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l. Introducci6n 

Las membranas constituyen un porcentaje significativo 
del peso seco de cualquier célula y su presencia es destacada en 
cualquier sistema vivo. Las membranas celulares tienen un papel 
activo en multitud de procesos vitales como nutrici6n, comunica
ci6n, reconocimiento de c6lulas, biosintesis, etc. 

Esta multitud de papeles activos dificilmente puede re
conciliarse con una descripción estática de las membranas, por 
ello en general se acepta actualmente el modelo del mosaico flui
do: los lipidos se encuentran formando una bicapa fluida donde 
"flotan" las proteinas(l). Esta descripción es también una simpli
ficaci6n pues no tiene en cuenta las interacciones entre lipidos 
y proteínas o las variaciones locales de fluidez que pueden darse, 
por ejemplo, como consecuencia de un fen6meno de separaci6n de 
fases o debido a gradientes de movilidad a través de la bicapa( 2). 

Para estudiar el efecto de la fluidez en la actividad 
de las proteinas de membranas se han desarrollado diversos méto
dos para modular este parámetro: modificaci6n de la composici6n 
lipídica en organismos auxotr6ficos(3), hidrogenaci6n catalítica 
de los lipidos en el interior de las membranas< 4), modificaci6n 
de la cantidad de colesterol(5). 

En este trabajo se han realizado una serie de estudios 
encaminados a lograr otro tipo de modulaci6n de la fluidez median
te la polimerizaci6n de las cadenas laterales de los fosfol1pidos. 
Este trabajo se relaciona, aunque es conceptualmente distinto, con 
la utilización por Khorana( 6 )de grupos precursores de carbenos 
para la dimerizaci6n fotoquimica de lipidos en membranas. 

El grupo polimerizable elegido fué el grupo diacetileno, 
por su pequeño tamaño y su facilidad de polimerización fotoquími
ca en fase s6lida. 
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2. Síntesis de !osfolipidos diacetil~nicosC7) 
Los fosfolipidos estudiados pertenecen al grupo de las 

~-glicero-3-fosforilcolinas, cuya estructura se presenta en la 
figura 1: 

o 
11 

o - p 
1 
o 

Como características estructurales de este tipo de compuestos hay 
que señalar la inequivalencia de los dos grupos acilo R1 y R2 , y 
la existencia de un centro quiral en la posiei6n 2 del resto de 
glicerol, cuya configuraci6n natural es ~· 

En el presente trabajo se han sintetizado los !os!olí
pidos siguientes : 

I 

II 

III 

IV 

Rl 
10,12-tricosadiinoil 
10,12-pentacosadiinoil 

acil . 
10,12-tricosadiinoil 

R2 

10,12-tricosadiinoin 
10,12-pentacosadiinoil 
10,12-tricosadiinoil 

octadecanoil 

Los fosfolípidos en que R 1 ~ R2 se han sintetizado por 
acilaci6n de la sn-glicero-3-fosforilcolina aislada de fuentes 
naturales por el--;;étodo de Brockerhoff y Yurkowsky(B)que propor
ciona producto opticamente puro. 

Los fosfolipidos en que R1 ~ R2 se han obtenido esteri
ficando l-acil-~-glicero-3-fosforilcolina obtenida por hidr6lisis 
enzimática de fosfolípidos precursores apropiados. 
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2.1 .• Síntesis de ácidos grasos diacetilénicos 
El paso clave en la síntesis de los ácidos grasos fué 

un acoplamiento de Cadiot-Chodkiewicz(9)de un haloalquino con un 
acetileno terminal. Esta reacci6n está catalizada por iones Cu(I) 
y requiere la presencia de una base y un agente reductor. 

La dimerizaci6n de alquinos terminales, catalizada por 
sales de Cu(II), está relacionada con el acoplamiento citado y 
constituye una reacci6n secundaria que hay que evitar reduciendo 
al •Ínimo la presencia de sales de Cu(II). Estas sales se carac
terizan por la coloraci6n verde que confieren al medio de reacción. 
La adici6n de hidroxilamina regenera el color amarillo indicativo 
de compuestos de Cu(I). 

Otra reacci6n secundaria es la dimerizaci6n del haloal
quino. Esta dimerizaci6n disminuye en el orden I? Br? Cl, pero 
la reactividad hacia el alquino disminuye en el mismo orden, por 
lo que el 6ptimo se obtiene según los casos utilizando iodo o 
bromo. En nuestro caso se utiliz6 iodo y la dimerizaci6n se mini
aiz6 añadiendo el iodoalquino lentamente sobre un exceso de alqui
no. Los rendimientos obtenidos fueron del 25 al 30% de producto 
recristalizado. 

El mecanismo de esta reacción no se conoce. El hecho 
de que no tenga lugar con haluros de alquilo hace suponer que no 
se trata de un simple ataque nucle6filo del acetiluro sobre el 
haloalquino. Uno de los mecanismos que se han sugerido para esta 
reacción consiste en una primera etapa de formación de un compues
to organecuproso, seguida por una segunda etapa en la cual el 
carácter saliente del halógeno estaría aumentado por la presencia 
de una segunda molécula de organometálico, mientras que el carác
ter nucle6filo del organometálico se acrecentaría mediante la for 
macibn de un complejo de cobre con el alquino(lO). -

La iodaci6n de uno de los alquinos se efectuó tratando 
el correspondiente magnesiano, obtenido a partir del alquino y 

bromuro de etilmagnesio, con iodo. 
Finalmente, los alquinos se obtuvieron por bromación y 

deshidrobromaci6n de los correspondientes alquenos. 
El esquema de síntesis se presenta en la figura 2. 
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1 Br2 

CH2- CH (CH2)8COOH 
Br Br 

lKOH 

HC = C (CH2)8COOH 

10 

Fig.2 

(CH2)ncH3 

l Br2 

(CH2)nCH'3 

l KOH 

HC =c -(CH2)nCH3 

. lEtMgBr 

BrMgC =e -(r::)nCHJ 

rc:::=c -(cH2)ncH3 

2.2 . Acilaci6n de la sn-glicero-3-fosforilcolina 
En la literatura se encuentran distintos métodos·(ll)para 

efectuar esta reacci6n, aunque algunos de ellos no son aconseja
bles pues dan lugar a productos secundarios de racemizaci6n o 
tr?.nsposici6n a través de la formaci6n de fosfatos ciclicos( 12). 
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El método más utilizado actualmente consiste en la 

reacci6n del anhídrido del ácido graso con el complejo de clo
ruro de cadmio de la sn-glicero-3-fosforilcolina, en presencia 
de dimetilaminopiridi~ como catalizador(l3). Esta reacción tie

ne lugar en un sistema heterogéneo, pués el complejo de GPC no 
es soluble en cloroformo, y debe llevarse a cabo en condiciones 
totalmente anhidras durante 48-52 horas. La actuaci6n de la di
metilaminopiridina como catalizador en reacciones de acilaci6n 
es conocida y transcurre mediante la formación de un agente aci 
lante intermedio (acilpiridinio). Los rendimientos són buenos 
(75-85%) respecto a la glicero fosforilcolina, pero hay que uti
lizar un exceso de anhídrido correspondiente a tres equivalen
tes de ácido para reducir la formación de lisofosfolípido 
(l-acil-~-glicero-3-fosforilcolina). 

Para evitar el bajo aprovechamiento del ácido graso 
sintético se buscó otro método de síntesis. El procedimiento 
utilizado fué una modificación de la síntesis descrita por 
Warner y Benson(l4 )para fosfolípidos insaturados. Este método 
se basa en la activaci6n del carbonilo mediante la formaci6n 
del acil imidaz6lido(l5~ Esto se logra facilmente por reacción 

del ácido graso libre con carbonildiimidazol a temperatura 
ambiente. La mezcla de reacci6n puede utilizarse directamente 
para el segundo paso de la reacción. 

