1,2 diacil-L-fosfatidilcolinas y eta
nolaminas extendidas en interfase afire/agua (ClNa 0.1 M) a
ZZQC, mostrando que la condﬁcta es paralela a la de la serie
homologa de los acidos grasos saturados. De todos los fosfo-
1{pidos estudiados en estas condiciones sélo algunos presen-
tan una,transiclén de fase, en el caso de las lecitinas co--
rresponde al homologo de dipalmitoil (CIG) y en el caso de -
las etanolaminas 3 de dimiristoil (clh)'

SHATH y SCHULMAN, trabajando con lecitinas sintéticas
y naturales (36) (37), estudiaron el efecto de la insatura-

cidn de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfol{pidos cn
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las monocapas. Como lecitinas sintéticas utlilizaron dipalmi--

toll lecitina y dioleil lecitina, como naturales lecitina de
Asoja y de huevo. Las cadenas hidrocarbonadas de la lecitina -
“ de soja son ambas insaturadas en el mismo grado, mientras que

la lecltina de huevo tienen una cadena insaturada y otra saty

rada. Se observé que cuanto mayor era el grado de insatura---

cién, mis expandidas resultaban las monocapas. El irea por mo

léculas de estas lecitinas sigue el orden: .

dipalmitofil < yema de huevo <« dioleil lecitina.

Un dato importante es el conocimiento de la temperatura
de transicidén para una lecltina en exceso de agua, ello .condu
Jo a la'predlccl6n del estado f{sico de una monocapa a cual--
quier- temperatura de forma.que. cuando la temperatura experi-
mental es superior a la temperatura de transicidén, la monoca-
pa estd completamente expandida y la isoterma fi-A no muestra
una region intermedia y cuando aquella sea inferior a dicha -
temperatura de transicidén serd condensada.

PHILLIPS y CHAPMAN (35) estudiaron las monocapas de di
palmitoil lecitina sobre sustrato Cl Na 0.1 M a diferentes -
temperaturas por debajo de su temperatura de transicidn, ob-
servando una transicién de fase para el intervalo 12.4 -29.52C;
a temperaturas superiores o Inferlores o a las citadas, desa-
parece la translcién haclendose mis expandidas o mis condensa
das. -

STANDISH y PETHICA (38) estudiaron asimismo el efecto -

del pH sobré la compresién de fosfolfpidos sintéticos obser--

-
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vando que, para la dipalmitoil fosfatidll ctanolamina exten-

dida sobre ClNa 0.01 y 0.1 M a 232 C, las Ilsotermas aparccen

mis expandidas a medida que aumenta el pH. Concluycron que

era debido ‘a que la carga neta del grupo polar del fosfol[pl
do es mayor al aumentar aquel, lo que ocasionarfa un mayor -
efecto de repulsidn entre sus moléculas.

Los éxitos obtenidos durante los Gltimos afos al utili
zar medidas de fluorescencia para la investigacidn del aspec
to dinamico de la conducta de fosfol{pidos en biomembranas,
hizo que TEISSIE (39) aplicase dicha técnica a monocapas de
fosfolfpidos extendidas en interfase aire-agua, observando -
que la regidn glicerol de un fosfolfpido, independientemente

de la naturaleza de la parte polar,no es afectada estructu--
ralmente por un estado de lonizacidn o por el estado flsico

de las cadenas Bldrocarponadas.



CORRELACION DE MONOCAPAS Y- BICAPAS

Ya sc mcnciond anteriormente la importancia del estudio
de monocapés de 1ipidos en biof{sica y su posible comparacién
con la mitad de una bicapa lipfdica. Esta cone dén se hizo al
observar que la similitud de sus estructuras implica que wuna
bicapa puede compararse con una monocapa a presidén lateral -
constante; para algunos autores (&4o) (41) (42) este valor es
50 din/cm, mientras que para otros es 12,5 din/cm (43). La a-
nalogfa no es completa, sin embargo, la transicidén principal
de la monocapé, estado l{quido expandido-- estado l{quido --
condensado, corresponde a una similar en bicapas lip{dicas vy
biomembranas. Esto justifica la conclusién de que el estudio
de monocapas de lipido puede conducir a un mejor conocimiento

de la estructura y funcién de las membranas bioldglcas.
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MONOCAPAS DE POLIPEPTIDOS

51 se extiende de modo apropiado una pequeila cantidad
de_una disolucién de protefna en una interfase aire/agua, la
mayor parte de la protefna sufrird un cambio conformacional
mds o menos importante o una desnaturalizacién superficial y
se obtiene una monocapa insoluble antes de que la proteina -
pueda disolverse.

El estudio de polipeptidos sintéticos permite la clasi
ficacidén de muchos aspectos de los fenémenos observados pri-
meramente con protefnas mas complejas, ya que debido a la -
sintesis de estos en 1955, se pudieron llevar a cabo estudios
“con sistemas mucho mids sencillos y mejor definidos que las -
protefnas naturales.

Las conformaclqne; estudiadas para polipéptidos en la
interfase son muy relevantes para resolver problemas referen
tes ; la estructura de la membrana y a la actividad y desna-
turalizacidn superficial de protefnas,

La tdea tradiclonal de la estructura de protefnas en -
la interfase aire/agua describe el esqueleto de estas como -
formado por una cadena extendlda con cada uno de los monéme-
ros de aminodcido localizados en la interfase. Los estudlos
espectrales de membranas han mostrado, sin embargo, :conforma
ciones n-heiice o de tipo cadena estad{stica mejor que cade-
nas i -extendidas (44). Estas configuraciones han sido conflr
madas por estudios espectrales en films superficlales de pro

tefnas y polipeptidos,as{ como en monocapas colapsadas,
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Los modelos de cadena extendlida fucron aceptados princi
palmente para monocapas que ocupan grandes arcas de protefnas
y polipeptidos que eran coherentes con las calculadas a par--
tir de modclos de cadenas de polipeptidos extendidas blen em-
paquetadas; sin embargo recientemente los cdlculos han mostra
do que las conformaclones helicoidales dan lugar también a -
dreas moleculares altas (45).

Actualmente la investigacidon se ha orientado a encontrar
una correlacién precisa de la conformacidn polipept{dica con
las caracter{sticas de sus monocapas, por medio del.uso de mé
todos cémbinados de espectroscopia y quimica superficial.

‘ En 1960 BLOUT, FASHMAN y 001.7(46) postulan dos tipos de
_L-aminodcidos.
a) Formadores de a -hellce
b) Formadores de p -estructura, o de cadena-estad{stica

En estos Gltimos, la no formacién de @ -helice puede de-
berse a impedimentos estéricos, como en el caso de L-valina,o
bien a lapresencia de un heterodtomo unido al carbono g como
en el caso de la poli-L-cistina y derivados. Todo ello estd -
confirmado por los trabajos de FRASER (47),

Sin embargo, Gltimamente se ha observado que existe una
mayor complejidad en el estudio de la conformaclén de polipép
tidos en interfases mediante la aplicacidén de modernas téentd -
cas espectroscépicas; }legéndose a las siguientes conclusio--
nes:

a) - Se conocen diversas estructuras-p , cada una de las cua-

les tiene propicdadc; difcrentes.
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b) - No hay un tipo de estructura puro para un detecrminado po-
lipéptido, sino que generalmente se presenta mds dec una forma.
c) - Hay una marcada Influenciade la composicidon del disolven-

te extensor empleado para formar la monocapa.

En general para disolventes no polares,no rompedores de

puentes de hidrégeno, tales como 1,2 dicloroetano (DCE) y clo .

roformo (CF) las sustancias formadoras de a -helice presentan
dicha estructura préctiqamente en un 100%. Sin embargo, cuan-
do se adiciona un disolvente rompedor de puentes de hidrégeno
como los dcidos dlcloroacéiico y trifluoracético, desaparece
la conformacién a-hélice a medida que se aumenta la propor---
c16n del disolvente polar y la molécula adquiere forma de ca-
dena es@adIstici o estructura-g . Estos hechos fueron compro-
bados por LOEB ; BAIER {(48) estudiando monocapas de poli-jp --
metil-t-glutamato extendidas en diferentes disolventes y uti-
lizando técnicas espectroscéplcas para el anilisis de las con
formaclones presentes en las monocapas. Posteriormente, estos
resultados fueron confirmados, para el mismo polipéptido, bor
GOUPIL yFGOODRICH en 1976 (49) y CORNELL en 1979 (50).
MALCOLM en 19668 reali1zé un estudio de la estructura y
propledades de monocapas de polipéptidos sintétlicos (esteres
del dcido poli-L-glutamico y poli{meros con cadenas laterales
hidrocarbonadas) extendidas en la interfase aire/agua. Complc
mentados los métodos directos de quimica superficial con téc-
nicas de espectroscopla infrarroja y difraccidén de electrones

sobre films colapsados trasladados desde la superficiec (51).



Observé que en todos los casos las propiedades de las monoca-
pas son consistentes con una estructura formada por a-helices
en un estado condensado y empaquetadas en grupos paralelos, y
muestra como las cadenas laterales hidrofébicas y la accesibi
lidad de los grupos péptidos al agua influyen en el cambio de
esta conformacidn a otra.

Siguiendo esta 1fnea de investigacién, combinacién de -
técnicas superficlales y espectroscopicas, han sido muchos --
los autores que han estudiado la conformacién de polipéptidos
en la interfase alre/agua. LLOPIS y col. (52) estudlaron mono
capas de polipéptidos que contienen azufre.

GABRIELLI, G. y col. (53) estudiaron para varios poli;L
péptidos sintéticos (poli- p -benzil-L-aspartato y esteres del
acido poli-L-glutdmico) el efect del solvente de extensidn y
de la conformacién en solucidén sobre la conformacién poliméri
ca en una interfase airefagua y caracterizaron las monoéapas

con ecuaclones de estado bidimensionales.
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MONOCAPAS MIXTAS -

El e;tudlo de monocapas formadas por mezclas de distin-
tos tipos de 1{pidos o de 1{pidos y protefnas, se aproxima -
mas estreéhamente a lo que sucede en los sistemas naturales y
puede dar informacidén sobre los efectos de interaccién entre
1{pido-1{pido y 1{pido-protefna.

El método de estudio en monocapas mixtas es similar al
seguido paré monocépas de un sélo componente puro, la inter--
pretacidn de los datos de presién superficial para un sistema
binario-en una Interfase sigue l{neas andlogas al estudio de
sistemas binarios en el seno de um disolucién, en el sentido
- de quelas desviaclones de la situacidén ideal son utilizadas -
para indagar la.naturaleza de las interacciones.

En general, cualqﬁier desviacidén del comportamiento i--
deal indica que los componentes de la monocapa mixta son mis-
ciblés, pudiendo ser esta desviacidén: positiva cuando exlste
una expansidon de la monocapa‘debida a repulsiones o a un gra-
do de desorden mayor, negativa si existe una condensacién de
13 monocapa debida blen a interacciones atractivas o a un e--
fecto de cavidad intermolecular.

.Por el contrario,elique se cumpla la regla de aditivi--
dad puede deberse a la ausencia de cualquier tipo de interac-
cién o a la no miscibilidad de los componentes en la monocapa

La miscibilidad puede detectarse, si las moléculas for-
man agrupaciones suflicientemente. extensas, por mcdidas de po-

tenciales de superflcie que muestran fluctuacliones en su va--
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lor scgin se mida sobre un componente u otro. Aunque puede su
ceder quelas agrupaclones de moléculas dc una misma clase no
_sean muy extensas debido a las condiclones de extensidn.

CRISP demostré que cuando las monocapas de los componcn
tes puros son cohcrentes y ambos componentes son misclibles en
dos dimensiones, las monocapas mixtas muestran un aumento en
la estabilidad de la presién superficial (54).

Siguiendo este razonamiento GAINES en 1965 (55) y poste
riormente J00S (56) (57) llegaron a la conclusién de que en u
na monocapa insoluble mixta con componentes inmiscibles se ob
_ servan dos présiones de colapso (mixima presidn superficial a
la que la monocapa es estable respecto.al sustrato). En el ca-
. so de una monocapa con componcntes miscibles solamente se ob-
serva un punto Qe colapso.

Cuando el.colapso-de la monocapa pura se puede detectar
facilmente, a la presién de expansidn de equilibrio, es posi-
ble determinar la miscibilidad de los componentes midiendo la
presién de colapso del componente que lo hace a presidn mis -
baja, para distintas fracclones molares del mismo. '

PHILLIPS y col. (58) han estudiado monocapaé mixtas de
fosfol{pidos con diferentes longitudes de sus cadenas hidro--
carbonadas y grado de insaturacién. Encontrando que cuando la
diferencia de longitud de las cadenas hidrocarbonadas es ma--
yor de dos Stomos de tarbono o tienen diferente grado de lﬁsg
turacléﬁ pueden ocurrié desviaciones de la situacidon ideal.Si
la diferencia de longitud de las cadenas hidrocarbonadas cs

muy grande 1as monocapas mixtas tienen un comportamicnto ideal
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porque los dos componeﬁtes son inmlscibles.

Debido a la presencia de colesterol en la mayorfa de mem
“branas ceclulares se ha considerado de gran importancia blolégl
" ca el estudio de la interacclédn de este con fosfolfpldos. Es
conocido que el colesterol puede condensar o reducir el 4rea -
aparente ocupada por moléculas de fosfolfpidos en la Interfase

aire/agua. Muchos autores han estudiado con detalle este fend-
‘meno (59) (60). ‘

La complejidad de las interacclones l{pido-protefna en
las estructuras de membrana naturales ha llevado a realizar -
grandes esfuerzos para conocer su naturaleza mediante investi-
gaciones sobre.modelos mas sencillos. Como ya se ha expuesto -
_en apartados anteriores, los ifpidos y protefnas, principales
constituyentes de 1a membrana, forman monocapas estables en la
interfase alrei;gua. Pqr esta razdén la técnica de monocapas -
puede proporcionar un buen sistema para.estudlar las interac--
ciones 1{pido-protefna en Interfases.

Uno de los métodos utilizados para estudiar esta Inter--
acclén en monocapas, consiste en obtener la monocapa de 1l{pido
e Inyectar la protefna bajo la misma, en la fase acuosa que la
soporta, pudlendosé observar los efectos sigulentes: a) sl no
hay asoctacidn ent;e la protefna inyectada y la monocapa de -
1{pido, tanto la presidn superficial como el potencial superfi-
cial no camblan; b) si la protefna inyectada se absorbe en la

capa inferior a la monocapa sin que exista rcalmenke penctra--

cidn, el potencial superficlal variard apreciablcmente, pecro -

la presién superficial no variard mucho; ¢) en el caso de quc
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exista penetracion, es declir, cuando hay interaccidn entre las
partes polarcs y no polares de la prote{na inyectada y las del
1{pido que constituye la monocapa orlginal,ellvalor de la pre-
sién super}icinl cambiari notablemente y el -potencial superfi-
clal tomard un valor intermedio entre el que tenfa la monocapa
inicial y el de una monocapa de la protefna fnyectada. La pene
tracidn es menos probable si la monocapa estd fuertemente empa
quetada.

Muchos autores han relacionado el cambio medido en la -
presién superficialafl , al grado de penetr;cién de la molécu-
la de protefna en el film del 1{pido. A partir de estos-estu--
dios se-concluy queall es una funcidén de los siguientes facto
res: presidn superficial inicial de la monocapa de l{pido, es-
tructura del lipldo, concentracién de la protefna en la super-
ficie, carga sobre la protefna y la fuerza idnica del sustrato.