La reactividad de los acil imidaz6lidos frente a los 
alcoholes es relativamente baja pero aumenta mucho en presencia 
de bases fuertes. El método de Warner y Benson utiliza dimetil 
sulfinuro s6dico en dimetil sulf6xido. Esta combinaci6n de 
disolvente y base presenta la ventaja de que el complejo de 
~-glicero-3-fosforilcolina es soluble, y por otra parte, la 
base es suficientemente impedida para no producir racemización 
con los tiempos de reacci6n utilizados. La reacci6n se efectua 
en baño de hielo y atm6sfera de nitrógeno, con un tiempo de 
reacci6n de 2-3 minutos y utilizando dos equivalentes de ácido. 

El problema para la aplicaci6n directa de este método 
en nuestro caso fué la baja solubilidad del imidaz6lido en DMSO. 
Esto se solvent6 utilizando una mezcla de THF y DMSO(l6 ). 
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Con el fin de estudiar el efecto de los triples enla
ces en la proximidad del grupo polar, se intent6 la síntesis 
de l fosfolípido derivado del ácido 2,4-tricosadiinoico, en que 
el grupo diacetilénico está conjugado con el grupo. carboxílico. 
La síntesis del anhídrido no pudo lograrse con diciclohexilcar
bodiimida. Reacci6n con cloruro de tosilo o anhídrido acético 
del ácido libre o su sal produjeron un compuesto que por su 
espectro infrarojo podría ser el anhídrido deseado pero que re
sul t6 ser estable al tratarlo con HCl 5N y acetona durante tres 
dias a temperatura ambiente. La reacci6n con anhídrido acético 
dió lugar también a la formaci6n del anhídrido mixto, caracteri
zado por sus propiedades espectrosc6picas y sus productos de 
hidr6lisis. Los intentos de acilaci6n de la ~b-glicero-3-!osfo
rilcolina con este anhídrido mixto fueron infructuosos. ~inalmen_ 
te los intentos de realizar la acilaci6n a través del imidaz6li
do dieron lugar a una extensa descomposici6n del producto y una 
mezcla de productos fosforilados en bajo rendimiento, cuya puri
ficaci6n fué imposible. 

2.3. Síntesis de fosfolípidos mixtos 
En un punto del trabajo nos planteamos la necesidad 

de sintetizar f osf olípidos conteniendo unicamente una cadena 
polimerizable. Esto se llev6 a cabo utilizando los mismos m6-
todos de acilaci6n ya descritos. 

Las l-acil-~b-glícero-3-!os!orilcolinas se obtuvieron 
por hidr6lisis enzimática, con fosfolipasa A2 , de fos!olípidos 
naturales y sintéticos. La reacci6n enzimática es altamente 
regio- y estereoespecífica e hidroliza unicamente el grupo 
acilo en la posici6n 2. 

Para la síntesis del fosfolípido III (grupo diacetil! 
nico en posici6n 2) se part16 del producto de hidr6lisis enzim! 
tica de lecitina de huevo. Este, por la asimetria posicional 
de los fosfolípidos naturales, contiene unicamente ácidos grasos 
saturados -palmítico y esteárico- a pesar de que la lecitina de 
huevo contiene tanto ácidos grasos saturados como insaturados. 

Para la síntesis del fosfolípido IV (grupo diacetil! 
nico en posici6n 1) se parti6 del fosfolípido I (con dos cadenas 
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iguales) y se acil6 su producto de hidr6lisis con un ácido ~raso 
saturado. 

La síntesis de foafolípidos mixtos se llevó a cabo 
por el método del anhídrido ante el temor que las condiciones 
más ené~gicas del método de Warner y Benson pudieran dar lugar 
a transposiciones de grupo acilo entre las dos posiciones. 

Los fosfolípidos sintetizados se caracterizaron por 
capa fina, IR, RMN y cromatografía de gases de los grupos acilos 
(como ésteres metílicos). La pureza 6ptica y posicional se deter

min6 por hidr6lisis enzimática con fosfolipasa A2 • 
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3. Estudios de Resonancia Magnética Nuclear de carbono-13 

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de 

carbono-13 es un método de gran utilidad para el estudio de 

membranas. A pesar de su baja sensibilidad relativa respecto 

a la RMN de protón, la RMN de 13c presenta una serie de venta

jas sobre esta para el e studio de lípidos. En primer lugar, la 

mayor dispersión de los picos permite, en condiciones adecuadas, 

la observación de cada uno de los átomos de carbono de una lar

ga cadena hidrocarbonada. En segundo lugar, cuando se trabaja 

en dispersiones acuosas donde la resolución viene determinada 

por la anchura natural de los picos, la menor constante giro

ma gnética y la dilución de los nucleos de carbono-13 hace que 

el ensanchamiento dipolar sea mucho menor. Finalmente, la ause~ 

cie de acoplamiento homonuclear permite una interpretación más 

sencilla de los valores experimentales de tiempos de relajación, 

ob te n idos en condiciones de desacoplamiento total de los proto

nes. Salvo casos especiales , el único mecanismo de relajación 

importante es la interacción dipolar carbono-hidrógeno. 

En e s te trabajo nos propusimos el estudio de los 11-

pidos diacetilénicos sintetizados, por RMN de carbono-13. El 

primer paso consistió en la caracterización y asignación de las 

re s onancias, tanto de los fosfolípidos como de los ácidos grasos 

p recur ~ ores. Fara lograr este objetivo se utilizaron reactivos 

de despl a zamiento, cuya ut i lidad fué comprobada p ara una serie 

de á cidos prasos satu rados e insaturados. Las propiedades diná

mic a s s e estudiaron por medio de los tiempos de relajación. 

Se prestó e speci a l atención a los efectos que pudie

r a pr ovo cn r l a existe ncia de los triples enlaces en medio de 

l a cad en a c ~ r b on a da. Est o s pueden ser de tipo conformacional 
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o pueden ser el resultado de la gran anisotropia de l os dos tri 
ples enlaces conjugados. Esta anisotropia afecta a la constante 
de apantallamiento de aquellos nucleos situados cerca en el es
pacio y puede provocar desplazamientos. Por otra parte, reorien
taciones de la molecula de la frecuencia correcta pueden propor
cionar un nuevo mecanismo de relajación para los carbonos aceti
lénicos. 

3.1. Estudio del ácido 10,12-tricosadiinoico 
En la figura 3 se presenta el espectro de carbono-13 

a 50MHz del ácido 10,12-tricosadiinoico disuelto en benceno. 
La asignación de la mayoría de las resonancias es inmediata con 
la ayuda de la bibliografía(l7)o por comparación con otros áci

dos grasos. La perturbación causada por los triples enlaces en 
el centro de la cadena permite la resoluci6n de los carbonos 
correspondientes a los 17 metilenos. La asignación de estas 
señales fué posible mediante el uso de reactivos de desplazamie~ 

to. 
Los tiempos de relajación de este ácido se determinaron 

utilizando una secuencia (180-tau-90-T)n en la que el pulso de 
90º permite visualizar la relajación después de una inversión 
de niveles causada por el pulso de 1802(l8 ). Los datos experi
mentales se ajustaron directamente a una exponencial utilizan-
do un programa de ajuste no lineal(l91 

En la tabla 1 se presentan los desplazamientos quími
cos en benceno y los tiempos de relajación longitudinal(T1 ) de 

todos los carbonos del ácido 10,12-tricosadiinoico. 
En esta tabla puede distinguirse claramente el gradie~ 

te de movilidad desde el extremo polar al metilo terminal. El 
tiempo de relajación del carbonilo es relativamente corto para 
un carbono cuaternario. Esto probablemente debe atibuirse a la 
estructura dimérica de los ácidos carboxilicos en solución. 