A pesar de que han sido numerosas las investigaciones -
realizadas por el método de monocapa, debido a la complejidad
de la estructura y funcién de la membrana, son necesarios mu--
chos estudios sistemdticos para poder describir satisfactoria-
mente el complejo 1{pido-protefna. En esta perspectiva BIRDI -
{61) ha estudiado la Interaccién entre la molécula de insulina
y varlos 1{pidos observando quela penetracién de la molécula -
de insulina estd determinada por las fuerzas de van der WAALS
presentes en la monoéﬁpa de lfpldo. y que el grado de interac-
cién de la protefna con la monocapa de 1{pido estid relacionado
con el caréctcr polar-apolar de dicha molécula de protefna. En

relacién al 1{pido mostré que el valor de presién superficial

.oy
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1{mite(All=0) es supcrior en cl colcstc;ol que c¢n los otros 1{
pidos.

Tanto la penetracién como la absorcidén de la protefna -
puede ser &eblda a fuerzas electrostiticas o hidrofébicas, vy
es probable que un némero determinado de aminoicidos en  una
protefna nativa compleja dé lugar a la formacién equillbrada
de enlaces miltiples con las monocapas de l{pido, tales inter.
acciones simultaneas pueden dar lugar a confusiones en la de-
terminacién de contribuciones individuales de aminodcidos di-
ferentes. Este problema se puede evitar utilizando poliamtino-
dcidos aislados como componentes del sistema protéico.

La poli-t-1isina es un polipéptido comunmente estudlado
a causa de su alta solubflidad en agua. DEMEL y col. (62) adi
cionaron poll-Efllslna en el sustrato de monocapas de sulfato
de cerebrosido y de fosfatidilserina, hallando que la preslén
superficial decrecfa ligeramente y después aumentaba lentamen-
te hasta el valor iniclal. De ello concluyeron que no existfa
penetraclin y que la poli-L-1isina era simplemente adsorblda
por acciones electrostiticas.

CHATELAIN y col. (63) estudiaron también la intcraccldn
de 1{pidos y polipéptidos. El 1{pido fue extendido cn la ln--
brfaSe aire/agua, los polipéptidos marcados se inycctaron en
la subfase acuosa. Las medidas de presién y radioactividad su
perficlal mostraron que: a) la conformacidén decl potipéptido -
no sufre variacién en la interfase aire/agua ni c¢n ta tipido/
agua, b) la conformacidén del polipéptido adsorbide no ¢s dife

° ’ ’
rente de la gue tlcne este en solucidn, c) ¢l ninero de mole-
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culas dc polipéptido adsorbido por 1wm§nocapa de 1{pido de-
pende de la Intecraccldén electrostatica, sin cmbargo, la na-

_ turalcza de la interaccidn entre las moléculas de polipépti
do y lfpldb en el plano de la interfase es esencialmente hi
drofobica.

MILLER y BACH (64) han estudiado la interaccldn de po
l1ipéptidos bisicos con monocapas de fosfolfpidos midiendo
la radiactividad superficial de los polipéptidos marcados ad
heridos a la monocapa de fosfol{pido, encontrando que la ca
pacidad de adsorcién de las monocapas de fosfolfpido aumen-
ta con su carga negativa.

Sobre la dependencia de la adsorclén respecto de la -
fuerza idnica, concluye gue estd determinada por tres tipos
de lnteracciéni a) atraccién electrostitica hacla la carga
negativa super;lcial, b) repulsidén electrostitica entre las
polibases adsorbidas, c) interacciones hidrofdbicas que im-
plican ordenamientos estructurales espec{ficos.

SHAFER (65) también abordé este problema llegando a -
la conclusién de que los cambios de presidn supefficlal se
producen solamente cuando Interaccionan polipéptidos basi--
cos con monocapas de 1{pidos cargados negativamente. Aungue
la poli-L-lisina puede unirse a monocapas de fosfatidilcoli
na, esto le hace suponer que en la interaccidn intervienen
dnicamente los grupos polares del l{pido y del poliamlnodcido,
sin que haya penetracién, lo que ocasionaria cambios de prc
sién en la monocapa.

En general, la posible interaccién lipido-protelna por

C g
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el método de inyeccidn dc la protefna en la subfase acuosa -

transcurre a través de tres fases sucesivas: difusién de la

protefna en dicha subfase, adsorclon e interaccidén. En estas

- condiciones los cambios de presién superficial a 4rea cons--
tante, suceden, inlclalmente de una forma relétivamente répl

da, para después transcurrir lentamente, hasta llegar a al--

canzar una situaclidn de equilibrio. Por otra parte, la inter

pretacién de estos fendmenos se centra en la interaccién del
1{pido con algunos grupos espec{ficos de la molécula de pro-
tefna,

VILALLONGA ha sugerido estudiar la interaccién lipido-
prote{ﬁa mediante la técnica de TRURNIT (66), para la exten-
sién directa de las protefnas en él mismo plano de la monoca
pa de lfpido.

Desde esfe punto'de vista, la obtencidn de monocapas -
mixtas puede hacerse partiendo de disoluciones que contienen
los‘coﬁponentes mezclados en distintas proporciones, o exten
diendo en la interfase cada uno de ellos por separado.

El primer método sdlo es posible cuando exlste un di--
solvente comin pudiendo estudiarse el efecto de las interac-
ciones en disolucidn que persisten en la interfase. En el se
gundo caso s6lo son detectables las interacciones en situa--
cion bidimensional. Aqui es necesario tenér en cuenta el im-
portante papel que ha de jJugar la difusién de las moléculas
en la interfase.

GABRIELLI y col. ha estudiado las monocapas mixtas de

polipéptidos y dcidos grasos, utilizando un disolvente comin
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para su extensidn y muestra la influencia de la oricntacidn
bidimensional en la mlscibilidad de ambos componentes en la
interfase aire/agua (67) (68) (69).

BIRDI (70) utilizando ifgual método de extensién que -
el autor.anterior, ha estudiado las monocapas mixtas de po-
1i-L-alanina y li{pidos en la interfase aire/agua, estimando
el efecto de las fuerzas de van der WAALS sobre las interac
ciones, cuando otras fuerzas, tales como Interacciones eleé
trostiticas, estdn ausentes bajo las condiciones de experi-

mentacioén.
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0BIETO .DE- CSTA MEMORIA

El estudio de las interacclones l{pido-prote{na determi-
nantes en §ran medida del comportamiento de laAmembrana celu
lar en procesos del tipo de permcabilidad y transporte de -
sustancias necesarias para la vida de la célula, estd enorme
mente limitado, por la complejidad de las estructuras natura
les y la dificultad de aislar protefnas intrinsecas de mem--

brana en condiciones nativas.

La sintesis de poliaminodcidos ha permitido la prepara--
cidén de sistemas modelo en los que se puede estudlar interac
_clones polipéptido-1{pido en condiclones fisicas equipara---
bles a las de las membranas, mediante la técnica de obtencidn
de monocapas mixtas fosfolipidos-poliaminodcidos. Esta téeni
ca permite el estudio de la influencla de la conformacion -
del polipéptido y la naturaleza quimica del residuo aminodci
do, en la interaccidén con fosfolfpidos de distinto grupo po-

lar y grado de insaturacién de las cadenas hidrocarbonadas.

En el presente trabajo se ha abordado el estudio por la
técnica de capas monomoleculares, de mezclas de poliaminodci
dos y fosfolipidos, con el objeto de ver la influencla de‘ég
tos Gltimos sobre el coﬁportamlento del polipéptido cuando -
es extendido en una interfase alre-agua en condiciones tales

que se mantenga una conformacidén ordenada del mismo, para -
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ello sc ha partido de la observacidén realizada por vérios au-
tores acerca de que es posible obtener y caracterizar diferen
tes conformaciones macromolecularcs dé polipéptidos en la in-
.terfase depcendiendo del disolvente utilizado en la extensién,
ya que sc ha demostrado que la conformacidn Qresentada en so-
lucién se mantienc en la interfase después de formada la mono
capa.

Como polipéptidos hemos elegido: la poli-L-metionina y el
poli-y-metil-L-glutamato, ya que a pesar dec las claras dife--
rencias en sus cadenas laterales, ambos presentan una confor-
macién ordenada a-hélice cuando son extendidos en una interfa
se aire-agua, con un disolvente no polar; y como fosfolfﬁidou
fosfatidilcollna natural de yema de huevo, mézcla de fosfati-
‘dilcolinas saturadas e insaturadas y 1,2 dioleil-L-a-fosfati-

dilcolina sintética totalmente insaturada.

Debido a que los componentes polipept{dicés estudiados no
son solubles en soluciones acuosas, ha sido posible obtener -
las correspondientes monocapas mixtas en la interfase afire/a-
gua por siembra de las mezclas polipéptido-1{pido conjuntamen
te; es decir, se ha sembrado una solucién en un disolvente co

min de ambos componentes en las proporciones deseadas.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que ambos -
fosfolfpidos tnfluyen en faual medida en el comportamicnto de
las monocapas del polipéptido, poli-L-metionina, y no afecta

~
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a las del poli-p-metil-L-glutamato, dc donde se deduce que,
la posible compatibilidad superficial fosfol[pldo-polipéptl
do estd estrechamente relacionada con la cadena lateral del
.reslduo aminodclido que constituye la cadena polipeptfdica -~

mis que el grado de insaturacién del fosfol{bido.






PARTE EXPERIMENTAL



2,1, MEDIDA DE PRESIOHLCS SUPERFICIALES EN MONOCAPAS

La Jctermlnaclén dirccta de la presién superficial

" en monocapés se lleva a cabo utilizando una balanza superfi-
clal de empuje horizontal, basada en el aparato ideado por -
Langmuir (71) y modificado posteriormente por diversos auto-

res.

2.1.1. Descripcién del aparato

La balanza superflcial o "mandmetro superficla[" --
que se ha utllizado en el presente trabajo ha sido construi-
do en.el Instituto Pasteur de Paris; el dispositlvd torslo--
nal de medida es de suspenéién bifiliar, basado en el modelo
Dervichian (72).con diferentes velocidades de desplazamiento
del pistdn compresor y registro automético.

. El aparato de medida se halla dentro de una vitrina
metilica termostatizada que mantiene en el interior una tem-
peratura ambiente constante (§19C). La base de la vitrina -
descansa sobre una poyata fija a una pared maestra, con obje
to de evitar las vibraciones del sistema.

Este estd formado por una cubeta rectangular de ma-
tertal plastico de 78.5 cm de longitud por 22 cm de anchura
.y 3 cm deprofundidad,. destinada a contener el 1{quido sopor-
te sobre el cual se ha ae extender el material de estudio.Co-
locado en el fondo de la cubeta se halla un serpentin de vi-

drio que permite man€encr 1la temperatura decl t{quido soporte
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o sustrato a una temperatura constante de t 0.22C, con ayuda
de un slstema.aproplado de regulacidn.

La superficlie lfquida se limita mediante un rectdn-
" gulo de pliastico parafinado de 0.03 cm de espesor, 16.5 cm -
de anchura y 68.5 cm de longitud. Este 5rea‘puede variarse -
medlante una barrera mévil, del mismo materfal que el cuadro
que se desliza apoyada sobre sus lados mids largos comprimien
do o descomprimiendo la monocapa.

Esta barrera es movida por un dispositivo accionado
por un motor que mediante un sistema de engranajes permite -
'su desplazamiento en uno u otro sentido a velocidad constan-
te, o bien realizar una compreslén discontinua.

.El drea ocupada por la monocapa quéda delimitada -
ipor esta barreramdvil, losAlados longlitudinales del cuadro y
una segunda barrera de }ongltud un poco inferior a la distan
cfaentre estos dés lados y unida a ello$ por hilos vaselina-
dos._que flotan sobre el 1{quido soporte e impiden el paso -
de material que forma la monocapa, permitiendo sin embargo -
pequefios desplazamientos de la barrera, comoconsecuencia de
la presién ejercida por la monocapa durante la compresion. -
Estos desplazamientos provocan a su vez la torsidn del péndu
lo de suspensién bifiliar, debido a la pleza de pldstico que
pende del mismo y que se introduce en la ranura que posee la
barrera descrita anteriormente.

En un péndulo de torsion de suspension biflliar, el
par es proparcional a la masa del sistema, y la modificacidn

de este, por mcdio de masas adicionales permite operar a di-
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Detalle del sistema de torsién
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ferentes senslbllldadés.

‘ tas oscilacliones del péndulo de torsidén son ayortl-

guadas por medio de una lidmina metdlica, unida medlante una
‘pequeﬁa varilla perpendicular al mismo, sumecrgida en aceite
" de vaselina contenido en un recipiente lateral.

£l dngulo de torsidn, proporcional a la presidn su

perficlal de la monocapa, se detecta por medio de un sistema
éptico, que concentra un haz luminoso sobre un pequefo espe
Jo situado en la cruz de la balanza, el cual lo proyecta, -
tras sufrir una nueva reflexién, sobre una céluba fotoeléc-
trica movil o seguldor de "spot", que forma parte de un. -
equipo registrador "Photodyne-Sefran". La velocidad de des-
plazamiento de)l.papel en el'que registran los valores de des
ivlaclén torslional, estd sincronizada con el movimiento de -
la barrera mévil, obteniéndose as{ directamente sobre el -
mismo la isoterma, presidén superficial-irea ( -A).

2.1.2. Calibrado del aparato

La torsidn medida se convierte en unidades de pre-

sidn superficial mediante un calibrado previo de la balanza.
. Para efectuar este calibrado se llena la cubeta de
agua bidestilada. En el vistago metdllico situado en el cen-
tro del cuadro que forma el sistema de torsién se dispone,en
posicién perpendicular, una varilla metilica provista de -

cinco orificlos,de los cuales, el central sirve para que di
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cha varilla entre con exactitud cn el Qéstago citado de acucr
do con la fig. 1. En los agujcros a y b de dicha varilla, si-
tuados a 5 cm del orificio central, segin la fig. 2, se dispo
ncn dospesas de forma clrcular y cuyo radio es, en cada una
de 1 cm.

Encendido el dispositive de iluminacidn, se hace os
cilar el sistema, determinando el tiempo empleado por el -
spot luminoso en efectuar un recorrido completo a lo largo -
del papel de registro.

Tl es el tieﬁpo o periodo de oscilacién del sistema
cuando }a distancia entre las pesas es de 5 cm, y T2 el que
corresponde a una segunda medida, ;eallzada de forma aniloga
a la ya descrita, en la que las pesas estidn situadas a una -
distancta de 10 cm.

Las dekerminagiones citadas se vuelven a repetir co
locando en el vastago central del péndulo de torsidn, sobre-
cargas diversas, y volviendo a medir, en cada caso, los pe--
riodos Tl y Tz.

Conocidos estos datos as{ como la longitud de los -
hilos de torsién del sistema pendular y el camino éptico re-
corrido por el rayo luminoso, se calcula la sensibilidad de
la balanza en cada caso, expresada en din x cm°1 a partir de
la ecuacién (73)

h.nZ.M(dg-di) r 1

P = : '
5.1, .1, 2 12

dondec:
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Detalle del sistema de torsidém con varilla meté-
lica colocada en posicion perpendicular para la
realizaclén del calibrado de la balanza superfi-
cial.