Los tiempos de relajación de los carbonos acetilénicos 
es muy largo reflejando la ausencia de protones para su rel a ja
ción. Resulta muy interesante la rapidez de relajación de l os 
metilenos adyacentes a los triples enla ces. Esto indica l a difi-
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cultad de reorientaci6n del segmento lineal rígido de seis carbo 
nos incluso en una disolución verdadera. El hecho que este ef'ec 
to pueda observarse también en el carbono 8 (beta) descarta la 
posibilidad de un mecanismo de anisotropia de apantallamiento 
concurrente. 

TABLA l 
Carbono n2 ~EEm2 T;¡,~se1:52 

COOH l 181.50 2.09 
2 34.81 0.77 
3 25.45 0.99 
4 29.75 l.00 

5 29.87 1.20 
6 29.68 1.1'7 (20) 

7 29.53 1.16 
8 29.18 1.08 

yH2 9 19.95 0.95 (20) 

~ 
10 78.14 10.15 

e 11 67.34 l?.59 
1 

~ 12 67.29 18.68 
e 13 78.26 10.46 
1 
CH2 14 19.95 0.95 (20) 

15 29.27 1.37 
16 29.68 (20) 
17 30.02 1.95 
18 30.43 2.39 
19 30.55 2.55 
20 30.31 2.99 
21 32.87 3.79 
22 23.69 4.67 

CH3 23 14.94 6.30 
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3.2. Utilizaci6n de Yb(fod)
3 

en el estudio de ácidos grasos por 

Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 

La existencia de electrones desapareados en los 

elementos de la serie de los lantánidos puede producir despla

zamientos de las señales de RMN de moléculas orgánicas que pasen 
a form ar complejos con dichos iones. La interacci6n que da lugar 
a los desplazamientos observados puede ser de tipo dipolar, tam

bién llamada de pseudocontacto, o por deslocalizaci6n del elec
tr6n desapareado sobre el complejo -mecanismo llamado de conta~ 

to-. El primero de estos mecanismos es en general el que actua 

en átomos situados a más de 2 o 3 enlaces de distancia del ion 

metálico. 
La utilizaci6n de lantánidos en RMN reposa en el hecho 

de que el desplazamiento causado por el mecanismo de pseudocon

tacto presenta una dependencia ~eométrica definida. La expresi6n 

que rige esta dependencia es< 21 : 

D' (3cos
2 9- 1) 
r3 

D" (sen2 9 cos 2\f ) 
r3 

donde D' y D" son constantes y r, e, 'f son las coordenadas es

féricas del nucleo observado, tomando como origen el ion metá
lico. Si el complejo tiene simetría axial (al menos en la esca

la de tiempo de la RMN) la expresi6n se reduce a: 

D' (3cos
28 - 1) 
r3 

El valor de D' no se conoce, pero puede eliminarse utilizando 

el cociente de los desplazamientos para dos puntos distintos. 

Esta dependencia se ha utilizado con frecuencia para 
obtener informaci6n conformacional de moléculas rígidas, pero 

se puede utilizar también de un modo cualitativo para la asig

nación de señales por la distancia de los nucleos correspondie~ 

tes al punto de complejaci6n. 
Para la utilizaci6n de reactivos de desplazamiento 

con ácidos carboxílicos se presentan dos problemas: la baja ca

pa cidad de formac i ón de complejos con el ion metálico (la menor 

entre los co ~ puestos carbonilicos) y la destrucci6n de los com-
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plejos de thd (tetrametil-3,5-heptanodionato) que mantienen el 
metal en soluci6n en disolventes orgánicos( 22). 

En nuestro trabajo se utiliz6 como reactivo de despl~ 
zamiento el complejo fluorado de Yterbio Yb(fod)

3 
(fod= 1,1,1, 

2,2, 3,3-heptafluoro-7,7-dimetiloctanodionato). Los complejos 
fluorados resisten la presencia de ácidos carboxilicos sin des
componerse y causan un mayor desplazamiento a igual concentra
ción. La elecci6n de Yterbio se debe a que este elemento produ
ce el máximo efecto de tipo dipolar e, incluso para carbono 13, 
la contribución del mecanismo de contacto es mínima. 

En la figura 4 se presentan los desplazamientos obse~ 
vados para los distintos metilenos del ácido 10,12-tricosadiino! 
co al aumentar la concentraci6n relativa de Yb(fod)

3
• De la pen

diente de las rectas correspondientes a cada señal puede dedu
cirse la asignaci6n que se present6 en la tabla l. 

Para evaluar la posibilidad de obtener informaci6n 
conformacional a partir de este experimento, se estudi6 el des
plazamiento causado por una determinada concentraci6n de Yb(fod)

3 
sobre los distintos metilenos de la serie de ácidos grasos de 
18 átomos de carbono con una insaturaci6n en la posici6n central 
y se comparó con los resultados correspondientes para el ácido 
octadecanoico. En la figura 5 se presenta el desplazamiento, 
extrapolado a una concentraci6n equimolar de Yb(fod)

3
, para la 

serie citada y en función de la posición a lo largo de la cadena. 
En esta figura puede verse, en primer lugar, que el 

efecto del ion Yterbio puede detectarse incluso a 13-14 átomos 
de distancia. Esto es posible debido a la flexibilidad de la 
cadena hidrocarbonada. Por otra parte llama la atenci6n que apa
rezcan desviaciones respecto al desplazamiento observado en el 
ácido insaturado no sólo en los puntos de insaturaci6n sin6 tam
bién en la posici6n beta. 

La justificaci6n cauntitativa de la magnitud de los 
desplazamientos no puede hacerse en este caso mediante la sim
ple aplicaci6n de la ecuaci6n de McConnell-Robertson con las 
distancias medidas sobre modelos moleculares ya que al tratarse 
de moléculas flexibles, tanto el término angular como la distan 
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cia deben tra tarse estadísticamente. El resultado experimental 

obtenido puede entonces servir para la comprobaci6n de los mo
d elos estadísticos considerados. 

Utilizando el modelo de "random flight chain", que 

sunone segmentos unidimensionales (sin volumen), de longitud b 
unidos por sus extremos sin restricci6n de ángulos( 23), se obti~ 
ne que la media de los cuadrados de las distancias entre dos 

puntos es proporcional -al número de segmentos que los separan: 

Por otra parte, considerando una funci6n de distribuci6n angu
lar que consiste en suponer que cada metileno ocupa todos los 

puntos de una esfera limitada por un cono definido por un ángu

lo máximo, la ecuación de McConnell se transforma en: 
e_ 

b,.w nj(3cos2 8 - 1 ) W( 9) d9 
r3 

o 

f::iw Q3 3(1/4 sin2e.,.,.¡. 1/6) 
r 

Una de las consecuencias de este modelo seria la desaparici6n 

del ángulo mágico, pues la expresión entre paréntesis no cambia 

de signo para ningún valor de 8 . Este valor es un parámetro 

distinto para cada metileno y presumiblemente crecerá hacia el 

final de la cadena. 
El tratamiento de los datos experimentales para el 

ácido octadecanoico según estos modelos, a pesar de su evidente 

simplicidad, da resultados cualitativamente correctos. 

3.3 Estudio del fosfolipido l,2-bis(l0,12-tricosadiinoil)-sn

glicero-3-fosforilcolina 
El espe ctro de RMN de carbono 13 del fosfolípido 

l, 2 -bis(l0,1 2 -tricosadiinoil)-~-glicero-3-fosforilcolina, re
gistrado a 50MHz, en solución de d6-benceno, se presenta en la 
figura 6. La asignación, hecha a partir de datos de la biblio

f rafía, por comparación con el espectro del ácido y consideran
do el espectro "off resonance", se presenta en la tabla 2. 
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n 9 de orden 

1 

2 

3 
4 

5 
6 

7 
8 

9 
10 

11 

12 

13 
14 

15 
16 

17 
18 

19 
20 

21 

24 

TABLA 2 
asignaci6n 

QOOH 

QOOH 

Q C-C C 

QHOCOR 

e e-e e 
CH-N+ 
- 2 
QH20P-glicerol 

QH20COR 

CH20P-colina 
-+ 
N (QH3)3 
QH2COO-

QH2COO
CH2cH2cH3 
T9cH 

2 
18CH 

2 20cH + ? (2C) 
? 2 
·cH 
? 2 
ºCH 

16 2 
CH2cH2CH2C C-

-C - CCH2cH2-7 QH2 

(2C) 

l5CH2CH2C e-e e 

(ppm) 

173.49 

173.35 

77.65 

71.59 
66.75 

66.55 
64.16 

63.80 

59.96 
54.47 

34.68. 