¢ ——

43-

Fig. 2.~

Detalle de la varilla metdlica
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p = sensibllidad en din . em-1

M = suma de las masas de las dos pesas colocadas en la vari-
l1l1a perpendicular al cuadro, en cada caso, expresada en
gramosL

dz= distancia del orificio central de la varilla, al situado
en el extremo, 10 cm

dl= distancia del orificio central de la varilla, a los agu~
Jeros situados mis cercanos al mismo, 5 cm

r = radio de las pesas circulares, 1 cm

D = camino Optico recorrido por el rayo luminoso, 174,4% cm

1, ¥ 1, = longitud de los hilos de torsién del sistema pendu

lar.

Realizadas las determinaciones correspondientes,con
la combinacion de las sobrecargas que hemos considerado mis
adecuadas, el calibrado de la sensibilidad de nuestro apara-

to es el sigulente:

Sobrecargas Sensibilidad (din.cm™ 1)

0 0,939
98,97 g 1,806
198,89 g 2,629
296,86 g 3,509

-

Una balanza de empuje horizontal como la descrita o
frece las siguientes posibilidades:

1.- Las grandes dimensiones de la cubeta permiten disponer -

oy
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de una gran superficie para extender las monocapas y evitar
la influencia del drea inicial en las isotermas de compre--

Csién (TT-A).

2.- E1 desplazamlento de la barrera mévil, que actia a modo
de pistén, de forma continua en los dos sentidos y a velocl

dades constantes,

3.- La varlacidn de la sensibilidad de medida de la presidn
superficial ejercida por la monocapa, al cambiar el momento

de inercia del conjunto.

4,- El registrar gridficamente la variacidn de la presidn su

perficial con el idrea, de modo continuo o discontinuo, segin
»

convenga. .
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2.2. MATERTALES UTILIZADOS

c2.2.)1. Polleéetldos

Los polipéptidos estudiados han sido suministrados
por la casa Miles Yeda Ltd. (Israel); son del mayor grado -

de pureza y tienen ia constitucién quimica siguiente:

Poli-L-metionina.- Es un polimero de L-metionina con una ma

sa molecular de 40.800 estimada por ultracentrifugacidon en
cloroformo mis el 2% de dcldo dicloroacétlico. Grado de poll
merizacion 311. La férmula quimica del residuo de metionina

es . CH

3-S-CH2—CHZ—$H-C0-

NH

|

~

Poll—'-metil—L-glutaman.- Es un polimero del ester del éci

do L-glutdmico con una masa molecular de 5300, determinada
por'valoraclén del grupo final, en Aclido acético, con per--
clorico 0.1N. Grado de polimerizacién 37. La férmula quimi-
ca del residuo es

CH30-C0-CH

Z-CHZ_?H—CO-

NH
{

2,2.2, fosfolipidos -

Los fosfolfpidos utilizados para nuestros estudios

son-los siguientes:
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1,2 dioleil-3sn-fosfatidilcolina o lecitina sintética insatu

rada de masa molecular del producto anhidro 787,1) ha sido
suministrada por la casa Sigma Chem. Co. en solucién cloro--

féormica con una pureza del 98%. Su fiérmula quimica es:

CH,0COR
]
ROCO - C - H
' 9 -
CH o-g-o CH-CH - i‘l(cu)
20-5-0 CH-CH, 3
0-
R = - (CHy), - CH = CH - (CHy), - CHy

fosfatidilcolina o lecitina natural; se ha preparado en nues

tro laboratorio a partir de yema de huevo de la que se extra
jo, siguiendo el método descrito por Folch y col. (74). El
residuo obtenido que contiene lecitina fundamentalmente, pe-
ro también otros fosfol{pidos, se aplicé a una columna croma
togriafica de alumina neutra (Merck) para su purificacién; la
eluclén se llevd a cébo con cloroformo: metanol (2:1, v/v) y
metanol sucesivamente, recogiendose la fraccion cloroformo--
metanolica en la que se encuentra la lecitina.

Con el fin de evitar en lo posible los fendmenos de
degradacidn oxidativa durante el proceso de purificacidn, to
dos los eluyentes cromatograficos contenfan B.H.T (Sigma Chem
Co), en la proporcién del 0.05% del peso de la muestra emplea
da en la columna (75).

Si en los controles por cromatograffa en capa fina



rcalizados posteriormente se detectabanla prescncia de liso-
lecitina junto con la lecitina, se procedfa a una repurifica
cidn mediante columna de alumina neutra, activada a 110° C -
durante una hora; el sistema de elucidn, en este caso, esta-
ba formado por una mezcla de cloroformo:metanol (9:'1; viv).

Como composicién quimica de la lecitina de yema de
huevo, se tomdé la determinada por Papahadjoupoulos (76). Su

masa molecular media es de 750.

2.2.2.1. Control de pureza

La cbmprobaclén del estado de pureza de nuestros -
fosfolfpidos, se realizd mediante la técnica de cromatogra--
. f{a en capa fina; se escogié como soporte el silica gel H, y
como eluyente el sistema cloroformo:metanol:dcido acético:a-
gua (25:15:4:2; v/v/v/V). El revelado del cromatograma se -
1levé a cabo de la sigulente forma: con vapor de iodo para
distinguir fosfol{pidos con cadenas insaturadas; mezcla de -
molibdato amonico ; dcido perclérico (77) para los grupos -
fosfato; reactivo de Dragendorff para detectar grupos colina
y finalmente para determinar la materia orgén{ca total, se
traté con acido sulfirico al 50% seguido de calentamiento a
1102 b durante diez minutos.

2.2.2.2. Control de oxidacion

Dada la gran susceptibilidad que presentan los fos-

fol{pidos a la oxldacién de sus cadenas hidrocarbonadas, re-
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sulta absolutamente necesario este control. De lo contrario,

la aparicion de nuevas especlies moleculares por aumento de

~la conjugaclén dienfica y subsiguiente ruptura de las cadenas,
alterarfa las propiedades f{sico-quimicas del fosfolfpido, -
conduciendo a modificaclones en el sistema en estudio no con
trolables.

Este proceso degradativo, puede sequirse a través -
del espectro de absorcion, caracter{stico de cada compuesto
observandose un incremento de la absorbancia en la regidén -
comprendida entre 230-280 nm, conforme aumenta la conjuga---
cién de los dobles enlaces en las cadenas (78).

Para prevenir este proceso oxidativo, el almacena--
miento de estos productos se realiza en forma de soluclones
cloroformicas goncentradas (78), en reciplientes perfectamen-
te cerrados en atmdsfera de nitrdgeno y a temperaturas infe-

- riroes a 02 c.

2 .2.2.3. Andlisis cuantitativo

El andlisis cuantitativo de los fosfolfpidos se --
efectudé mediante la determinacidn del fdsforo presente. Pre-
via digestién con Acldo percldérico y segin el método de Bart
lett (79), el complejo formado con el fésforo inorginico fue
valorado frente a un standar de féosforo por espectrofotome--

trfa U.v. (Shimadzu. mod QV-50).
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2 .3. TECHICA OPERATORIA

Tpdo cl material, a;f como los instrumentos utilliza-
dos en este estudio, se han. limpiado y manejado cuidadosamen-
te para no introducir contaminaciones por sustancias tensoac-
tivas ajenas al experimento, capaces de variar la presién su-
perficial, dando lugar a unos resultados falsos. Los reacti--
vos cmpleados han sido del mids alto grado de pureza; el agua
utilizada para la limpleza del material de vidrio, as{ como -
para la preparacldon del l{quido soporte fue bidestilada en a-
parato de vidrio con mezcla de permanganato potisico y sosa y
tratada con carbén activado.

La limpieza de la cubeta destinada a contener el 1{-
quido soporte, se realiza con tierra de diatomeas, calcinada
a 10002 C durante cuatro horas, que se elimina después con su

" cesivos lavados con agua bidestilada.

El cuadro de plistico que ha de delimitar la superfi
cie de experimentacién y las dos barreras fija y mévil, se re
cubren con una delgada capa de parafina mediante inmersidn en
esta sustancia fundida contenida en un bafio apropiado. La pa-
rafina empleada es muy pura (Merck) y de punto de reblandeci-
miento elevado (602 C). Los hilos utilizados para unir la 'bg
rrera flotante a los lados del cuadro parafinado han sido de
algodén puro o de nyl;p de distintas calidades, y suavemente
vaselinados.

La colocacidn y disposicién de los hilos se realiza
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segin el esquema de la fig. 3 que se considera como el mis -
eficaz para impedir la fuga de las sustancias que constituyen
las monocapés en el rango de presfoncs que se trabaja. Antes
" de iniciar. cualqulier experimento, se comprueba la correcta -

disposicion de los hilos y su adaptacidén a la superficie del

sustrato.
AN ~\_
)
N 1 ' 1 '
. g SR

Fig. 3

El1 1fquido soporte o sustrato utilizado en todos los
exherimentos ha sido una solucidén salina de ClNa 0.2M/C1H O.
001M pH = 2.9 ¥ 0.1.

La superficle del lfquido soporte se limpia antes de
realizar cada experimento. Para facillitar la limpieza, se ex-~
tiende talco calcinado de modo que si la superficle estd lim-
pia, es decir,no contiene sustancias tensioactivas, se obser-

va qdc las part{culas de taleo se agrupan facilmente cn un ts

lote con gran libertad de movimiento al dirigirles una corrien

te de atre. Cualquier traza de suciedad dispersa las partfcu-
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las de talco .por todaila supcrficie ¢ Impide su agrupaclén.
Por tanto, la limplcza de la superficic se ha rcalizado me-
diante barrido y acumulacién hacia una esquina de la cubeta
del talco'espolvoreado sobre la misma y sucpl6n simultdnca

del 1{quido superficial con ayuda de un capilar unido a una
trompa de vac{o. Una vez que la superficie eséé perfectamen
te limpla, por haberse comprobado que existe el co?respon~-
diente vacfo superficial, se lleva la imagen luminosa a ce-
ro, procediéndose a continuacién a la siembra de la sustan-
cia a estudiar; se clerra la vitrina y no se abre durante -
todo el experimento para evitar as{ posibles contaminacio--

nes.

2.3.1. PreparaéiénAde las soluciones

4

Fosfolfpidos.- Las disoluciones de ambas lecitinas,bpor en
contrarse almacenadas en solucidon de cloroformo en atmdésfe-
ra de nitrégeno a OQC, se prepararon dei modo sigufente: Se
toma un volumen de disolucidén madre,de concentracidn previa
mente conocida por determinacidn de fisforo, que contiene -
la cantidad de lecitina deseada; se lleva a sequedad bajo -
atmésfera de nitrégeno y el residuo se extrae con alcohol
isopropflico; una vez disuelto se adiciona 1,2 diclorocetano
hasta complctar el vodumen deseado. La concentracidn final
estuvo en -todos los casos'comprgndlda en un intervalo de 0.4-

0.6 mgrs/ml. ~
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Pollnélidos;d Las disoluciones de ambos sc prepararon por -
pesada directa de las muestras, secadas a vacfo, con una prc

cisién de ¥ 1077

grs y posterior disolucién en la m{nima can
tidad posible de acido dicloroacético; a continuacidn se adi
ciona el disolvente correspondiente en cada caso en las pro-
porciones deseadas. Estas disoluciones se prepararon al me--
nos 24 horas antes de su utilizacidn. La concentracién final

estuvo dentro del intervalo 0.4 - 0.6 mgrs/ml con un error -

maximo del 0.1%.

2.3.2. Técnica de siembra -

Conocida‘la concentracién de la disolucién, se cal-
cula la canfidaﬁ de sustancia extendida a partir del volumen
utilizado. Para la medida de este volumen con exactitud, 1la
extensién de las muestras se realiza por medio de una micro-
Jeringa "Agla" con aguja de vidrio, que permlite hacer lectu-
ras con una precisidn de i 2.10'4 ml.

La extensidén de la muestra sobre la superficle del
1f{quido soporte se hace de forma muy lenta, depositando go--
tas por contacto con dicha superficle y repartidas por toda
ella, evitando as{ que tanto los disolventes como las sustan
cias facilmente solubles en el sustrato, puedan pasar al se-
no de éste. Para facilitar la extension se adiciona a las di
soluciones una pequefia cantidad (LX) de un agente extensor -

como el aléohol isopropflico,el icual prcvlaﬁcnte se ha com--

probado que no influye en las propledades de las monocapas,



as{ como los distlntog disolventes emplcados.
Una vez sembrada la mucstra se espera un cierto tiem
~ po, llamado "tiempo de extension”, para la total evaporacién
o disolucién dd disolvente o mezcla utiliza@os. En nuestro -
trabajo experimental este tiempo ha sido de cinco minutos pa
ra los fosfol{pidos y de treinta minutos para los polipéptidos
y la mezcla de ambos, ya que a partir de estos tiempos no se
observa influencia alguna del disolvente en los resultados -

expcrimentales.

2 .3.3. Modo de compresidn de la monocapa

Realizada la operacidon de siembra de la muestra, se
procede a comprimir la monocapa formada; en todos los casos
se ha partido de una distancia entre las barreras fija y mé-
vil de 56.5 cm t 0.1 cm; el desplazamiénto de la barrera mé -
vil se efectda del modo sigulente:

a.- De una forma continua: velocidad constante de 2.7 cm/min
para fosfol{pidos.

b.- De una forma discontinua a intervalos de un minuto por
cada mm que avanza la barrera mévil para polipéptidos y
mezclas.

El método dé compresién distoncinua nos asegura que
el equilibrio superficial ha sido alcanzado; se ha mantenido
rigurosamente constante para los componentes puros y mezclas,
ya que es conocido que la constancia de las condicliones dc -

compresidéncs particularmente importante para las mezclas por

'y
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la necesldad de comparar sus zonas de transicidn, que pucden
depender en gran medida de la velocidad y método de compre--

sidn (68).

2.3.4, Isotermas de compresidn |I-A

Las curvas obtenidas representan presiones superfi-

ciales (M) frente a ireas ocupadas por la monocapa (A); es--

tas curvas vendran referidas a:

1) - Componentes puros

Me din . en”!
'xz ’ 22

A—A“/molécula para fosfolfpidos y en A“/residuo para

polipéptidos

2) - Mezclas de ambos componentes
1

r’

A—-lereslduo medio

lem din » cm”

. Las dreas por molécula o residuos se obtienen divi-

diendo el 3drea superficfal total utillzada, por el nimero de

moléculas o residuos de muestra sembrada, respectivamente.
El drea por residuo medio se obtiene dividiendo el

drea superficial total utilizada, por la suma del nimero de

residuos y moléculas sembrados.

2 .3.5. Formacién de monocapas mixtas

La extensidén de los componcntes que constituyen la

monocapa se ha rcalizado en la forma de extensién conjunta,-
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es dectir, cxtpndicndo‘sobre el sustrato una disolucidn que
conticne ambos componentes mczclados en las proporcliones -
deseadas. Una vez extendida la mezcla se espera el “tiempo
de extensidn" correspondiente, procediendose a continuacién

a la comprecsidn de la monocapa formada.
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3.1. FORMACION DE MOHOCAPAS PURAS DE FOSFOLIPIDOS-ISOTERMAS

DE COMPRESION DE FOSFATIDILCOLINA NATURAL Y 1,2 DIOLEIL

~L-a -FOSFATIDILCOLIHNA.

ta formaclén y estudio de las monocaﬁas puras de fos
fatidilcolina de yema de huevo (PC) y 1,2 dioleilfosfatidil
colina (DOPC), se ha llevado a cabo en las siguientes condi
ciones de trabajo:
- disolvente de extensidén: DCE: IP; 90: 10
- concentracidn final de la solucidn de cxtensidn: compren-
dida en el intervalo 0.4 - 0.6 mgrs/ml

- 1{quido soporte: Cl1H 107> M-ClNa 0.2M, pH = 2,9

- volumen de siembra: 250 x 2.10°% 4 2.10°% m

- superficie total de exténsién: 932,25 cm2

- temperatura Zbg O.ZQ'C

- velocidad de la barrera de compresiéﬁ: 2.7 cm/min

- sensibilidad de la balanza: t 0.26 din cm'llmm en el re
‘gistro grifico para presiones superficiales y t 3 32 /mo-

1écula/mm en el reglstro griafico para ireas superflclales.

Las monocapas de ambos fosfolipldos se extendieron -
con areas lniclales superiores a 300 xz/molécula, para las
que las isotermas de compresién son independientes de la -
cantidad de sustancia sembrada. Las curvas =n-A se muestran
en las fig. &% y 5; son:cl resultado promedio de cuatro a -

seis medidas experimentales.



din/cm

30

20
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. PCCDCE.1P)(90:10)
T=20°C

A, -98.5 Aymole
I, =46.8dinicm

g " @
50 100 2 .
A% molé!®0
Fig. 4.~ Isoterma de compresién 7-A de lecitina natural de

huevo purificada (PC).



DOPC CDCE:1P)(50:10)

T-20C

40p Zmole
A =112 A/mole

£ I[Ic=48din/cm

Q

£

©

3op

20p

10}

50- 100 A% mgle 150

Fig. 5.- Isoterma dec compresidon 1-A de lecitina sintética
insaturada {DOPC).
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Por el trazado de las isotermas de compresién dc ambas le-

citinas, se observa un comportamiento dc cardcter cxpandi-
1 o ’

do con areas l{mite (i1-0) de A= 98.5 = 3.0 A2 fmo1é para

PCy A, =112 1 3.0 A°?/mo1é para DOPC. Las presiones de

colapso I . = 46.8 din . em’! Y Hpope= %8 din cm_l, -
muestran ligeras diferencias .como cabrfa esperar, ya que
la lecitina natural, por estar constitufda por una serle -
de fosfatidilcolinas con distinto grado de insaturacion, -
presenta un colapso menos cooperativo que la DOPC sintéti-

ca. Estos resultados estdn en buena concordancla con los

descritos por otros autores (80) (37).
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3.,2. FORMACION .DE MONOCAPAS PURAS DE POLIPEPTIDOS. POLI-L-

METIONINA Y POLI- p -METIL-L-GLUTAMATO.

La formacidn y estudio de monocapas de poli-L-metio
nina (PM) y poli-p-metil-L-glutamato (PMG) se ha llevado a
cabo bajo las siguientes condiciones experimentales:
- concentracion final de la solucion de extensidon: compren-
dida en el intervalo: 0.4 - 0.6 mgrs/mi.

-3

- 1fquido soporte: ClH 10 -CiNa 0.2 M

- volumen de la muestra sembrada: 125-100 } 2.10°%-2.10" m1.

- superficle total de extensién: 932.25 cm’

-~ temperatura: 20 ! 0.22 C

- velocidad de la barrera de compresion: discontinua a {n--
tervalos de l‘mm/mln.

- sensibilidad de la balanza: ! 0.18 din cm'l/mm en el re

. i 0
gistro grafico para preslones superficiales y - 0.7 Azlrg

siduo/mm en el reglstro grafico para adreas superficiales,

"3 .2.1, Monocapas de poli-tL-metionina. Isotermas de compre--

sion. Efecto deldisolvente

Para la formacldn de las monocapas de poli-L-metio-
nina (PM) se han utillzado dos disolventes de diferente na-
turaleza. - -

a) Un disolvente podo polar constitufdo por 1,2 dicloroeta-

“no (DCF) y una pequefia cantidad de 4cido dicloro-acético

-~
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(DCA) en la proporclén DCE: DCA; 98: 2.
b) Un disolvente polar constitufdo por icido dicloroacético

solamente.

Las isotermas de compresion respectivas se muestran
en la fig. 6 donde cada curva representa el promedio de cua
tro a seis determinaciones experimentales.

Las monocapas formadas con disolvente de extensidn
no polar muestran por el trazado de la fsoterma una zona de

compresibilidad -(%%) % baja para dreas muy grandes, co-

menzando a ejercer una presién superficial épreciable a apro

ximadamente 25 leresiduo y casi inmediatamente se produce

un rdpido aumento.d dicha presién al disminuir el &rea, 1lo
que fndica un comportamiento de monocapa muy condensada,has
- ta que se aicanfaiuna zona de transicidén de gran compresibi
1idad que se inicla a aproximadamente 10 din - cm.l para -
dar paso nuevamente a una zona en la que la presion sube ré
pidamente al disminuir el drea disponible por molécula.

Las monocapas formadas a partir de una disolucidn -
de extensién en un disolvente polar comienzan a ejercer pre
sién superficlal para valores de dreas superficlales mis pe
quefias que en el caso anterior; a aproximadamente 20 xz/re-
sid., se produce de Igual modo un ripido aumento de dicha -
presién aunque con un comportamliento menos condensado y no
se observa zona de transicidn, siguiendo el tramo final de
la curva una trayectoria semcjante a la de la monocapa obte

nida con disolvente no polar.
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B‘:"sl\
\ ~ A_PM(DCEDCA) -(98:2)
I \ B_..PM(DCE:DCA)(0:100)
‘\:"_-‘.. T:=20°
El
<
©
10f
5

n By
(s} -
A7resid 10 20 30
- m/mg 0.46 0.92 1.48
.Fig. 6.- lsoterma de compresion n-A de poli-L-metionina(PM)
Efecto del disolvente.

~
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" Se obtiene un 4dreca lf{mite (11 »0), para el primer ca-
so, de 19.420.7 R2/resid y 17%0.7 8% /resid para el segundo. -
- Estos resultados son concordantes con los descritos por otros

autores para condiciones experimentales semejantes (81).

.

3 .2.2. Estudio de la reversibilidad de la monocapa de PM ob--

tenida con un disolvente no polar.

Experimentos de compresion y descompresion de la mo-
nhocapa de PM muestran que el trazado de la Isoterma obtenida
por descompresién de la monocapa desde una presién superfi---
cial cualquiera por debajo de la correspondiente a la transi-
cion coincide dentro del error experimental con la obtenida -
por compresién., Si I1a déscompresidén se inicia a unapresidén su-
perior ‘a la que corresponde a dicha transicién, se observa un
ciclo de histeresis y la meseta aparece en la descompresidn a
una pre§16n sterficlal inferior. S1 se prosigue la descompre
sién hasta dreas superficiales elevadas y nuevamente se com--
prime la monocapa, se obtienen valores concordantes con la com
presion inicial, lo que indica una reversibilidad de la dispo
sicién superficial de las moléculas que constituyen la monoca

pa al estado iniclal después de la extensidén. Fig. 7.
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PM(DCE: DCA)(98:2)

10

J -
10 20 A*fresid

Fig. 7.- Estudio de 1la reversibilidad en la compresidn y
descomprcsiéﬁ‘de una monocapa de poli-L-metionina

(PH) cn disolvente no pelar: l.primera compresions:

2.descompresion; 3.sequnda compresion.

—
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»

.

3.2.3. Mbnocagﬁs de poli- p-metil-L-glutamato. Isotermas dc

compresién. Efecto del disolvente

Se han utilizado para laformaclon y estudio de las
monocapas de poli-yp -metil-L-glutamato (PMG) los sigulentes
disolventes de exfensidn: .

a) Un disolvente no polar constituido por 1,2 docloroetano
(DCE) y una pequefia cantidad de acldo dicloroacético -
(DCA) en la proporcidn DCE:DCA; 98:2

b) Un disolvente polar constituido por piridina (PD) y wuna
pequeiia caﬁtidad de dcido dicloroacético (DCA) en las -

v proporciones PD: DCA; 94: 6.

tas isotermas de compresidon respectivas se muestran
en la Fig. 8 donde cada’ curva representa el resultado prome-
dio de cuatfo a sels determinaciones experimentales.

) Las monocapas formadas utilizando un disolvente po-
co polar, Fig. 8 A, segin el trazado de la isoterma de com--
presidn, comien mn a ejercer presion superficial para valo--
res del drea ocupada alrededor de 30 leresld, iniciandose -
un tramo de compresibilidad pequefia donde aumenta ripidamen-
te h presién superficial al disminuir el &rea disponible por
molécula y concluye en una zona de transicion de mixima com-
preslbilldad al final de la cual aparece una nueva subida de
presién superficial al disminuir el drea. Por-Gltimo, para -
valores de alrededor de 10 leresld tiene lugar un nuevo cam

bio de pendiente.



£ A—PMG (DCE:DCA)(98:2)

< B B.---.PMG (PD:DCA)(94:6)
© %E‘ 1-:.:2()0(:
20

10

: Liidee = 02 ——
10 20 A?lresid
0.42 0.84 mz, mg

Fig. 8.- Isoterma de compresion n-A del poli- p-metil-L-
glutamato (PMG). Efecto del disolvente.
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La modocapa formada con disolvente polar es aniloga
a la anterlor en el trazado de la isotcrma de compresion, pe
“ro 1a zona de transicidon aparece a valores inferliores de pre
sion superficial, y el valor ddidrea l{mite (/1+0) es inferior

16.8 4 0.7 leresid, mientras que para la obtenida con disol

vente no polar es de 19.8 to.7 Azl resid. Fig. 8 B.

3.2.4. Estudio de la reversibilidad de la monocapa de PMG ob

tenida con disolvente no polar -

Una vez realizada la compresidon de la monocapa de -
* PMG se somete a descompresion iniclandose ésta en dos puntos
diferentes: para un valor de lapresién inferior a la que co-
rresponde a la zona de “transicidn, se observa que las dos i-
sotermas de compresl6n-de$compreslén son coincidentes dentro
del‘error experimental, por el contrarfo, si se han alcanza-
do valores de presién superficial superiores a dicha zona,al
descomprimlr la monocapa se observa un ciclo de histéresis -
en el trazado de la isoterma. Cuando la descompresidén se rea
1i1za hasta valores de area lo suficientemente grandes, pr6x1
mos al area iniclal de extensidon, y se comprime de nuevo 1la
monocapa, se obtlene una curva andloga a la primera, indican
do una reversibllidad al estado iniclal de las moléculas que

constituyen la monocapa. Fig. 2.



PMG{(DCE:DCA)(98:2)

10}

o Y

10 20  Aresid

Fig. 9.- Estudlo de la reversibilidad cn la compresion y des-
compresidn de una monocapa de poli-y -metil-L-gleta-
mato (PHG) cn disolvente no polar: l.primcra compre-

sién; 2.descompresidn; 3.scqunda compresidn.

~
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3.3. MONOCAPAS MIXTAS DE POLIPEPTIDOS Y FOSFOLIPIDDS

La formacion y estudio de monocapas mixtas de poli-
L-metionona y poli-p-metil-tL-glutamato con fosfatidilcolina
de yema de huevo y 1,2 dioleilfosfatidilcolina se han efec--
tuado en las sigulentes condléiones experimentales:

- extension conjunta de ambos componentes previa mezcla de
sus disolucliones respectivas, (polipéptido DCE:DCA; 98:2 y
fosfél{pido DCE:IP;90:10), en las proporciones deseadas.

- volumen de siembra: 115x2.10-“ : 2.10’“ ml

- 1{quido soporte: CIH 10734 1 ciNa 0.2

- superficie total de extensién: 932.25 cm?

- temperatura: 20 t O.ZQC

- velocldad de la barrera de odmpresién: discontinua a inter
valos de 1 mm/min ‘

- sensibilidad de la balanza: t 0.26 din . cm'llmm cn el re-
gistro grifico para B-presién superficial, y el intervalo

1 1 ° p
de Z 0.7 a -3 Kzlreslduo/mm en el registro grifico para

el area superficial.

3~.3.1. Monocapas mixtas de poli-L-metionina y fosfatidilco-

lina ¢:yema de huevo. Red de isotermas de compresidn

En la fig. 10 se muestra la red de isotermas de -
compresién I1-A correspondiente a las monocapas mixtas del -

sistema PM-PC para las sigqguientes fracciones molarecs expre-
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PM(DCE:DCAY(98:2)
PC (DCE:1P)(80 10)
' T=20T

100 A’/resid med

50

L9

Fiz.10.- Rad de isotermas de compresién w-A de monocapas de poli-L-metionina(PM) y fosfatidilcolina natu-

ral(PC) en disolvente no polar,extendidas conjuntamente.Se indica la fraccidn molar en fesfoli-

pido de la mezcla.
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sadas e¢n fosfolipido: 0.09, 0.15, 0.21, 0.42, 0.54 y 0.83.
Las curQ;s rep;cscntan un promedio de al menos cinco medi-
das.

Se observa como en las monocapas ricas en PH, 1la
zona de transicion caracter{stica de este componente se -
hgce menos brusca y aparece a valores de presion superfi--
cial superiores a medida que aumenta la fraccidn molar de
fosfolfpido PC en la monocapa mixta. Para valores de frac-
c16n molar expresada en funcién del componente PC superior

o igual a 0.54 no se observa dicha transicion.

3.3.2. Monocapas mixtas de poli-L-metionina y 1,2 dioleil-

fosfatidilcolina. Red de isotermas de compresién

En la fig. 11 se muestra la red de isotermas de -
compresion correspondle;tcs a las monocapas mixtas del sis
tema PM-DOPC, para las distintas fracciones molares expre-
sadas en fosfol{pido: 0.04, 0.1, 0.15, 0.2, 0.41, 0.51, -
0.78. Las curvas representan un promedio de al menos cinco
medidas.

El resultado es andlogo al presentado para el an-
terior sistema PM-PC, en lo referente a como la zona de -
transicién caracter{stica del componente PH va modiflcdndo
se a medida que aumenta la proporcion de fosfolipido en 1la
monocapa mixta, hasta desaparccer para una fraccién'de 0.51
de fosfolfpido. También se observa como las diferentes cur

vas para iqual valor de presidén superficial ticnen mayor -



PM CDCE:DCA) (S8:2)
DOPC(DCE.IP)(80:10)
T-20°C
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Fig.-11.- ed de isotermas de compresién n -A de monocapas de poli-L-metionina(PM) y 1,2 dicleil~l-a-fos-

fatidilcolina(DOPC) en disolvente no polar,extendidas conjuntamente.Se indica la fraccién. molar

2n fosfolipido de la mezcla. .

b9
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drca por residuo mcdio que en el anterior sistema.

. 3..3.3. Monocapas mixtas de poli-y-metil-L-glutamato y fosfa

tidilcolina de yema de huevo, Red de isotermas de -

,
compresion

En 1la fig. 12 se muestra la red de isotermas de -
compresidn correspondiente a las monocapas mixtas del siste
ma PMG-PC para las fracciones molares que, expresadas en -
funcién del fosfolipido, corresponden a 0.09, 0.16, 0.23,
0.44, 0.56, 0.8l. Las curvas representadas son un promedio
de al menos cinco medidas.