34.49 

32.35 
30.04 

29.94 

29.79 

29.69 

29.52 

29.35 

29.23 

28 .• 97 
- 8 

22 -C C-C CCH2 QH
2 

28.83 

(1) (2) 

(2) 

(2) 

(2) 

(3) 

(3) 

(3) 

23 QH2CH2COO- 25.48 (2) 

24 QH2cH2COO- 25.38 (2) 
25 QH2cH

3 
23.16 

26 QH2c C-C CQH2 19.55 

27 QH2C C-C CQH2 19.49 
28 QH

3 
14.41 

(1) Valores relativos a TMS. Soluci6n en benceno-d6 a 20QC 

(2) Las dos señales proceden de las dos cadenas de ácido graso. 

(3) Las resonancias de los metilenos se asignaron por compara-
ción con el ácido libre. Los carbmnos 4,5,6 y 17 no pudieron 

asignarse de esta forma. 
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El espectro del mismo producto se obtuvo t amhién en 
una dispersión sonicada, en agua, a 60QC, y se pre senta en l a 

figura 7. 
Los fosfolípidos del tipo fosforilcolina forman espon

taneamente en agua estructuras multilamelares cerradas. Cada una 

de estas láminas está formada por una bicapa,mantenida por inte

racciones hidrof6bicas, idéntica a la que se encuentra en mem

branas naturales. Estos sistemas constituyen excelentes modelos 

para el estudio de la estructura de los lípidos en membranas. 
Cuando las dispersiones acuosas de fosf olípidos se 

someten a un tratamiento con ultrasonidos se forman pequeñas 

vesículas, unilamelares, de 200-300 nm de diámetro. El pequeño 
tamaño de estas vesículas permite su reorientaci6n rápida, y 
la difusión lateral de los fosfolípidos en una superficie de 

alto grado de curvatura produce una distribuci6n isotr6pica de 

orientaciones y elimina la interacci6n dipolar, permitiendo así 
la obtenci6n de espectros con una resoluci6n comparable a la 

que se obtiene en disoluci6n. 

3.3.1. Interacciones entre ~rupos diacetilénicos 
Roberts y cols( 24 demostraron la existencia de despl~ 

zamientos de los picos en los espectros de RMN de carbono 13 
de compuestos cíclicos conteniendo dos grupos diacetilénicos 

al disminuir el tamaño del ciclo. Este desplazamiento de las 

señales, tal como discutían los propios autores, podía tener 

dos orígenes: cambios en la hibridación de los carbonos aceti
l~nicos al aumentar la tensi6n del anillo o un e l ec~ o de la 

anisotropia diamagnética del segundo grupo diacetilénico. 

En nuestro trabajo encontramos un fenómeno similar. 
El pico correspondiente a los carbonos diacetilénicos externos 

presenta un desplazamiento y ensanchamiento importantes al pa
sar de una soluci6n orgánica a una dispersi6n acuosa. Este fe
nómeno es perfectamente reversible. 

Para determinar el origen de este efecto se e studió 

el espectro a distintos campos magnéticos. El re sult ado se pre
senta en la tabla 3. 
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TABLA 3 
Anchura de la banda a altura mitad de la señal correspon d i P. nte 

a los carbonos acetilénicos externos (~ ~ 78 ppm), medid e a 

diferentes frecuencias. 

Frecuencia del 

espectr6metro 

22.63 MHz 

50.31 
62.89 

90.52 

(llqi(Hz) 

27 

60 

75 

105 

1.2 

1.2 

1.2 

1.2 

La relación lineal entre el ensanchamiento observado y la fre

cuencia del espectrómetro permite afirmar que se trata de un 

efecto de desplazamiento químico y permite descartar otras 

posibilidades alternativas, como podría ser una disminución 

muy importante del tiempo de relajación, que si es de tipo 

dipolar debería ser independiente del campo magnético y si es 

debida a la anisotropia de desplazamiento debería variar de 

forma cuadrática. 

De acuerdo con la hipótesis de Roberts, y teniendo 

en cuenta la ausencia de tensi6n en nuestro sistema, la expli

cación más razonable consiste en atribuir el ensanchamiento y 

desplazamiento observados a la anisotropia diamagnética de los 

triples enlaces. 

Se estudió también, en las mismas condiciones, el es

pectro de un fosfolípido conteniendo unicamente una cadena de 

ácido graso diacetilénico. También en este caso pudo observarse 

un ensanchamiento de las bandas, aunque menor que en el caso 

del fosfolípido con dos cadenas conteniendo diacetileno. Este 

resultado parece indicar que lR interacción entre cadenas per

tenecientes a fosfolípidos distintos también es importante. 

Este punto tiene interés al discutir . (ver más adelante) los po

sibles tipos de polimerización. 
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~.3.2. Tiempos de relajación longitudinales 

Para obtener inf'ormaci6n sobre los cambios en la mo
vilidad de las cadenas de ácido graso causados por la introduc
ci6n de los grupos acetilénicos rígidos, se estudiaron los tie~ 
pos de relajación en dispersiones acuosas de fosfolípidos cuyos 
grupos acilo contienen dos, uno o ningún triple enlace. 

El tiempo de relajación longitudinal o spin-red (T1 ), 
representa la constante de tiempo de la exponencial que descri
be el retorno de la magnetización macrosc6pica a su valor de 
equilibrio tras una perturbación que implique cambios en la po

blación de los distintos niveles. 
A nivel microscópico, para que haya transferencia de 

energía del núcleo al entorno, dicho núcleo debe estar someti
do a interacciones fluctuantes de la frecuencia apropiada. La 
función de densidad espectral (J) proporciona la amplitud del 
campo magnético local a la frcuencia de Larmor del núcleo que 
se relaja. Para un movimiento isotrópico vale( 25): 

La escala de tiempo de los movimientos que afectan 
a la relajación son del orden de 10-8 ,10-lO segundos. 

El origen de los campos magnéticos locales, Hloc' 
puede ser diverso, el más común es aquel en que dichos campos 
magnéticos proceden de la interacción dipolar con protones di
rectamente unidos al nucleo de carbono 13 que se relaja. En es-

te caso: 
H - + t· 3cos

2 e - 1 
loe- - ' r3 

En presencia de desacoplamiento de-los protones, la relajación 
de los carbonos por este mecanismo tiene lugar siguiendo una 
exponencial sencilla con una constante de tiempo dada por: 

nr) )f 2 r~ r~ l/T1-
6 

(J0 (w.- wc) + 3J1 ( Wc)+ 6J2 (w.+ wc)) 

20 rCH 

Cuando ( w. 'te ) <( 1, el tiempo de relajación se hace independie_!! 
te del campo magnético y puede relacionarse directamente con Zc 
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Se determinaron los tiempos de relajación en disper

siones acuosas de fosfolípidos sintéticos conteniendo dos ~ ru

pos ª?ilo idénticos con dos, uno y ningún triple enlace. Con
cretamen:tte se estudiaron los fosfolípidos: l,2-bis(l0,12-trico
sadiinoil)~-glicero-3-fosforilcolina, 1,2-bis(B-octadecinoil) 
sn-glicero-3-fosforilcolina y 1,2-dihexadecanoil-~-glicero- 3 -

fosforilcolina. 
Las determinaciones se efectuaron a 333 K en disper

siones sonicadas conteniendo 50-70 mg/ml de f osf olípido en ta~ 
pon fosfato (0.05M pH=7.0) con un 50% de n2o y O.lmg/ml EDTANa2 • 
Las dispersiones se desgasaron burbujeando N2 y se mantuvieron 
en todo momento por encima de la temperatura de transición de 
los fosfolípidos. El método utilizado para la determinación 
fué el mismo que en el caso del ácido tricosadiinoico y los 
resultados experimentales se ajustaron directamente a una ex
ponencial. Los resultados experimentales se presentan en la 
tabla 4. 

En todos los casos puede observarse un gradiente 
de movilidad,reflejado en un tiempo de relajación prolongaco 
para los carbonos situados cerca del metilo terminal y un tie~ 

po corto para los metilenos situados en el extremo polar de 
la cadena. 

Los carbonos cuaternarios presentan tiempos de rela
jación más largos debido a la ausencia de protones directamen
te unidos a ellos. Resulta interesante observar, sin embargo, 
que así como en el caso del monoacetileno los tiempos de relaj~ 
ci6n de los carbonos carbonílicos y acetilénicos son compara
bles, para el fosfolípido diacetilénico el valor encontrado 
para los carbono~ acetilénicos es mucho menor. 

Hay que destacar también en la tabla 4 la rapidez 
de relajaci6n de loa metilenos contiguos a los triples enlaces 
en el fosfolípido diacetilénico. Para el fosfolípido mono acet! 
lénico el valor encontrado es más parecido al resto de los me
tilenos en el centro de la cadena. 
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TABLA 4 

Ti empo s de r e lajación en dispersiones acuosas de fosfolípidos 

Temperatura = 333K T1en segundos 

asiE1:i!!ación ¡:¡ruEo acilo 
HEXADECArlOIL 8-0CTADECINOIL TRICOSADIINOIL 

Tri Eles enlaces o 1 2 

COO- 3.0 3.5 3.0 ±0.5 
QH2COO- 0.33 0.30 0.37 ±0.06 
QH2CH2COO- 0.4 0.4 0.3 ±0.l 

(CH2)n 0.6 0.8 0.5 
QH2C C o.6 0.28 ±0.02 
c.=c 3.4 l. 3/1.2 ±0.l 

QH2CH2cH3 
1.18 0.98 1.19 ±0.07 

QH2cH3 
1.8 2.0 1.9 ±0.l 

CH
3 

5.0 5.4 3.7 ±0.3 
+ 0.83 1.20 1.09 ±0.03 (CH

3
)
3

N 
CH20Pcolina 0.5 0.5 0.4 ±0.l 

La gran velocidad de relajación de los carbonos acetilénicos 
y los correspondientes metilenos en alfa indica que la movili
dad de este segmento en el interior de la bicapa es muy peque

ña. Esto está de acuerdo con las interacciones entre diaceti
lenos ob s ervadas t ambién por carbono 13. Comparativamente, la 
restricción de la movilidad en el cent ro de la cadena tiene 
lugar en un gr ado mucho menor en el caso de un solo acetileno. 
Estas interac ciones explican la baja t emperatura de transición 
de lo s fosfolípidos diacetilénicos en relación con el número 
tota l de átomos de carbono en las cadenas de ácido graso. 
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4. Polimerizaci6n de fosfolípidos diacetilénicos 

Los diacetilenos presentan una reacción de polimeri

zación inducible térmica o fotoquímicamente que tiene lugar unl 

camente en fase s6lida. Esta reacción permite obtener cristale s 

únicos de polímero a partir de cristales de mon6mero. El esque

ma de polimerizaci6n es el siguiente( 26 ): 

R' 
1 

hv 

El mecanismo de esta polimerización está poco claro 

pero parece que intervienen carbenos como especies intermedias. 

Estudios cinéticos indican que una vez iniciada la reacci6n, la 

propagaci6n es muy rápida, dando lugar a polímeros de peso mol~ 

cular elevado, siendo la propagaci6n limitada por los defectos 

del cristal( 27). El polímero resultante es altamente insaturado 

lo que le confiere una coloración característica. 

Los fosfolípidos hidrRtados presentan dos fases prin

cipales dependiendo de lP. temperatura. El paso de una fase o 

otra ocurre a la temperatura de transici6n(T ) detectable calo

rimétricamente y por distintos métodos espec~rosc6picos.C 2 S)Por 

Fundación Juan March (Madrid)



32 

Fig. 8 

I II 

¿ ! 

m 
Fundación Juan March (Madrid)



33 

debajo de esta temperatura se produce un aumento de orden de 
las cadenas alifáticas equivalente a una cristalizaci6n de di
chas cadenas. Se ha podido comprobar que la polimerizaci6n de 
los'fosfolipidos diacetilénicos solamente tiene lugar por de
bajo de la temperatura de transición. 

En nuestro caso la polimerización se llevó a cabo 
mediante luz ultravioleta con un máximo de emisión a 254 nm 
sobre dispersiones acuosas de fosfolípido a OQC o sobre discos 
de KBr conteniendo 2-5% de fosfolipido comprimidos en ausencia 
de aire. El polímero obtenido es soluble en cloroformo y puede 
extraerse junto con el fosfolipido que no ha reaccionado. La 
purificación se efectuó mediante una columna de Sephadex LH-60. 
Los rendimientos obtenidos para el fosfolipido l,2-bis(l0,12-

tricosadiinioil)~-glicero-3-fosforilcolina son del 6-7% utili
zando discos de KBr y del 15% utilizando dispersiones acuosas. 
En este caso los rendimientos están limitados por la aparici6n 
de polímero insoluble a partir de un cierto tiempo de irradia
ción. 

La existencia de dos cadenas polimerizables en un 
mismo fosfolipido abre la posibilidad de una serie de estructu
ras distintas para el polímero correspondiente. Estas se prese~ 
tan en la figura B. 

Según este esquema los polímeros con estructuras I 
(enlaces intra e intermoleculares) y II ("ladder-polymer"), no 
podrían dar puntos de entrecruzamiento, pero las estructuras 
III y IV dejan la mitad de las cadenas sin reaccionar. La poli
merización de parte de estas cadenas produciría puntos de en
trecruzamiento que darían lugar a la insolubilidad del políme
ro resultante. 

Las pruebas experimentales que apoyan la idea de que 
el polímero insoluble es fruto de entrecruzamiento son la per
fecta ilolubilidad de polímeros de composición definida (tipos 
III y IV) y la solubilizaci6n del producto entrecruzado por 
digestión con fosfolipasa A2 • 

Para tener polímeros de estructura definida se sinte
tizaron fosfolípidos conteniendo unicamente una cadena polime-
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rizable en las posiciones 1 6 2. Por irradiaci6n estos fosfolí
pidos sólo pueden dar un tipo de polímero (III y IV respectivame~ 
te). Estos dos tipos de polímero presentan espectros de dicrois
mo circular apreciablemente distintos y pueden utilizarse como 
referencia para interpretar diferencias en el producto de poli
merización de fosfolípidos con dos grupos diacetilénicos en dis
tintas condiciones. 

Las conclusiones que se desprenden de este estudio 
son que el polímero de tipo III se forma preferentemente a tem
peraturas muy inferiores a la temperatura de transición, mien
tras que el polímero IV se forma con facilidad a temperaturas 
m~s elevadas, aunque siempre por debajo de la temperatura de 
transición(29). 

La formación de polímero de tipo I no puede descartar
se aunque la conformaci6n adoptada por el grupo polar de los 
fosfolípidos provoca algunas dificultades para entender la po
limerización entre las dos cadenas del mismo fosfolípido. Res
pecto a la estructura de tipo II, esta se halla presente en los 
puntos de entrecruzamiento que dan lugar a polímero insoluble 
pero no parece que sea una estructura mayoritaria en los bajos 
porcentajes de conversi6n utilizados. 
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5. Estudios espectroscópicos de los polímeros derivados de 

fosfolipidos diacetilénicos 
La naturaleza altamente insaturada del esqueleto po

limérico hace de este una sonda ideal para estudiar la confor

maci6n del propio polímero y su respuesta a los cambios del a~ 

biente donde está inmerso. Por ello se estudió el espectro vi
sible del polímero en distintas condiciones. La estructura y 

conformación del polímero pudo estudiarse también por otras 

técnicas aprovechando el cromóforo del esqueleto polimérico: 
Espectroscopia de resonancia Raman y dicroismo circular. 