Se observa como la zona de transicién caracter{sti
ca del polipépt%do PMG aparece a igual valor de presion su-
perficial, aproximadamente 18 din . cm_l, en las curvas -A
-correspondientes a las monocapas mixtas para las fracciones
molares 0.09, 0.16, 0.23, 0.44, 0.55, aunque gpgara este Glti
mo valor solo se observa una inflexidn y a partir de esta,
es decir, para la‘fraccién 0.8 la curva es semejanée a la ca

racter{stica del fosfolfpido.

3.3.4, Monocapas mixtas de poli-y-metil-L-glutamato y 1,2 -

dioleilfosfatidilcolina. Red de isotermas de compre-

sion

En la fig. 13 se mucstra la serie de curvasli-A co

rrespondientes a las monocapas mixtas decl sistema PHG-DOPC



PMG(DCE:DcA) (98:2)
PC(DCE:IP){90:10)
T-20°C

g din/cm

10§

50 100  AYresid med

Fig.12.- Red de isotermas de compresién 7-A de monocapas de poli-y -metil-L-glutamato(PMS) y fosfatidil-
colina natural(PC) er disolvente no polar,extendidas conjuntamente.Se indica la fraccién molar -
en fosfolipido de la mezcla.

K
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Fiz. 13.- Ned de isotermas de compresién m-A de monocapas de poli-p -metil-L-glutamato (PMG) v 1,2 dioleil-

1-a-fosfatidilcolina (DOPC) en disolvente no polar,extendidas conjuntamente.Se indica la fra- -

ccién molar en fosfolipido de la mezcla.

7k
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para las fracclones molares expresadas en fosfollpido: 0.09,
0.15, 0.21, 0,42, 0.55 y 0.80. Las curvas Il -A representadas
.son un promedio de al menos cinco medidas.

A Ei comportamiento de esta red de isotermas de com-
presién es.semejante al del anterior sistema PMG-PC, ya que
slgue apareciendo a igual valor de presién superficial la -
zona de transicldén del polipéptido en las diferentes curvas
n-A: 0.09, 0.15, 0.21, 0.42 0.55 y también para este Gltimo
valor de fraccidon molar se observa solo una inflexidn, como
dnica diferencia es la ocupacidén de mayores ireas para 1las

monocapas mixtas en este sistema PMG-DOPC.
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4.1. MONOCAPAS DI FOSFOLIPIDOS

Los fosfol{pidos utilizados pafa‘el objeto de nuestro
:estudlo tienen diferente composicion quimica; la lecitina de
yema de hucvo (PC) contlene cadenas acilo grasas saturadas e
insaturadas,la lecitina sintética (DOPC) es totalmente insa-
turada.la existencia de dobles enlaces cis disminuye,en tres
dimensiones,el punto de transicidon gel a cristal-1{quido T,=
-10%¢c para PC y T =-222C para DOPC (82)(83);dicha temperatu-
ra de transicidn es muy importante ya que nos permite prede-
cir el estado f{slco de un{ monbcapa a cualquier temperatura.
De este modo,el haber realizado todas nuestras medidas a'zoec
o sea, por encima del valor de ambas temperétﬁras de transi-
'c16n,.nos ha conducido a obtener monocapas expandidas.

Las lsotérnas de compresién recogidas en las fig. & vy
5, muestran en ambos casos que no exlste ningina regidn Inter
media, siendo la isoterma correspondiente a ﬁOPC mas expandi
da p;r estar totalmente insaturadas las cadenas hidrocarbona
das.

Aunque su significado fIs;co no esta claro, a efectos
ﬁomparativos el drea li{mite A, calculada al extrapolar awx= 0
la zona de compresibilidad mds baja de la isoterma nos da,en
genéral, uﬁa idea del drea de la seccién transversal de 13
molécula. En el caso que nos ocupa, los valores que se obtie
nen en la Interfase ;P“ AO(PC)= 98,5 $ 3,0 lemolé y Ao(DO?C)
= nz 3,0 #/maré. ’

En una interfase aire)aqua podemos suponer ¢l grupo -
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zwitterlonico en el interior del soporte acuvso, mids o menos
alin¢ado, paralelo a la superficie, dependiendo del pil y -
fuerza idénica del mismo, el esqueleto glicerol pcrpendicular
a dicho plano (23), y las cadenas hidrocarbonadas fucra dcl
plano de la interfase mas o menos perpendicularcs al mismo,
segin el estado ffsico de la monocapa.

La existencia de dobles enlaces en las cadenas hidro-
carbonadas conduce a un decrecimiento general en la ordena--
cién de éstas, p;r la introduccidén de un elemento rigido --
>C=C< y Ya que los dobles enlaces se encuentran general--
mente en la cqnformacién cis, que impide a las cadenas hidro
carbonadas asumir una configuracién completamente extendida;
por tanto perturba el empaquetamiento paralelo y reduce las
interacciones de tipo van der WAALS entre cadenas adyacentes
La Interaccidn entre cadenas hidrocarbonadas adyacentes en -
un film monomolecular puede calcularse a partir del empaque-
tamiento molecular (irea por molécula para una presién deter
minada), utilizando la ecuacién de la energfa de dispersién
LONDON - van der WAALS (24) en la que la interacclén es in--
versamente proporcional a la quinta potencia de la distancia
entre cadenas paraffnicas y directamente proporcional al n(i-
mero de grupos metileno.

Esta energfa de finteraccidén debe ser menor para el ca
so de la DOPC que para la PC, ya que en esta ultima, una par
te de tas cadenas hidrocarhonadas puede estar perpendicular
al plano de la interfase, por ser saturadas, aunque la otra
cadena se hallasc en una posicion mas inclinada y por consi-

gulcnte ocupando un Arca mayor en la misma. En cl caso de la
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DOPC al tener todos los residuos hidrocarbonados insaturados,
la monocapa es mis expandida y las 4rcas ocupadas por molécu

la deberdn ser mayores como se observa experimentalmente.
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4,2, MONOCAPAS DE POLIPEPTIDOS

4.?2.1. Poli-L-metionina (PH)

Desde hace tiempo es sabido que la co;formacién presen
te en un polipeptido en solucidén, se mantiene en las monoca--
pas formadas en interfases aire/agua (51). Esto hace esperar
Ja existencia de una cierta correspondencia entre la isoterma
de compresidn de la monocapa y la conformacidn del polipépti-
do en solucién por efecto del disolvente.

Siguiendo esta pauta, varios autores realizaron medi--~
das para la PM por qspectroscop[a infrarroja de pelficulas de-
positada$ por evaporacion, a partir de las disoluciones emn--~-~

'pleadas para extender la moﬁocapa (52), mostrando que la pér-
dida del disolvente no implica ningin cambio en la configura-
cién respecto a la que el polipéptido mantiene en disolucidn.

Por otro lado, se ha sugerido que la transicién mani--
festada por la aparlcidon de una zona de gran compresibilidad,
que presentan las isotermas de varios poliaminoicidos y en -
concreto la de la PM obtenida de disoluciones en disolvente -
no polar, estd asoclada a la conformacién ordenada «-hélice -
del polipéptido, y que esta transicidon desaparece por estar -
el poliaminodcido en forma dc cadenas estad{stlcas cuando sc
utilizan en la extensién de la monocapa disolventes polares.

En cste sentido las isotermas obtenidas por nasoltros -
para monocapas de PM en ambos tipos de disolvente muestran -

que: la zona de transicién registrada en la Filg. 6 A, cn di--
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solvente no polar dcsabarece cuando se forma la monocapa en
disolvente polar Filg. 6 B. El drca ocupada por residuo en -
ambas monocapas para valores ifguales de presidn superficlal,
"en zonas anteriores a la correspondienté a {a transicion, es
bastante mis pequefia en la formada con disolvente polar, se-
gin se observa en la curva n-A; sin em largo para la zona in-
mediatamente superlor a la de la transicidn, ambas monocapas
ocupan areas muy semejantes, es decir, ambas 1sotermas de -
compresion, en sus tramos finales, siguen una trayectorla ca
si idéntica. Esto nos 1ndica, en principio, que la conforma-
cidén ordenada a-hélice que presenta fa PH en disolvente no -
polar para valores bajos de presién superfipial, puede, de -
alguna manera, al aumentar suficientemente esta presidén, no
existir totalmente como tai conformacién ordenada y compor--
tarse de forma aniloga a su situacidén en disolvente polar.
Por medidas de potencial de supefficle varfos autores
{52) han observado una fluctuacién en los valores obtenidos
para ireas muy grandes (100 leresid) en monocapas formadas
en disolvente no polar, debido probablemente al cardcter con
densado de la monocapa, que en esta sftuaclén forma islotes
por agregacidn de algunas moléculas del polipéptido.
Partiendo dé que la PM en una interfase aire/agua man
tiene una conformacién a-hélice en un disolvente no polar y
que a areas grandes_se encuentra formando Islotes de pocas -
moléculas, hcmos reéil;ado los correspondicntes modelos molg'

culares a escala.
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Se cmplecaron modelos atémlco; CPK, Schwarz Biorcscarch

1,25 cmlx; el modelo molccular de PM en conflguracidn a-héli-
ce se reallié con 16 residuos o restos. Los calculos que sc
'exponen 3 continuacldn sc efeetuaron por proyeccion del modc-
lo sobre papel milimetrado, tenlendo en cuenta que la trasla-
cién o avance de la hélice por resto es, aproximadamente,l,5
k:

a) - Area ocupada por residuo para un nidmero especificado de
cadenas polipeptidicas en a-hélice de 16 restos aminodcidos
con empaquetamiento paralelo y sin interpenetracidén de los --
restos laterales. Tabla 1

b) - Area ocupada por residuo para un nimero especificado de
cadenas polipept{dicas en a-hélice de 16 residuos, con empa--
'quetamiento paralelo y con miaxima interpenetracidén de sus res
tos laterales. Tabla II.

De los valores de estas tablas se deduce: gue el area
por residuo varfa con el grado de asociacién y, que a partir
de 5 a-hélices o mds los valores medios del 4drea por residuo
no varian mucho con el ndmero de las mismas. Fig. 14.

S1 se comparan los valores obtenidos a partir de mode
los, Tablas I y II, con los registrados en la isoterma de
compresién para una monocapa de PM en disolvente no polar, -
fig. 6 A, sc observa que la concordancia es buena para islo-
tes formados por alrededor de 5 cadenas asociadas lateralmepn
te de PH.

En la isoterma v-A de PM, para aproximadamcnte 28 le

restduo, la monocapa comicnza a efercer presidn superficial,



Modelo molecular de poli-L-metionina

Seccién transversal



R1

Tabla 1 : Varlaeién del drea/residuo con ¢l grado dec asocia-
cién en paralelo sin Intcrpenetraclén de cadenas -

laterales

ndmero de conjuntos Area media
de a-hélices asocia 4 0,02 K2 /resid.
dos. S

1 19,11

2 22,65

3 23,09

4 23,36

5 23,53

10 23,93

15 24,09

20 24,16
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Tabla II: Variacldon del drea/residuo con el grado de asocia-
cidén en paralelo con mixima interpenetracién de

cadenas laterales.

nimero de conjuntos Area media

de a-helices asocla : 4 0,02 X?/resld.

dos

15,40

2

3 13,70
u : 13,36
5 13,13
10 12,61
15 12,43

20 12,32
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Fig. 14.~ Variacién del 4rea por residuo con el mimero de conjun-
tos de a-helices asociadas de poli~L-mctionina(PM).
d, sin interpenciracidn de sus cadenas laterales.

b, con mixima iutcrpeuctracidn,
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1 (23,6 R2/residuo) los islotes pueden es

y, para 0,3 din. cm”
tar constituidos por alrededor de 5 cadecnas que se hallan en
contacto slﬁ producirse la interpenetracién de cadenas latera
Ales. A medida que se¢ comprime 1a monocapa aparece una zona -~
condensada, de compresibilidad muy pequeiia, donde se van com-
primiendo los islotes produciendose la interpenetracion de -
las cadenas laterales; al final de esta zona, aproximadamente
a 10 din . em”} (14-15 leresiduo) aparedp la transicion ca-- -
racter{stica de la PM en la que, aproximadamente a 11,3 din .
en! (12,3 A2 Jresiduo) se producirfa la mixima interpenetra--
cidén de las cadenas adyacentes sin que haya neceslidad de una
deformacion de la conformacidon ordenada a-hélice. Segin los
mode los moleculares, las ireas por residuo a presiones super-
‘flclales sﬁperlores requirirfan un cambio conformacional o la
separacién de parte de las cadenas de la interfase, como re--
fleja la curva n-A, pudiendo suceder que dicha zona de transi
cidén_sea el resultado de un camblo conformacional de empaque-
tamiento en la monocapa que pasa de un estado condensado de
baja compresibilidad y areas por residuo grandes, como resul-
tado de la asoclacidn en islotes de las cadenas a-hélice, a
una situacl&n parecida a la que se observa a presiones eleva-
das en las monocapas obtenl&as en disolvente polar y por lo
tanto a una conformacién desordenada.

Varios autores por medidas espectroscépicas de PM (52),
rcfnr{dds a distinta ﬁoldridad decl disolvente y para presiones
superficiales superiores a la correspondiente a la zona de -

trans(cl&n, ehcuentran ansencia de dicroismo lincal, es decir,

i
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ausencia de la conformaclién ordenada w-hélice. Este hecho a-
vala la hipdtesis de que la transiclidn esta relacionada con
un cambio conformacional.

Por'tanto, la 1nterpre£ac16n del comportamicnto dc
la isoterma de compresion debe estar relacionado con la con-
formacion a-hélice, ya que se pueden formar unidades muy or-
denadas de pocas moléculas, debido a Interacciones atracti--
vas intermoleculares. Estas unidades polimoleculares, de -
gran rigidez, se alineardn con mayor o menor facilidad segin
su longitud durante la compresidn, predominantementc parale-
las a la barrera movil; cuando la presidén alcanza un valor -
dettrminado, esta estructura molecular se rompe, dando lugar
. a un reagrupamiento molecular que aunque sea mis desordenado
es mis compacto; esto fmplicarfa un cambio conformacional aun
que ello no afecte a toda la molécula. La aparicién de un ci
‘clo de histeresis, fig. 7 para descompresiones realizadas a
partir de preslones superiores a la zona de transicién y no
para inferiores, nos induce a pensar que la estructura ini--
cial en a-hélice de las moléculas que constltuyen la monocapa,
a 4reas grandes, es la mis estable, y que la transicién, que
aparece por la compresion, a un estado de las moléculas con
dreas por residuo mis bajas, no implica probablemente un cam
bio conformacional total e irreversible, sino un‘empaqueta-~
miento'mis compacto que.supondrla la pérdida de alineacién -
de las a-hélices sin variar mucho la proporcidén de la confor

macién primitiva.
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4.2.,2. Pollup—met]lmLFglutamato'

La isoterma de compresion obtenida para monocapas de
. PHC extendidas a partir de disoluciones en disolvente poco
polar, fig. 8 A, es semejante a la obtenida por otros auto
res (49) y estd relacionada con una conformacién ordenada
del tipo a-hélice. Se observa,.sln embargo, que la transi-
cidén (18 din. cm'l) es menos pronunciada en la lsoterma ob
tenida en el presente trabajo debido probablemente a que -
se ha utilizado un polimero de masa molecular mucho mis pe
quefia (5300). La zona de translcidén caracterfstica de pqli
péptidos en disolvente no polar que presentan una clerta -
ordenacién en la lhterfase, como consecuencia de una con--
formacion a-héllce'o ﬁ-estfuctura, puede depender de la ma
sa molecular ya que gara moléculas lo suficientemente peque
fias puede existir un menor grado de ordénacién y.el proce-
so, que supone el posible paso a otro tipo de conformacidn
que implique una reordenacidn molecular, puede ser menos -
cooperativo, dando as{ lugar a una transicién menos pronun-
clada. En experimentos realizados.con poli- g -bencil-l-as--
partato de alta y baja masa molecular se encontré aniioga -
diferencia en la isoterma de compresién (53) (68).