5.1. Espectro visible 
El esqueleto de los polidiacetilenos se compone de 

dobles y triples enlaces alternados que le confieren un a colo

ración intensa que puede ir desde el amarillo (~max=450-470) 

basta el azul (Amax=650). La naturaleza de las transiciones que 
dan lugar a estas absorciones es todavia motivo de discusión. 
Estudios de fotoconducción demuestran que el estado excitado 

de menor energia no es una banda de conducción. Cálculos teór~ 

cos sugieren que el primer estado excitado puede describirse 
como una combinación de excitones asociados con los enlaces y 

estados de transferencia de carga. Los mismos autores sugieren 
que este componente de transferencia de carga debería ser muy 

sensible a cambios en la estructura o conformación de las cade
nas laterales(30). 

Los polímeros diacetilénicos habitualmente son muy 
insolubles en cualquier disolvente. Solamente en al gunos casos, 

cuando las cadenas laterales presentan unas características 
especiales de solvatación y movilidad, tiene lugar la disolu
ción del polímero. Al iniciarse este trabajo, sólo se encon-
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traba en la literatura(3l)un tipo de polidiacetilenos solubles, 

conteniendo grupos carboximetiluretano en las cadenas laterales. 
~ stos polímeros solubles presentan cambios en su espectro visi

ble, inducidos por variaciones de la temperatura o del disolven 
te, que han s ido atibuidos por Patel(32 )a diferencias en la pl~ 
naridad del esqueleto insaturado. 

Los polímeros derivados de fosfolipidos diacetiléni
cos presentan una banda ancha en su espectro de absorci6n en 
cloroformo, con un máximo entre 450 y 470 nm. Este espectro es 

independiente de la temperatura entre O y 50ºC. El coeficiente 
de absorción es de 3.3 x 102 L mol-1cm-1 a 460 nm. 

El polímero en metanol presenta un espectro que cam

bia con la temperatura: a 50ºC el espectro es parecido al obt~ 
nido en cloroformo, pero cuando la temperatura desciende el es 

pectro se hace bimodal, con máximos a 529 y 490 nm. 

El espectro visible del polímero contenido en vesíc~ 
las parcialmente polimerizadas presenta cambios con la temper~ 

tura semejantes a los observados en metanol: a elevada temper~ 
tura (50ºC) presenta una única banda ancha, que da lugar a dos 
picos, a 519 y 474 nm, al descender la temperatura. 

El paralelismo de estos cambios con los observados 
por Patel(33), sugieren que el espectro visible de estos fosf~ 
lípidos poliméricos podría constituir una sonda para los cam

bios conformacionales que tienen lugar en membranas biológicas. 
Por ello nos propusimos un pequeño estudio de los factore que 
afectan los cambios en el e spectro visible. 

Para este estudio se aprovech6 la propiedad de estos 
fosf olipidos poliméricos purificados para dispersarse en prese~ 
cia de otros fo s f olipidos dando vesículas mixtas. De esta mane
ra se pudo variar la composición cuantitativa y cualitativa de 
las vesículas. 

Los r e sultados obtenidos indican que al aumentar la 
proporción de polímero respecto al fosfolípido acompañante el 

pico a mayor longitud de onda se hace más importante. Por otra 
parte, utilizando como fosfolipidos acompañantes 1,2 dimiristoil 
fosforilcolina • 1,2 dilinoleilfosforilcolina o un extractunatu

ral de lecitina de soja, se vió que no hay variaci6n en la tem-
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peratura a la que tienen lugar los cambios en el espectro. Es
to sugiere que esta transici6n es intrínseca del polímero. 

Se intent6 también estudiar los cambios en el espec

tro visible de dispersiones de polímero y otro fosfolípido al 
variar la cantidad de colesterol añadido. El colesterol tiene 
un papel modulador de la fluidez de los fosfolípidos(33): por 

debajo de la temperatura de transici6n aumenta la fluidez de 
la membrana mientras que por encima de ella la disminuye. No 
púdimos observar ningún cambio significativo en el espectro 

del polímero en DMPC (1:1) o DLPC (1:1) en presencia de disti~ 

tas cantidades (1:0.4 ; 1:0,7) de colesterol. El colesterol 
actua sobre la parte de la cadena pr6xima al grupo polar y a~ 

fecta la densidad de empaquetamiento de las cadenas. No es soE 
prendente por tanto que no tenga ningún efecto cuando las cad~ 

nas están unidas covalentemente entre si. Este resultado, jun

to con el anterior, indica que el estado de fluidez de los lí
pidos acompañantes no afecta la transici6n observada en el es

pectro visible. 

5.2. Espectro de resonancia Raman 

La intensa absorci6n visible del esqueleto insatura
do del polímero permite la observaci6n del espectro de vibra
ci6n asociado con el cromóforo mediante la técnica de resonan

cia Raman. Esta técnica es complementaria del infrarojo ya que 
las transiciones que por ella se observan son prohibidas por 
las reglas de selecci6n de la espectroscoía infraroja. Por otra 

parte, cuando la longitud de onda de excitaci6n coincide o se 
aproxima a un máximo de absorci6n, se produce un gran aumento 

de l F intensidad .de las vibraciones que afectan al crom6foro. 

De esta forma puede observarse esta parte de la molécula sin 
problemas debidos a superposici6n de señales intensas del 

disolvente u otros grupos presentes. 
En la tabla 5 se presentan las frecuencias de vibra~ 

ci6n obtenidas por esta técnica utilizando dos longitudes de 

onda y a diferentes temperaturas. Los datos se refieren a una 
solución metan6lica de polímero puesto que las dispersiones de 

vesículas, por su turbidez, dan lugar a dispersi6n no selectiva 
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de la luz incidente. 

Frecuencia de 
excitaci6n 
(cm-1/ nm) 

2.1 104 (476.2) 

1.92 104 (520.8) 

1.92 104 (520.8) 
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TABLA 5 
Resonancia Raman 

Temperatura 
( QC) 

-25 
-28 
.J.20 

Frecuencia de 
Doble enlace 

(cm-1 ) 

1520 

1519 

1517 

vibraci6n 
Triple enlace 

(cm-1 ) 

2120 

2l17 

2l15 

La uniformidad de los valores obtenidos parece indicar que el 

cambio en el espectro visible del polímero en metanol no está 

asociado a modificaciones de la estructura del cromóforo que 
afecten el orden de enlace(34 ). 

5.3. Cambios irreversibles en el espectro visible 
Todos los cambios descritos hasta ahora son totalmen

te reversibles. En algunos casos, sin embargo, fué posible la 
observaci6n de otros cambios de tipo irreversible. Estos cambios 
tienen lugar cuando la polimerizaci6n produce una forma metaes

table del polímero que puede relajarse en condiciones apropiadas, 

Un fenómeno de este tipo se observó al polimerizar 

vesículas de 1-acil, 2-(10,12-tricosadiinoil)~-glicero-3-fos

forilcolina. La polimerización de este sistema tiene lugar ra
p i damente a cero grados, con rendimiento elevado, dando un po
límero de peso molecular alto. La dispersión resultante presen

t a un color rojo oscuro que corresponde a un máximo en el espec
tro de absorción a 540 nm. El espectro de la suspensión de ve

sícul a s polimerizadas no experimenta ningún cambio durante 72 h 
a cero grados, pero sufre un desplazamiento irreversible a 520nm 
por calentamiento a temperatura ambiente o disrupción mecánica 

de la muestra a cero grados. 
Otro ejemplo de cambio irreversible en el espectro 
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visible de fosfolípidos diaceti lénicos polimerizados, se encon
tr6 al polimerizar vesículas de 1,2 bis(l0,1 2 -tri cosad ii no il ) ~

glicero-3-fosforilcolina conteniendo la proteína ATPasa depen
diente del calcio. Este sistema present6 un rend imiento de po l~ 

merización ba jo. Sin embargo la suspensi6n re sultante tenía co

loraci6n azul correspondiente a un máximo de absorci6n a 616 nm. 
La absorci6n a una frecuencia tan baja indica un sistema muy 

ordenado. En los polímeros con carboximetiluretanos la absorci6n 

a 620 nm corresponde a la estructura totalmente planar, estabi
lizada por puente s de hidrógeno intramoleculares. 

Calentamiento o sonicaci6n de l a muestra de polímero 
más proteína causa un desplazamiento irreversible del máximo 

de absorción a 530 nm. 

5 . 4. Actividad 6ptica. Espectro de dicroismo circular 
En compuestos que no poseen ningún plano de simetría, 

la absorci6n de la luz polarizada circularmente en uno u otro 
sentido no es igual. Esto permite la observaci6n de la activi
dad 6ptica asociada a las distintas transiciones del espectro 

de absorci6n. Esto constituye la espectroscopía de dicroísmo 

circular. 
Los fosfolípidos naturales poseen un centro quiral 

en la posición 2 del resto de glicerol, en la zona polar de la 

molécula• Los fosfolipidos diacetil~nicos sintetizados por no

sotros mantienen esta quiralidad, puesto que en su síntesis se 
utiliz6 un grupo polar de origen natural y se evitaron las con

diciones que pudieran dar lugar a racemizaci6n. Este centro qui

ral se encuentra separado del esqueleto polimérico, que consti-
tuye nuestro crom6foro, por una cadena de nueve átomos de carbo 
no. 

De acuerdo con lo esperado, las soluciones en clorofoE 
mo de fosfolípidos poliméricos no presentan actividad 6ptica as~ 
ciada con la absorci6n del esqueleto insaturado. 

Cuando se estudian soluciones del polímero derivado 
del fosfolipido l,2-bis(l0,12-tricosadiinoil)-sn-glicer-3-fos
forilcolina, en metanol, se observa actividad óptica asociada 
con las dos bandas del espectro visible. El espectro de dicroit 
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mo ci rcular (fig.9) consiste én una banda negativa estrecha a
soc i ada con el pico a 530 nm y un sistema positivo-negativo an
cho que cruza l a línea' de base aproximadamente en el centro de 
l a ot r a banda de absorción. 

Las dispers iones acuosas de mezclas polímero~mon6mero 
pre s ent an también actividt:id óptica, Al igual que las soluciones 
metanólicas, hay una banda. estrecha,- de .signo negativo, asocia
da con el pico a mayor longitud de onda, pero el sistema positi
vo ne gativo ha · sido sustituido por ilna .banda negativa ancha. 

Ambos tipos · de preparac.ione.s presentan -variaciones de 
su espectro de dicroísmo circular: cbn · la : temperatura~ La acti
vidad óptica desaparece por encima de 20QC.· en las soluciones 
m~tanólicas y aumenta al disminuir la temperatura hasta -15 QC, 

donde se e _ sta[)Hi~a ~ _ ~ ." ~~ · f~ ~~ _:: ! q ~. se_ presenta U!_l_!i represen
tación gráfica -de es ta cvariaci{m· •. :Las. dispers:\:ones·-: acuosas pre
sentan una variación-. paralela ·pero , el - rangó dé temperatura se 
encuentra desplazado·:. unos 30º a ' temperaturas.' más al tas. 

La forma sigm.oidaL de la: curva sugiere una transici6n 
definida entre dos estados. Aplicando el formalismo para este 
modelo(35)pueden extraerse unos parámetros termodinámicos apare~ 
tes que se presentan en la tabla 6 

. TABLA.o- 6 

Datos termodinámicos- ap . aren~es p'ara eL polí:mero derivado del 
f osf olípido 1,-2-bis( 10, 12-.tricos~diinoil : } g!Li~erofos!orilcolina 

-vesículas en lecitina de soja (1: -1 ) i:··:.'. ~ ('_ ·" 

Temperatura de transición 
Parámetros termodinámicos 

- solución metanólica 
Temperatura de transición 
Parámetros termodinámicos 

';bºC 
""":'" .·. ,~ 

HRp = 21 Kcal/mol Sap 

9 Kcal/mol Sap 

70 cal/K mol 

32 cal/K mol 
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Se estudiaron paralelamente los espectros de dicrois

mo circular de polímeros derivados de fosfolípidos conteniendo 

unicamente . una cadena polimerizable en la posición 1 ó 2. En 

el segundo caso el espectro de dicroismo circular es muy inte~ 

so y se caracteriza por una banda estrecha a 520 nm superpues

ta a un sistema positivo-negativo de intensidad mucho menor. 
Aunque se producen cambios con la temperatura, la banda estre

cha asociada con el pico a mayor longitud de onda no llega a 

desaparecer. El polímero derivado del fosfolípido con la cade

na polimerizable en la otra posición (1) presenta menor acti
vidad óptica y su espectro de dicroismo circular, caracteriza

do por dos bandas negativas que reproducen el espectro visible, 

es idéntico al obtenido al polimerizar vesículas de 1,2-bis(lO, 

12-tricosadiinoil)sn-glicero-3-fosforilcolina. 
Las obse;;;aciones realizadas por la Dra. Alonso(36 ) 

sobre vesículas de l,2-bis(l0,12-pentacosadiinoil).2!!,-glicero-

3-fosforilcolina, polimerizadas a diferentes temperaturas in

dican cambios en el espectro visible y rendimiento de polime

rización que pueden interpretarse como variaciones en la com

posición del polímero obtenido. Se estudió el espectro de di

croismo circular de una serie de vesículas de este fosfolipi

do polimerizadas a distintas temperaturas y se observó que los 

cambios en el espectro visible estaban acompañados de cambios 

en la forma del espectro de dicroismo circular que, de acuerdo 
con los espectros de polímeros de composición química definida, 

indicaban un predominio de la polimerización de la cadena 1 a 

baja temperatura y un aumento progresivo de la polimerización 
de la cadena 2 a una temperatura más alta. 

En esta serie pudo observarse también una variación 

de la actividad óptica respecto a la absorción e:ri el visible. 

Esta relación aumenta con la temperatura de polimerización 

hasta un m~ximo y vuelve a descender al acercarse a la tempe
ratura de transición (Fig. 11). 

Las variaciones en la estructura del polímero obte
nido a distintas temperaturas seguramente proceden de cambios 

en el empaquetamiento de los grupos diacetilenos en el interior 
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de la bicapa, que pasan por un punto óptimo para la polirrer : za

ci6n a temperaturas diferentes para las dos cadenas de un f os

folípido. Las variaciones en la intensidad del e<>pectro proba

blemente proceden de cambios en la actividad óptica intrínseca 

de cada tipo de polímero aunque otras explicaciones son posibles. 

Las vesículas polimerizadas de 1,2- bis(l0,12-trico

sadiinoil)~-glicero-3-fosforilcolina, conteniendo l a proteina 

ATPasa dependiente del calcio de retículo sarcoplásmico (EC 3. 

6.1.3), presentan un espectro de dicroismo circular muy intere 

sante. Después de polimerizar a cero grados el espectro presen

ta una banda negativa de gran intensidad a 630 nm y un sistema 

positivo-negativo centrado a 640 nm de intensida d menor. 

Al aumentar la temperatura se produce un desp lazami eg 

to de'todo el sistema a menores lonEitudes de onda, con un des

censo simult~neo de intensidad. Paralelamente aparece un siste

ma igual alrededor de 530 nm que crece en intensidad hasta lle

gar a un máximo (Fig.12). 