También es de sefalar que, para presiones superficia-
les superliores a la_citada transicidn, aproximadamente a -
24 (‘lin.cm-1 Jparcce un nucvo camblo de¢ pendicnte; HiLCoLN
explica las transiclones opservadas, por una, posible forma-
cidn de nuevas capas de moléculas (bl o tricapas) de PMG -

sobre la capa primitiva en contaclo con lo supcrfigic del
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agua, quc serfan arrancadas de la 1ﬁtcrfase por un proccso
coopcrativo (84).

Cuando la monocapa de PMG se forma a partir de una di
solucién en dlsolvcnteApolar,.la 1soterma de compresion,fig.
8 B es en nuestro caso muy semejante a la correspondiente -
preparada con disolvente no polar, aunque ocupando dreas su-
perficlales mas pequefias para iguales valores de presidén su-
perficial, con una zona de transicidn que se inicia aproxima
dapente als dln.cm'l, esta transicidn no ha sido descrita -
por otros autores (49) (48) para experimentos realizados con
disolventes diferentes.

En principlo'consideramos que la transicidn apuntada
por nosotros podr{a estar relacionada con la presencia de o-
" tro tipo de estructura o conformacién ordenada que en este -
caso puede ser de tipog (8l). Una conformacidén de estructura

se ha relacionado también con la transicidén observada en -
.monopapas de gramicidina S (85).

CORNELL (50) al estudiar espectros de D.C. de monoca-
pas depositadas por la técnica de LANGMUIR-BLODGETT sugiere
que las pelfculas de PMG son casi a-hélice pura cuando las
monocapas se extienden en disolvente no polar, y mezclas de

a-hélice y p-cadena cuando eldisolvente de extensidn contie
ne piridina.

Para areas grandes el potencial superficial, que se
mide con un electrodo de hilo de platino. muestra valores os
cilantes, lo que'sugierc que la monocapa estd formada por is

lotes o aqrenados {(51). Partiendo de esta ohservacidon, asf -
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como del hccho de que el PMC mantlene una conformacién a-héli
ce cuando se extiendc en una interfase aire/agua a partir dec
disoluciones muy ricas en disolvente no polar, se han realfza
Jdo modelos moleculares a escala de forma andloga al caso de
la PM. Dichos modelos se construyen con cadenas polipeptidi--
cas de 16 residuos; los valores que se exponen a continuacidn
se determinaron por proyeccidon de los modelos sobre papel mi-

limetrado:

a.- Las dreas ocupadas por residuo para un ndmero especifica-
do de w-hélices de PMG de 16 residuos, con empaquetamien-
to pﬁralelo y sin interpenetracidn de sus cadenas latera-
les viene dada en la tabla III.‘ l

'b.— Las dreas ocupadas por residuo para un nimero especifica--
do de conjuntos de a-hélices de 16 residuos, con empaque-
tamiento paralelo y con mixima interpenetracidn de sus ca

qenés laterales viene en la tabla IV.

De los valores de estas tablas se deduce: que el irea
por residuo varfa con el grado de asociacidn y, que a partir
de aproximadamente 5 a-hélices los valores medios del drea -
por residuo no var{an mucho con el nimero de las mismas.Fig.
15. '

Los valores gftlmados con los modelos (Tablas III y Iv,
sc contrastan con 1dsfrcglstrndus cn la isotcrma dc compresidn
para una monocapa de PMG en disolvente no polar. Fig. 8 A. Se

ohserva que 1a concoxdancia es bucna para islotes formados --
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Tabla I1I: Varlacidn del drea/residuo con el grado de

asoclacién en paralelo sin interpenetracidn
de cadcnas laterales.

nimero de conjuntos Area media
de n-hélices asocla - $ 0,02 %2 /restd
dos.
1 19,06
2 20,84
3 21,06
4 21,19
5 21,28
10 : 21,48
15 21,56
. 20 ) 21,60




2.
jo

Tabla IV: varlacién del area/residuo con ¢l grado de
asoclaclén en paralelo con mixima interpe-

’
netracion dec cadenas latcrales.

Nimero de conjuntos Area media
de a-hélices asocla - s 0,02 R2 /resid
dos -
2 - 13,11
3 ' 12,38
4 11,95
5 11,66
10 11,00
15 10,76
) 20 10,63
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Fig.15.- Variacién del 4rea por residuo con el nimero de conjun-

tos de @ -helices asociadas de poli- ) -metil-I-glutamato

-

(rMo).

a. sin interpenctracién de sus cadenas laterales

b. con mixima interpenctracién.
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por alrededor de 5 cadenas asociadas lateralmente de PMG.
En la isotcrma n-A se observa que,para idreas dec aproxi
[
madamente 30 Azlreslduo la monocapa comienza a ejercer pre--

_sién superficial apreclablejalrededor de 2,2 din.cm—1

de pre
sién,quc corresponde a un area de 21,3 lereglduo,esté en -
bucn acuerdo con la que se obtendrfa si la monocapa estuvie-
ra constitufda por islotes de aproximadamente 5 «v-hélices de
PMG sin que exlstiese interpenetracion de las cadenas latera
les.Segdin esta hipotesis,le corresponderfa una progresiva or
denacion de los islotes en los que,las cadenas laterales de
las «-hélices se van lnterpenetfando hasta llegar a }la zona
de transicidén,de mixima compresibilidad.Esta transicién 60 -
requiere'necesariamente la separacién de la interfase dc las
'cadenas a-hélice,de acuerdo con los modelos moleculares co--
rrespondientes .Para preslones superiores,de aproximadamente
24 din.cm'l.se observa un nuevo cambio de pendiente en la -
curva n-A; el irea superficial es entonces 10,5 gzlrcsiduo -
valor para el que no es posible acomodar una conformacfdén -
a-hélice.

CORNELL(50.)por estudios de D.C.de monocapas de PHG trans
feridas a presiones superiores al valor de la zona de transi-
cién,observa que existen caracter{sticas de «-hélice,lo que
estar{a de acuerdo con la hipdétesis de otros investigadores(48)
que interpretan la zona de transicidn como el paso de una mo-
nocapa ordenada en w-hélice a la formacién de hicanas o multi
capas de moléculas que conservarfan la conformaciéna-helicoidal.

Recientemente TAKEDA ; col.(90) a partir de estudios es

peetrocopicos y de microscopf{a clectrénica de pelfeulas de po



94

li-r-metll—L—qlutamnto transferidas desdec monocapas en la in-
terfase alrc/agua, a presiones constantes, anterior y superior
a la zona de transiclén,han conclufdo que las moléculas de -
PMC se hallan en conformacidén a-hélice sobre dicha interfase

Y que la zona de transicién puede considerarse como el paso -
de monocapa a blcapa conservandose la conformacidn y orienta-
cién molecular.

Por otro lado, los estudios con modelos moleculares po-
nen de manifiesto que no es necesario separar de la Interfase
las cadenas wn-hélice del poliaminodcido, al menos en la prime
ra transicién observada,

Lés bicapas podrfan formarse después del cambio brusco
de compresibilidad posterior, as{ bues, no puede descartarse
la posibilidad de que la primera transicién se deba a un nue
vo tipo de ordenaclén molecular en la monocapa por ruptura --
parcial de enlaces intramoleculares y pérdida de la allena---
cién a;héllce, seguida de un apilamiento molecular en bl o -
multicapas al aumentar la compresion. »

También conviene sefialar que, el PMC es el ester menos
hidrofébico del dcido poli-L-glutdmico y, una monocapa de PMG
en la interfase aire/agua tiene una estructura cristalina(sl)
lo que al ir aumentando la presion superficial hace que la -
cohcslén entre las cadenas adyacentes sea.bastante grande;es-
tas caracterfsticas: unidas a la rigidez del esqueleto de 1la
hélice pueden pnsihli!tnr el que la deformacidn o cambio de
la estructura ordenada sea mas dificil, favoreciendose as{ el

apilamiento molecular con formacion de bhicapas que pasarf{an -
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facilmente a multicapas y esto explicar{a la inestabilidad
o segunda translclén observada en estas monocapas.
Finalmente el ciclo de hlstérésls, fig. 9, observado
" en las monocapas enel que la segunda compresidn se superpo
ne con la primera,indica que como con la PM, la conforma--
cidén en a-hélice iniclal es e;table y se regenera al des--

comprimir la monocapa.



4.3. MONOCAPAS MIXTAS -

En las monocapas mixtas es esencial abordar el proble
ma de la mlscibilidad. €1 hecho de que dos componentes que -
forman monocapas puedan mezclarsc en una solucidn y exteader
sc en la interfase aire/agua, no proporciona plena certeza -
de que se formen.monocapas mixtas homogenéas (54). 51 los -
componentes que forman la monocapa no son miscibles, las pro
pledades de la monocapa mixta serdn un promedio de las corres
pondien;es a las monocapas de los éomponentes puros, pari -
tgual presion y temperatura. Cualquier desviaclién de est: -

’slmple regla de la aditividad, indica alguna forma de inter-

accidn o acoplamiento molecular, y por consiguiente la exis-
- tencia de miscibilidad de las moléculas que constituyen la
monocapa. Es importante sefialar que tales interacciones jpue-
den implicar, ademds a las moléculas del sustrato por lo -
cual las propledades de las monocapas pueden no reflejar tan
s6lo la interaccidén molecular espec{fica entre los compoueﬂ-
tes insolubles de la misma (86).

Se puede encontrar una presion de colapso o de trinsi
cidn, que es la mixima presidn a la que la monocapa es esta-
ble en relacidon con el sustrato en un determinado estado.Es-
ta presidn de translcién puede ser conslderablemente mis ba-
Ja que la presion subérficlal a la que el verdadero colapso
por separacién de las moleculas de la interfase, comicnza a

aparecer cn un cxperlimenlo de comprcsién de la monocapa.
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Dicha presidn de colapso o de tfanslcién es una prue-
ba de la miscibilidad de los componcntes en mezclas superfi-
.clales. Dos componcntes son inmiscibles cuando sc¢ obticnen -
dos presloﬁes de colapso diferentes e 1iguales a las de las
monocapas de los componentes puros, mientras que hay solamen
te una para la mezcla si ambos componentes son perfectamente
miscibles (57). Evidentemente son posibles, y as{ se obser--
van situaciones 4ntermed!as que dependen de las concentracio
nes relativas de los componentes, en las que se modifica la
presién de colapso o de transicién del componente mas inesta
ble aunque subsistan, de alguna manera, las correspondientes

a las de los componentes puros.

4.,3.1. MONOCAPAS MIXTAS DE POLI-L-METIONINA Y FOSFATIDILCOLI

NA DE YEMA DE HUEVO

A partir de la red de isotermas de compresién PM-PC,
hemos planteado el estudio de la compatibilidad superficial
de ambos compqnentes.

En la Fig. 16, se representan las dreas superficiales
expresadas en leresiduo medio frente a la fraccién molar -
del fosfol{pido PC a varias presiones superficlales constan-
tes (5,10 y 20 din.cm-l) Como se puede observar, hay una va-
riacién lineal del drea ocupada con la fraccidn molav éc PC;
esto significa que la conducta de las areas es aditiva y por

’
tanto que, o bicn los dos componcntes forman una soluclon -
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Fig 16.- Area por residuo medio en funcién de la fraccién

molar de fosfatidilcolina matural(PC) en monoca-

pas mixtas de PM-PC,para las presiones superfi -

ciales de 5,10 y 20 din.cn L.
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idcal bidimensional o ambos son inmisc]bles.

Una varlante de la representacidén anterior es la que
se muestra ?n las fig. 17 donde se indica el irea ocupada -
por el polipeptido puro y en la mezcla PM-PC, todo ello re-
ferido a la fraccidon molar de la PM a presiones superficia-
les inferlores y superjores a su punto de transicién. E1 -
4rea media ocupada por la PM es, en todos los casos, siem--
pre la misma.

En la fig. 18, se representa la presidon de transicién
del PM frente a la fraccldn molar del fosfolfpido, PC; se -
observa como dicha translclén'tiene lugar a presiones super
ficlales mayores al aumentar la concentracién de PC en la -

monocapa mixta, hasta un valor aproximado de XP = 0,2 a par

C

tir del cual se mantliene constante hasta X 0,42. Para va

pc”
lores superiores a XPC=:0,42 las isotermas .no muestran nin-
:géna inflexidén y las curvas n-A, son de forma semejante a
la correspondiente al fosfol{pido puro.

Estos resultados pueden ser indicativos de que ell -
fosfolfpido afecta a la transicidén caracter{stica de la PH,
y por tanto existe una posible compatibilidad superficial -
sin que se altere la ordenacién o empaquetamiento de algu--
nas moléculas del polipeptido que condiciona la aparicién -
de la transiclidn.

Sin embargo, la varifacién introducida en la presidn
de tiansicién de 1a PH, por la prencencia del fosfol{pldn,sg
glere un cierto tipo de interaccidn entre las moléculas de

este componente v los islotes ordenados que forman las molé
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Fig.17.- Area por residuo ocupada por poli-IL-metio-
nina(PM) en funcién de su fraccién molar -
en las monocapas mixtas de PM-PC,para las

presiones superficlales de 10 y 20 dinom™)
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Fig.18,- Variacién de la presién de transicién de
poli~L-metionina(PM) en funcién de la fra-
ccién molar de fosfatidilcolina natural

(PC),en monocapas mixtas de PM-PC.
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culas a-helicoidales de la PM (52). De alguna manéra las mo
léculas de PC modifican la estabilidad de la estructura orde
nada de la PM, hacicndo que la transicidén tenga lugar a pre-
slones mayores al aumentar su nimero en la monocapa y dando

lugar a que el proceso tenga ademds un caré;ter menos coope-
rativo(compresibilidades mas bajas). El hecho de que se lle-
gue a un valor de ch a partir del cual no hay varfaclidén en
el efecto indicado, sugiere una accidn cuantitativa, proba--
blemente relacionada con el per{metro exterior de los islo--
tes constituyentes de la monocapa de la PM.

Por todo esto es posible que los lslotes de pollpépti
do se rodeen de moléculas de fosfoliptido, de-forma que ;stas
modulan la accidén de sus cadenas laterales.en el fendémeno de
la transiclion, ya que ésta depende, fundamentalmente, de la
naturaleza de las cadenas laterales del polipéptido y de las

interacciones hidrofébicas entre las mismas (87).

4.3.2. MONOCAPAS MIXTAS DE POLI-L-METIONINA VY 1,2 DIOLEJL-L-

a-FOSFATIDILCOLINA.

En la fig. 19 representamos las areas superficiales ex
presadas en R fresid medlio frente a la fraccién molar del fos
folfptdo, DOPC, a varias presiones superficiales constantes -
(5,10 y 20 din.vm_})i Sc obscrva una vartacién lincal del 4--
rea ocupada con la fracclén molar de DOPC; por tanto se sigue

la ey de aditividad de drcas, indlcando quc, o hien ambos -
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culas a-helicoldales de la PM (52). De alguna manéra las mo
léculas de PC modifican la establlidad de la estructura orde
nada de la PM, haclendo gue la transicidn tenga lugar a pre-
siones mayores al aumentar su ndmero en la monocapa y dando
lugar a que el proceso tenga ademis un carééter menos coope-
rativo(compresibilidades m3s bajas). E1 hecho de que se lle-
gue a un valor de XPC a partir del cual no hay variacién en
el efecto indicado, suglere una accidn cuantltatlva, proba--
blemente relacionada con el per{metro exterior de los Islo--
tes constituyentes de la monocapa de la PM.

Por todo esto es posible que los islotes de polipépti
do se rodeen de moléculas de fosfolipldo, de‘forma que éstas
modulan la accidén de sus cadenas lateraleslen el fenémeno de
la translcion, ya que ésts depende, fundamentalmente, de 1la
naturaleza de las cadenas laterales del polipéptido y de las

interacciones hidrofébicas entre las mismas (87).

4.3.2. MONOCAPAS MIXTAS DE POLI-L-METIONINA Y 1,2 DIOLEIL-L-

a-FOSFATIDILCOLINA.

En la flg..19 representamos las dreas superficiales ex
presadas en leresid medio frente a la fraccidn molar del fos
folfptido, DOPC, a varias presiones superficlales constantes -
(5,10 y 20 dln.vm—l)i Sc obscrva una variacidn lineal del 3--
rea ocupada con la fracclén molar de DOPC; por tanto se sigue

la lcy de aditividad de drcas, indicande que, o bien ambos -



* 5 dinjcm
120 # 10 "

*20 «~

K¥resio MEQ
Q

W
Q

. ] n o

PM 1 2 3 4 5 & 7 .8 9 DOPC
X popc

Fig.19.- Area por residuo medio en funcién de la fra-
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colina(DUPC) en monocapas mixtas de P'-DoPc,
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componentcs forman una disolucldn ldeél bidimensional o son
inmiscibles.

Una varlante de esta representacidén se muestra en -
la fig. 20, donde se indica el irea ocupada por el polipep-
tido, PM,'frente‘a la fraccion molar de éste a presiones su
perficiales inferlores y superiores a la presion de transi-
cidén; se observa un comportamiento independiente de la frac
cién molar de polipeptido PM.

En la fig. 21, se representa la pfesién de transicidn
de la PM frente a la fracclidn molar del fosfolfptdo, DOPC,
en la monocapa mixta. Se comprueba un aumento lineal de 1la
misma con la concentracldon de DOPC hasta un valor aproxima-
do de XDOPC= 0,2, a partir del cual se mantiene constante -

"hasta Xpopc = 0:41. Para valores mayores de Xj,,.= 0,41 las
isotermas muestran un tipo de comportamiento seme}ante al
fosfolipido puro DOPC.

- Queda reflejado en todas las representaciones grifi-
cas, anteriormente indicadas, que la diferencia entre una
monocapa mixta formada con un polipéptido y un fosfol{pido
parclalmente insaturado y otro en la que éste sea totalmen-
te insaturado, no conlleva, en su trazado, modificaclion sus
tanclal alguna. S6lo debe anotarse que el irea/residuo me--
dio ocupada por la monocapa mixta frente a la fraccidn mo--
lar del fosfolipide, es superior con el componente insatura
do total debido a la influencia del enlace cis de las cade-

nas hidrocarbonadas de DOPC.

-
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Fig.21.- Variacién de la presién de transicién de poli-I-
metionina(PM) en funcién de la fraccién molar de
1,2 dioleil-L- a -fosfatidilcolina(DOPC) en mono-
capas mixtas de PM-DOPC.
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Otros dutores (88) han estudiado monocapas mixtas ob-
_tenldas a partir de una disolucidn que contiene los dos com-
ponentes, polipeptido (PM) y fosfolipido (lccitina saturada),
. en un disolvente poco polar, observando también una posible
compatibilidad o miscibilidad en la monocapa mixta. Como en
nuestro caso, la transicion que aparece en las monocapas ri-
cas en polipéptido, tiene lugar a presiones cada vez mis ele
vadas y la zona de transicién es menos acusada a medida que

aumenta la fraccidn molar del fosfol{pido.

MOLAR EN FOSFOLIPIDO XF= 0,17

En las representaciones graficas de la variacion de la
presion superficial de la transicién del pollpéptido P#t fren-
te a la fraccién molar de los fosfol{pidos (figs. 18 y 21) se
observa como ya se ha expuesfo anteriormente que el valor de
la presidn superficial aumenta hasta Xp= 0,17 y a partir de -
este valor desaparece dicho comportamiento para permanecer ca
si constante la presidén superficial.

Como se sugirié en el apartado 4.2.1. correspondiente
al sistema PM-PC, este comportamiento puede estar relacionado
con el perfmetro exterior de los islotes constituyentes de la
monocapa de PM. Por esta razén se ha planteado un analisis ma

temdtico en el que se establcce una relacién entre el perimetro
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medio de los islotes de la poll-L-metlbnina con el que corres

ponde al nimcro de moléculas de fosfol{pido que la rodean, pa

ra la fraccion molar de fosfol{pido Xp= 0,17.

Hemos supuesto para la realizacién de los cdlculos lo
siguiente:

a) - Que los islotes de PM estin constituidos por hélices a-
sociadas en paralelo que yacen en la interfase y que ca
da una ocupa un espacio cuadrangular, igual al producto
de su longitud por el espaclado que se estima a partir
de los datos aportados por los modelos moleculares.

b) - E1 didmetro de la seccidn transversal del fosfolfpido,
calculado por modelos at6m1co; CPK, Schwarz Bloresearch
1,25 cm/R, se ha considerado 7,2 X que es el mas peque-
fio posible ya que suseccldn no es clrcular.

c¢) - Las moléculas de fosfol{pidos que rodean a un islote de

PM no son compartidas por otro islote.

Se han tenido en cuenta, ademas, los stguientes pardmetros:

n = Nimero de residuos de la cadena a-hélice de longitud -
promedio. 311

p =  Nimero de hélices que se asocian en paralelo para for-
.mar el islote.

N = n . p; Nimero total de residuos por islote

4 = Didmetro de la~seccién transversal de las a-hélices de
1a poli-L-metionina cn K. 11 A®

X = Fraccidén molar de fosfol{pido en la monocapa

a = Fracetdén de salapamicnto entre dos hélices que se asocian

en paralclo.
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Como sc sabe, en una hélice polipcptidlica, estd bicn es-
tablecido qué el avancc.de la hélice por residuo es de 1,5 R;
por lo tanto cl perimetro de una cadena aislada serd

n .15 .2 ¢t2d =2(1,5 . n L d)
Supongamos quc los Islotes esféﬂ constituidos como promecdio
por hélices de }a misma longitud y ordenadas de manera que -

se solapen completamente (esquema a).

esquema:a esquema:b

£l perfmetro de los mismos en funcién del nimerc de héli

v
ces sera, por consiguiente:

Para 1 hélice Py= (n.1,5 + d)2 2.n.1,5 Lt 1.2d

Para 2 "  P,= (n.1,5t d)212d = 2.n.1,5 ¢ 2.2d
Para 3 "  Py= (n.1,5 & d)224d = 2.n.1,5 ! 3.2d
Para p " Pp: (n.1,5 % d)24(2pt1)d=2.n.1,5 ¢ p.2d
De donde P = 2.n.1,5 4 p.2d A (1)

A su vez, ¢l perf{metro real de moléenlas de fosfol{pido
que rodean los islotes del polipéptido, supantendo que todas
estan alrededor de los mismos y no formando asoclaciones en-

’,
tre sI, sera:
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Pr= K 1o N.7,2 R @

donde K es la fraccion de moléculas de los fosfol{pldos --
existenteg en la monocapa, cmpleados en rodear los islotes.

Para la fraccién molar de fosfolfpidos Xe= 0,17 en  la
que ya no exlste un camblo en las condiciones de la transi-
cién de la monocapa, suponemos que las moléculas de fosfoli
pido han cerrado ¢l per{metro de los islotes de PH, con 1lo
que tendremos que:

Pp = P

[+]

Esto permite obtener alguna informacién sobre el tamado
de lds'islotes; suponiendo que se cumplen las condiciones -
establecidas y utilizando-los resultados experimentales ob-
tenidos. '

Para los cdlculos se han tenido en cuenta las variacio
nes siguientes respecto del modelo sencillo iniclal:

a).- Proporcién de fosfolfpido (K) que interviene en rodear
los islotes y, que por'lo tanto, produce un efecto de
interaccién que se observa para X = 0,17. En la fig.22
(1{neas llenas) se representa la variacidn de PR en -
funcidén del nimero de moléculas de PM para 100%, 7Si,
50% y 25% de utilizacidon de moléculas de fosfolfpido -
que rodean los lslotes; esto se refleja en la ecuacidn
(2) con un facter K de correccién que valdrd 1;0,75;0,5

6.0,25 respecgivamente.

b) - Longitud promedio de la hélice. Se puéde considerar e-

quivalente a una molécula entera de PM (311 residuos -
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dc metionina como promedlo), media molécula y un cuarto

de molécula; es decir, que )la molécula esté constitufda

por una sola hélicec o doblada dos o cuatro veces. En la
fig. 22 (1{neas punteadas) se¢ reprecsentan los perf{metros
en X, en funclén del nimero de moléculas de PM, utilizan

do la ecuacion (1),

c) - Otro factor importante a considerar es el correspondien
te al grado de solapamiento entre las cadenas de poli-L
-metionina. En la ecuacion (1) se considerdé que era del
100%; en caso de que existan situacliones como )a que se
muestra en el esquema b es necesario hacer una correc--
cién para el cdlculo del per{metro de los islotes, que
vendrd dado por:

n. 1,5 . 2 (p-1) (1-a) .

y que se aplica a la ecuacion (1). El factor de solapamiento

vale 1 cuando éste es total y O en el caso en que no lo hu
biera en absoluto y no se formasen islotes.

De este modo la ecuacion (1) se transforma en:

Pe =n. 1,5 .2 (14 (p-1)(1-a)) + p.2d R 3)
stendo ahora P, , el valor del per{metro del islote al intro-
ducir el factor de solapamiento.

‘En las fig. 23, 24 y 25 1{neas punteadas se han repre--
sentado la variacién de P para distintos valores de solapa-~

miento, frente al ndmero de moléculas de polipéptido.

Los puntos de corte de las lineas oblenidas de la reprgcw
&

sentacion de las ccuaciones PR y Pa indican los valores

2

e«
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Fig.22.~ Pr,perimetré real de las moleculas de fosfolipido que

ol

4 6 moléculas

rodean el islote de PM para las proporciones del 100,
75.% 50 y=25° en funcién del mimcro de molcculas de
PM.P,, ,perimetro decl islote de PM para helices de 311,
311/2 y 311/4 rcsiduos,con un solapamiente del 1007,
en funcién del nimero de moleculas de PM.
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Fig.23.- Pr,perimetro real de las moleculas de tosfolipido que
rodcan el islote de PM para las proporciones del 1007,
754 507y 257 en funcidn del ntero de moleentas de
PH. Po sperimetro del islote de PM para helices de 311,
11/2 y 311/4 rcsiduos,coﬁ un solapamicnto del 707, cn

funcién dcl nimero de molcculas de PM.
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Fig.24.~ Pr,perﬁnetrd‘ real de las molcculas de fosfolipido que
" -rodean el islote de PM para las proporciones del 100%,
757, 507 y.25° en funcién del nimero de moleculas de
PM. P,,perimetro del islote de PM para helices de 311,
311/2 y 311/4 residuos,con un solapamiento del 50.,¢n
funcién del nimero de moleculas de PM.
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Fig.25.- Pr,pcr.[mcl'.ro rcal Jde las molcculas do fosfolipido que
rodean el islote de PM para las proporciones del 1007,
75%, 507 ¥y 257 en funcién del nimcro de molecculas de
PM, P, ,perimctro del islote de PM para helices de 311,
311/2 y 311/4 residuos,con un solapamiento del 303,en

funcién del niimero de moleculas de PM,
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del perimetro.de los islotes y el nimero de moléculas de po-

lipéptido compatibles con los supuestos aceptados y con la

fracclon

" mente.

molar dec polipéptido X = 0,17 obtenida experimental

Estos valores estan recogidos en las tablas Vv, VI, VII

y VIII de las que se observa lo siguiente:

1.- Para

un solapamiento del 100%

El nimero de moléculas por islote para la fraccidn
de fosfolfpidos considerada apenas varfa con la -
longitud de la hélice,. es decir, e§ independiente

de que la hélice sea una molécula entera, media- o

.un cuarto.

£1 factor de utilizacién de fosfol{pido que rodea

el isloteiinfluye casi proporcionalmente en el nd-
mero de moléculas de aquel; para K = 1(100%), apro
ximadamente, 2 moléculas; para 0,5 (50%) aproxima-
damente 4,5 moléculas y para 0,25 (25%) aproximada
mente 10 moléculas. En este Gltimo caso el sistema
de ecuaclones (1) y (2) no tienen solucion para mo

léculas no dobladas.

2.- Solapamiento no_total

"a.- al disminuir el solapamiento aumenta tanto el va--

lor del! perfmetro que en las condiciones estableci
das hay sélq un‘nﬁmerg limitado de soluclones al -
problema. $6lo para un L00% de utilizacién de las
moléculas dé fosfolfpldo hay soluciones en la mayo

rfa dec los casos.
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Tabla V: Nimcro dc moléculas de PM, con un solapamicnto
del 100% que intervienen en la formacidn de is-

lotes.

Pa : Nimero de hélices Pt Proparcidén de fosfolipido %

............

que tiene la cadena PM

100% 75% 50% 25%
1 hélice 2.15 2.9 4.5
2 hélices 2.2 2.9 4,5 10.2

.......................

.....................
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Tabla VI: Ndmcro de moléculas de PM, con un solapamiento
del 70%, que intervienen en la formacldn de 1s

dotes

Py t Nimero de hélices PR:Proporcién de fosfolfpido %
que tiene la cadena PM fp—u- """ 7 1T ]
100% 75% 50%
1 hélice 4,2
2 hélices 2.2 3.5 9.6
4 hélices 1.8 2.6 4,8
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tabla VII: Némero de moléculas de PM, con un solapamicnto

-de) 50% que interviencn en la formacién de is-

lotes

P,: Nimero de hélices

que tiene la cadena PM

- 100% 75% 50%
1 hélice
2 hélice 2.4 5.2
4 héllce 1.6 2.4 5.2
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Tabla VIII: Nimero de moléculas de PM, con un solapamliento

del 30% que intervienen en la formacion de is-

lotes
B ¢t Nimero de hélices PpiProporcién de fosfolfpido %
que tiene la cadena PM ol 1~ o
100% 75% 50%
1 hélice
2 hélice 2.1
& hélice 0.8 1.8 4.0




b.- independientemente del factor de utilizacion k de -
los fosfol{pidos, cl ndmcro de posibles moléculas -
que constltuyen los islotes disminuyc al disminuir

la longitud de la hélice.