La aparición de un estado metaestable muy ordenado -

con absorción en la zona de 630-640 nm- y l a similaridad e.el 

espectro de dicroismo circular con el obtenido del polímero en 

que sólo la posición 2 de los fosfolípidos ha sufrido entrecru

zamiento sugiere que la proteina causa una ordenación de parte 

del lípido, que es el que reacciona preferentemente dando un 

polímero de actividad óptica elevada y estructura correspondie~ 

te a la forma IV de la figura 8 

5.5 Origen de la actividad óptica 

La actividad 6ptica en sistemas estructuralmente si

métricos puede ser de origen confiEuracional y conformacional. 

En el primer caso el cromóforo adquiere actividad 6ptica debi

do a la proximidad física de un centro quiral que crea un nm

biente asimétrico. En el segundo caso el p ropi o cromóforo adoE 

ta una conformación asimétrica. 

Los polímeros de fosfolípidos diacetilén icos poseen 

un centro asim~trico en el carbono 2 del resto de c licerol. 

Sin embargo en los liposomas, el contacto directo entre el c en 
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tro asimétrico y el crom6foro es imposible puesto que el se f un

do está en el interior de la bicapa, mientras que el primero 

se encuentra cerca de la superficie acuosa. Por otra parte, 

todos los intentos de inducir quiralidad en polidiacetilenos 

solubles por adición de solutos quirales o disolventes asimé

tricos fueron infructuosos. Hemos de suponer pués que la acti

vidad 6ptica observada refleja una conformación asimétrica del 

polimero. 

Debe destacarse la observación de que la actividad 

óptica depende del disolvente empleado: en ningún caso se ha 

podido observar actividad óptica en soluciones de cloroformo, 

que es un buen disolvente de las cadenas carbonadas. Asimismo, 

la solubilidad de las cadenas de ácido graso en metnnol dismi

nuye al disminuir la temperatura y paralelamente , la activi

dad óptica se hace más importante. Estas observa ciones sugie

ren un papel importante de las interac c iones de tipo hidrofó

bico en la transmisi6n de la quiralidad desde el grupo polar. 

Pueden sugerirse dos modelos que explican la mayoría 

de los datos experimentales. El primero de ellos consistiría 

en un plegamiento de tipo helicoidal de las cadenas alifáticas 

que podria transmitir la asimetria del grupo polar al interior 

de la bicapa. El segundo se basa en la existencia posible de 

dos estructuras enantioméricas cuya interconversión sólo es 

posible en un medio no-polar (Fig. 13). 
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6 . Aplicaciones Biológicas 
Las proteinas intrínsecas de membrana son aquellas 

que precisan para su actividad de un sistema de bicapa en el 
que se hallan total o parcialmente inmersas. 

Para comprobar la capacidad de nuestros lípidos sin
téticos para proporcionar el ambiente lipídico apropiado para 
proteinas intrínsecas de membrana, se llevó a cabo un proceso 
de substitución de los lipidos naturales de dos proteinas in

trínsecas por lípidos diacetilénicos sintéticos. Este proceso 
se llevó a cabo disolviendo l a membrana natural con ayuda de 
un detergente (desoxicolato) y eliminando a continuación dicho 
detergente en presencia de un exceso de lipido sintético. 

Las proteinas tratadas de este modo fueron, bacterio
rodopsina (de la membrana púrpura de Halobacterium halobium) 
y l a ATPasa dependiente de calcio del retículo endoplásmico 
de conejo. La primera proteina es capaz de formar un gradien
te de protones a través de la membrana utilizando energia lu
minosa y su actividad se determin6 cualitativamente por la va
riación del pH de una suspensión de vesículas reconstituidas 

al iluminarlas. En el segundo caso la actividad se determinó 
por el método de Rosing modificado(37), encontrándose que su 

valor coincidía con el obtenido efectuando la reconstitución 

con lípidos naturales. 
La irradiación con luz UV de las muestras de bacte

riorodopsina causa la destrucción del pigmento de la proteina, 
por lo que no pudo determinarse su actividad después de poli
merizar. La irradiación de complejos con ATPasa y lipidbs poli 
merizables causa un descenso de la actividad enzimática del 
50%, mientras que los controles, conteniendo lipidos saturados, 
permanecen inalterados. 
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En el departamento de Química Biofísica de l Royal 

Free Hospital School of Medicine, donde se ha llevado a cabo 

este trabajo, se está estudiando la incorporación de lípidos 

polimerizables en membranas de microorganismos auxotróficos 

para los ácidos grasos. Se ha conseguido incorporar en la 

membrana de Acholeplasma laidlawii ácidos grasos diacetiléni

cos de cadena relativamente corta (C-20) y polimerizarlos con 

luz UV y se estan ensayando otros métodos de polimerización. 

Otros intentos de aplicaci6n de lípidos polimeriza

bles pretenden estabilizar estructuras d e bicapa, en liposomas 

o depositadas sobre diferentes superficies, mediante entrecru

zamiento de los lípidos constituyentes. Estas aplica ciones tie

nen interés en medicina (ya que los liposomas son transporta

dores potenciales de fármacos pero resultan poco estables en 

el torrente sanguíneo) o para producir recubrimientos biocom

patibles para aplicaciones especiales. 
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7. Conclusiones 

En el marco de un estudio sobre el uso de fosfolípi

dos polime rizables para la determinación de la estructura de 

l~s memcranas y el efecto de la fluidez de los lípidos en la 

actividad de las proteínas intrínsecas de membrana, se han si~ 

tetizado y purificado glicerofosforilcolinas conteniendo uno 

o dos grupos diacetilénicos que pueden polimerizar en fase só

lida por acrión de la luz ultravioleta. 

Se ha estudiado el espectro de RMN de carbono 13 de 

los fosfolípidos diacetilénicos y de sus ácidos grasos precur

sores. En este trabajo se han podido asignar todas las señales 

del ácido y la mayor parte de las del fosfolipido, mediante 

el uso de reactivos de desplazamiento y tiempos de relajaci6n. 

Se ha estudiado el uso de reactivos de desplazamiento para la 

determinación de distancias relativas en moléculas flexibles. 

Se han observado efectos de proximidad entre grupos 

diacetilénicos en distintas cadenas de ácidos grasos en un mi~ 

mo fosfolípido o en fosfolipidos distintos. Este efecto consis

te en el ensanchamiento de los picos correspondientes y se ha 

podido descubrir su origen mediante la determinación de la de

pendencia de la anchura de banda con el campo magnético. 

Se ha estudiado la movilidad de las cadenas alifáti 

cas de fosfolípidos con dos, uno o ningún triple enlace, me

diante la determinación de los tiempos de relajación y se ha 

puesto de manifiesto la dificil reorientación del sistema di

acetilénico. 

Se han polimerizado los lípidos sintetizados, en dis

tintas condiciones y se ha comprobado la existencia de distin

tos tipos de polímero y puntos de entrecruzamiento en el polí

mero obtenido a partir de fosfolipidos con dos cadenas polime-
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rizables. Los distintos tipos de polímero se han c nracterizado 

por síntesis de fosfolípidos que s6lo pueden dar un tipo de 
polimerizaci6n. 

Se han estudiado los e sµectros visible, r eman y de 

dicroísmo circular de los polímeros re sultantes, en distintas 
condiciones. Se ha comprobado la dependencia del e spectro vi

sible y de dicroismo circular con la polaridad del disolvente 

y la temperatura. 
Se ha detectado por primera vez actividad 6ptica en 

un polímero diacetilénico y se han sugerido modelos para expli
car su origen. 

Se ha comprobado la capacidad de los lípidos diace

tilénicos para proporcionar un ambient e lipídico compatible 

con la actividad de las proteínas b acteriorodopsina y ATPasa 
dependiente del calcio. 
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