Anteriormente, en el apattado 4.2. de este capftulo re-
ferido a poli-L-metionina, se calculd, por modelos molecula .
res, los valores para el drea por residuo en funcién del ni-
mero de hélices paralelas que se pueden asociar para formar
un islote de PM, Cuando estos valores se contrastan con 1los
observados en'la isoterma de compresion de las capas monomo-
leculares correspondientes, se encuentran valores que corres
bonden a los contrastados con modelos para asociaciones de -
alrededor de 5 hélices y que en cierto modo esta asociaclén
representa un valor préximo al if{mite.

Los calculos realizados en los sistemas PM-?C, PM-DOPC
correspondientes a la fraccion molar en fosfolfpido X = 0,17
para obtener asimismo informaclén sobre el posible tamafo de
los islotes de PM, ﬁuestran también el ndmero aproximado de
5 moléculas (ver tablas V, VI, VII y VIII) dentro de varlias

posibilidades que exponemos a continuacion:

1.- Un solapamiento de las hélices del 100%, estando la mo-
lécula de PM formada por 1,2 o & hélices, dar{a como re
sul tado islotes constituidos por, aproximadamente, 4,5
moléculas con un 50% de utilizacion dec fosfol{pido.

2.~ Un solapamicnto de las hélices del 70%, estando las mo
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l1éculas formadas Blen por 1 o por 4 hélices, producirfa
islotes de aproximadamente & moléculas con un 100% de -
utilizacidn de fosfol{pido, y aproximadamente 5 molécu-
las con un 50% de utilizacidn respectivamente.

3.- Con un solapamiento de las hélices del 50% cuando las -

moléculas estin formadas bien por 2 o & hélices, tendria

mos como resultado islotes formados por 5 moléculas -

con un 75% y un 50% de utilizacidn respectivamente.

De todo esto se puede conclulr que hay una gran posibi-
lidad de que los islotes estén constitufdos por unas 2 a 5 -
moléculas que formasen un ndmero no claramente determinado -
qe hélices en paralelo, aungue mayor de &4, con un grado de
solapamiento de aliededor del 70% y una utilizacidn de fosfo
"1fpido entre el 100% y el 50%. Esto estarf{a de acuerdo con
los valores experimentales del irea porAresiduo obtenidos de
las -isotermas de compresidn de las monocapas puras de PM y -
con la existencia de un valor l{mite en la modificacién de -
la preslén de t}anslcién, por la presencia de fosfol{pido, -
que se observa en las monocapas mixtas PM-PC, DOPC y que --

corresponde a la fracclén molar 0,17,
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4.3.4, MONOCAPAS MIXTAS DL POLI-p-METIL-L-GLUTAMATO Y FOSFA-

TIDILCOLINA - NATURAL

La fig. 26 nos muestra la variacién del drea por residuo
medio en funcién de la fraccidén molar de fosfolfpido para el
sistema PMG-PC para diferentes valores constantes de presidn
superficial (5,10,16 dln.cm—l). En todos los casos se observa
un comportamiento lineal. La citada representacidn nos indica
que para presiones Inferiores a la transicién ambos componen-
tes forman una disolucidn ideal, o bien que son inmiscibles -
(89).

Para la presidn superficlal de 16 din.cm'1 los datos de
la anterior representaclén muestran, como se indica en la fig.
27 que el drea ocupada por el polipéptido PMGC en funcidén de
su proporcion en la monocapa mixta presenta un valor constan-
te e independiente de la proporcidén de polipéptido en el sis-
tema.

Las fig. 26 y 27 nos reglstran los resﬁltados para el va
lor de presién superficial 2& dln.cm-l correspondiente a zﬁnas
superiores a la de transicidn, se observa una desviacidn nega
tiva de la idealidad. Este fendmeno puede deberse a la expul-
sién de parte de las moléculas que forman la monocapa de PMG
con formacion de una blcapa como sugiere MALCOLM (84). Esto -
explicar{a, ademis, el cambio de pendliente que aparece para -
valores de presiones superiores aunque proxima al correspon--

diente a la de transicidn.
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Fig.27.~ Arca por residuo ocupada por poli- p -metil-L-gluta-
mato(PMG) en funcién de su fraccién molar en las -
monocapas mixtas de PMG-PC,para las presiones super

ficiales de 16 y. 24 din.cm_l.
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En la flg. 28 se representa el valor de la presion de
translcidn del polipéptido en funcién de la fracclién molar -
de fosfolf{pido PC. Dentro decl error experimental no hay va--
riacién de la presién de transiclén con la composicién de la
monocapa mixta, es decir, los valores para la transicion en

llas mezclas fosfolfplido-polipéptido colnciden con el valor -
de este ltimo. Estos resultados sugleren que a;bos componen

tes son inmiscibles.

4.3.5. MONOCAPAS MIXTAS DE POLI-y-METIL-L-GLUTAMATO y 1,2

DIOLEIL-L-a- FOSFATIDILCOLINA

En el sistema PMG-DOPC hemés Seguldo para su estudio --
igual criterio que el indicado para mezcla PMG-PC.

La fig. 29 nos muestra la variaclén del 3rea por resi--
duo.medlo en funcidén de la fraccidn molar de fosfollpido en
la monocapa mixta para diferentes valores constantes de pre-
s1én superficial (5,10,16 din.cm 1), En todos los casos se -
.observa un comportamiento lineal.

En la fig. 30, se representa para la presion superficial
de 16 din.cm™! el 4rea ocupada por el polipéptido PMG en fun
cion de su proporcidn en la monocapa mixta; mostrando una va
riacidn lineal e independiente de la proporc{én de dicho po-
lipéptldo cn ¢l sistéma.

Las fig. 29 y 30 nos rcgistranrlos resul tados para el -

valor de prestién superficial de 24 din.cm-l, se observa una
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Fig.28.- Variacién de la presién de transicién de poli-p -metil-
L-glutamato(PMG) en funcién de la fraccién molar de fos .
fatidilcolina natural(PC),en monocapas mixtas de PMG-PC.
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- Fig.29.~ Area por regiduo medio en funcién de la fraccién molar
de 1,2 diolgii—b—n ~fosfatidilcolina(DOPC) en monoca —
ras mixtas & PMG-NOPC para las presiones superficia-
les de 5, 10, 16 y 24 din.cn T,
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Fig.30.- Area por residuo ocupada por poli-j-metil-L-glutama-
to(PMC) en funcién de su fraccién molar en las mono-
capas mixtas de PHG-DOPC,para las presiones superfi-

ciales de 16 y 24 din.cm'l.
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desviacidn negatlva de la ldealldad;

En la fig. 31 se representa el valor de la presién de
transicién del polipéptido en funcidn de la fraccidn molar -
‘de fosfollpido DOPC. Se observa un comportamiento independieﬂ
te de la composicién de fosfolfpido en la monocapa mixta co-

mo en ¢l caso de las mezclas PHG-PC.

El comportamiento de ambos sistemas es semejante y suy-
glere una incompatibilidad de los componentes, l$ dnica in--
fluencia del fosfol{pido va referida al mayor area ocupada -
por residuo medio en la monocapa mixta.

Estos resultados contrastan con los obtenidos para 1las
mezclas PM-PC y PM-DOPC y ponén de manifiesto la importancia
en estos fendmenos de la naturaleza de las cadenas laterales

“de los pollaminoécldos puesto que ambos sistemas mantienen -
hasta la zona de transicidn caracterfstica de cada pollpépti
do, una conformacidén ordenada a-hélice,

‘ G.GABRIELLI y col. (68) (67) han estudiado monocapas -
mixtas de polipéptidos y 4cidos grasos; asf{ con el poli-y-ben
cil-t-glutamato los resultados son diferentes para la mezcla
con 4cido ariquico que para con el 3cido oléico, aunque am--
bos sistemas cumplen la ley de aditividad de las dreas me---
dias, su comportamliento resbecto a la presion de transicidn
indica una incompatibilidad en el primer caso mientras que
son compatibles‘para‘el segundo, lo que suglere, segin los
autores, la tmpoartancfa del factor estérico para el acopla--
miento de polimeros polipeptidicos y l{pidos.

BIRDI (70) estudioé monocapas mixtas de poli-L-alanina y
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Xporc

. Fig.3l.- Variacién de la presién de transicién de poli-y -
metil-L-glutamato(PMC) en funcién de la fraccién
molar de 1,2 dioleil-~L-a -fosfatidilcolina({DOPC),

en monocapas mixtas de PMG-DOPC.
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lfpldos en la Interfase alrcf/agua observando tres pfeslones

de transiclén o colapso. El primer y tercer valor de presién
fucron ldénticos en magnitud a las presiones de colapso de

. los componentes puros, mientras que el segundo valor se en-

contrd estar relacionado con el l{pido presénte en el siste

ma y, aunque las monocapas mixtas en ambos sistemas cumplen

1a ley de aditividad, este autor sugiere que la magnitud -

del estado de colapso intermedio puede estar relacionada con
las fuerzas de van der WAALS presentes en ias monocapas de

1{pidos.

CHATELAIN y col. (63) estﬁdlaron la interaccién 1{pido-
polipéptido en la Interfase aire/agua extendiendo aquel‘ en
un sopo;te acuoso mientras éue el polipéptlﬁo se disolvia en
el mismo. Las medidas de piesiones y radiactividad superfi--
clales sugleren que la Interfase llpldo-agua no induce un -
cambio de conformacidn del polibéptido adsorbido y que el nd
mero de moléculas de polipéptlido que se fija sobre la monoca
pa de l{pido depende exclusivamente de una interaccién elec
trostdtica; aunque la naturaleza de la fnteraccién entre las
moléculas de 1{pido y polipéptidos en el plano de las inter-
fases es, sln embargo, esenclalmente hidrofébica.

SHAFER (65) estudi$ la Interaccidn de diferentes polia-
minodcldos con monocapas de 1{pidos observando que solamente
se producen cambio{.de presién superficial cuando los polia-
minodcidos h551cos'fﬁtcrnccionan con monocapas de lipidos -
cargados negativamente.

" Todo esto indlca la aqran complejidad del fendmeno de in
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teraccion polipéptido-1{pido ya que, con gran probabilidad
interviencn, taﬁto la naturaleza de las interacciones entre
1;5 propias moléculas de polipéptido, como las quc pueda --
‘existir entre las cadenas laterales de las ﬁlsmas y los 1f-
pidos, sin dejar de lado consideraciones detipo estérico -
qué puéden Jugar también un papel importante.

El hecho de que el PMC sea uno de los polipéptidos mas
cristalinos de la serie de los poli-L-glutamatos sustituldos
puede estar relaélonado con su incapacidad para ser compati-
ble con fosfollpidés en la interfase. Por otro lado, la pre-
sién de transicién mids alta que la PM suglere una mayor es--
tabilidad de su estructura ordenada en la interfase,que indi
ca unas interacciones mds fuertes relacionadas con la natura

" leza delresiduo lateral.
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La conformacién molecular de los poliaminodcidos estudla-
dos depende de la naturaleza del disolvente empleado para
su extensién en la interfase alre-agua y estd relaclona-
da con'el comportamicnto &e la monocapa observandose iso-
termas de compresion dlstlntasbpara.el mismo polipéptido.
En general una conformacién ordenada o -hélice de la ma--
cromolécula, hace que las curvas =-A presenten una zona

de transicién de gran compresibilidad que se inicia a una
presldn superficlal caracter{stica del poliaminodcido.Es-
ta transicion desaparece para conformaciones desordenadas
(ovillo estad{stico) y se mantiene aunque las lsotermas -

differen para estructuras ordenadas del tipo

En el caso de la poli-L-metionina las isotermas de compre
sion registradas para 1qs monocapas obtenidas con disolu-
ctones del polipéptido en disolvente no polar (conforma--
c1én a-hélice) muestra un comportamiento condensado de la
monhocapa y una transicidn a aproximadamente 10 din.cm'l.

Con disolvente polar (conformacidén ovillo estad{stico)las
isotermas muestran un empaquetamiento mayor de las molécg

las (Speas por residuo menores) y no hay zona de transi--

cidn. A presiones elevadas, después de la transicién, la

" isoterma indica un comportamiento semejante en los dos ca

3.~

sos estudiados. ~

Para el poli-p-metil-L-glutamato se observa un comporta--

~
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mlcnto'cualltativamente seme jante si el disolvente em--
pleado es no polar (conformacién a-hélice) o, polar(con
formaclon cn ji-estructura). En ambos casos aparece una
zona de transicién de alta compresibilidad. Sin embargo
la conformacidn a-hélice determina ireas por residuo ma
yores y el iniclo de la transicidn es a 18 din.cn’l, Pa

ra las p—estructura la transicidén se inicla a 16 din.cm”

Los estudios por compresidn vy degcompresién sucesivas -
de las monocapas ponen de manifiesto la‘presencia de un
éiclo de histeresis en las formadas por los polipépti-~-
dos en conformacién a-hélice. La descompresién a gran--
des areas por residuo hace que las moléculas recobren -
él estado inicial lo que indica que este es el mis esta
ble, y qué la transicidén en este caso no supone un cam-

bio conformacional total o irreversibbe .

Estudios comparativos de las areas por residuo observa-
das en las isotermas dekcompreslén, calculadas a partir
de los modelos moleculares_a escala, Indican que las mo
léculas de polipéptido en a-hélice deben estar asocia--
das en paralelo, formando islotes de al menos 5 hélices.
Por otro lado, el tnicio de la transicion de alta com--
presibilidad no implica necesariamente la separacion de
la Interfase de las estructuras a-hélice y el apilamlien
to de las mismas en hicapas.\La transicion podrfia expli

carse al menos en el caso de 1a PM por un cambio confor

1
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macional parclal y un mayor empaquetamiento molecular, co
mo suglercn algunos autores a partir de resultados espec-

troscéopicos.

Las monocapas mixtas correspondientes a los sistemas PM-
PC, DOPC y PMG-PC, DOPC cumplen en todos los casos la -
ley de aditividad para cualquler composlclén de la mono-
capa, lo que indica que sus componentes son inmiscibles,
ya que por el mantenimiento de las caracter{sticas de la
isoterma del pollaminoicido en las monocapas mixtas, no

cabe esperar una disolucion ideal de los mismos.

En ei caso de las monocapas mixtas de Pﬁ-fosfolipidos,es
posible, sin embargo, un cierto grado de compatibilidad

entre los componentes, que sugiere una interaccién 1{pi-
do-polipéptido ya que se observa en las isotermas de com
presion una modulacién de la zona de transicidn observa-
da con moléculas a-hellcoidales, deblda al fosfolf{pido.

ta presion a la que se inicla el proceso aumenta al au--

mentar la presencia de fosfolipldo hasta un valor lfmite,
que corresponde a una fraccién molar de fosfolipido 0,17,
Un andlisls matemdtico para esta fraccién molar de 1{pido
correspondiente a los sistemas PM-PC, DOPC, permite estj
mar el tamaiio df los islotes de poli-L-metionina rodea--
das de fosfolfpido. Los rcsultados concuerdan con los ob

tenidos. con modelos moleculares.

~



8.- El grado de insaturacidn del fosfolfpido no influye en -
los resultados obtenidos, Gnicamente produce un cfecto -
de mayor expansidén en las monocapas mixtas al aumentar -
el grado de insaturaclén. Por otro lado, las caracterfs-
ticas quimicas de los residuos laterales del aminoidcido
como responsables de las interacciones entre las cadenas
del polipéptido,parecen determinar la compatibilidad su-
perficial con los fosfolfpidos estudiados sin que el gra
do de insaturacion de los mismos tenga ninglin efecto a--

preciable.
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