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1. Introduccibn

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 nutricibén, comunica-
c¢ién, reconocimiento de células, biosintesis, etc.

Esta multitud de papeles activos dificilmente puede re-
conciliarse con una descripcién estética 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

(l). Esta descripcién es también una simpli-

"flotan" las proteinas
ficacién pues no tiene en cuenta las interacciones entre lipidos
y proteinas o las variaciones locales de fluidez que pueden darse,
por ejemplo, como consecuencia de un fendmeno de separacién de
fases o debido a gradientes de movilidad a través de la bicapa(e).

Para estudiar el efecto de la fluidez en la actividad
de las proteinas de membranas se han desarrollado diversos méto-
dos para modular este parémetro: modificacién de la composicién
lipfidica en organismos auxotrbficos(B), hidrogenacibn catalitica
de los 1lipidos en el interior de las membranas(u)
de la cantidad de coleaterol(S).

En este trabajo se han realizado una serie de estudios
encaminados a lograr otro tipo de modulacibén de la fluidez median-

te 1la polimerizacién de las cadenas laterales de los fosfolipidos.

y modificacién

Este trabajo se relaciona, aunque es conceptualimente distinto, con
la utilizacién por Khorana 6)de grupos precursores de carbenos
para la dimerizacién fotoquimica de 1ipidos en membranas.

El grupo polimerizable elegido fué el grupo diacetileno,
por su pequefio tamafio y su facilidad de polimerizacién fotoquimi-
ca en fase sflida,



2. Sintesis de fosfolipidos diacetilénicos(7)
Los fosfolipidos estudiados pertenecen al grupo de las

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

° 9 ? .
CHy- SH = CHy~ 0 - ? = 0 = CHy~ CHy- N(CHB)3

Como caracterfsticas estructurales de este tipo de compuestos hay
que sefialar la inequivalencia de los dos grupos acilo Rl y R2, y
ls existencia de un centro quirsl en la posicién 2 del resto de
glicerol, cuya configuracién natural es R.

En el presente trabajo se han sintetirzado los fosfoli-
pidos siguientes:

R R
I 10,12-tricozadiinoil 10,12—trico§adiinoin
II 10,12-pentacosadiinoil 10,l12-pentacosadiinoil
IIT acil 10,12-tricosadiinoil
Iv 10,12-tricosadiinoil octadecanoil

Los fosfolipidos en que Rl= R2 se han sintetizado por
acilacién de la sn-glicero-3-fosforilcolina aislada de fuentes
naturales por el método de Brockerhoff y Yurkowsky(s)que propor-
ciona producto opticamente puro.

Los fosfolipidos en que Rl I R2 se han obtenido esteri-
ficando l-acil-sn-glicero-3-fosforilcolina obtenida por hidrélisis
enzimética de fosfolipidos precursores apropiados.



9

2.1, Sintesis de #cidos grasos diacetilénicos

El paso clave en la sintesis de los &cidos grasos fué
un acoplamiento de Cadiot-Chodkiewicz(g)de un haloalquino con un
acetileno terminal. Esta reaccién esté catalizada por iones Cu(I)

Y requiere la presencia de una base y un agente reductor.

La dimerizacidén de alquinos terminales, catalizada por
sales de Cu(II), esth relacionada con el acoplamiento citado y
constituye una reaccién secundaria que hay que evitar reduciendo
al minimo la presencia de sales de Cu(II), Estas sales se carac-
terizan por la coloracibn verde que confieren al medio de reaccién.
La adicidén de hidroxilamina regenera el color amarillo indicativo
de compuestos de Cu(I),

Otra reaccibn secundaria es la dimerizacibén del haloal-
quino., Esta dimerizacién disminuye en el orden I ) Br » Cl, pero
la reactividad hacia el alquino disminuye en el mismo orden, por
lo que el éptimo se obtiene segln los casos utilizando iodo o
bromo. En nuestro caso se utilizb iodo y la dimerizacibén se mini-
mizd afiadiendo el iodoalquino lentamente sobre un exceso de alqui-
no. Los rendimientos obtenidos fueron del 25 al 30% de producto
recristalizado.

El mecanismo de esta reacciédn no se conoce. E1 hecho
de que no tenga lugar con haluros de alquilo hace suponer que no
se trata de un simple ataque nucled4filo del acetiluro sobre el
haloalquino. Uno de los mecanismos que se han sugerido para esta
reaccidn consiste en una primera etapa de formacién de un compues-
to organecuproso, seguida por una segunda etapa en la cual el
cardcter saliente del halégeno estarfa aumentado por la presencia
de una segunda molécula de organometédlico, mientras que el caréc-
ter nucleffilo del organometédlico se acrecentaria mediante la for
macidén de un complejo de cobre con el alquino(lo).

La iodacién de uno de los alquinos se efectud tratando
el correspondiente magnesiano, obtenido a partir del alquino y
bromuro de etilmagnesio, con iodo.

Finalmente, 1los alquinos se obtuvieron por bromacién y
deshidrobromacién de los correspondientes alquenos.

El esquema de sintesis se presenta en la figura 2.
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CH,= CH (cnz)scoon CH,= CH (CH2)n0H3
Br2 VBrZ
CH,- CH (CH,)gCOOH CH,- CH (CH2)n6K3
Br Br Br Br
| KOH KOH
HC=C (CHQ)SCOOH HC =¢C -(CHZ)nCH3
EtMgBr
BrMgC =¢C -(CH2)n0H3
1,
y

IC=C -(CHZ)nCH3

CHs(CHQ)nCEEC - C=C (CH2)8 COCH

Fig.2

2.2. Acilacibn de la sn-glicero-3-fosforilcolina

En la literatura se encuentran distintos métodos(ll)para
efectuar esta reaccién, aunque algunos de ellos no son aconseja~
bles pues dan lugar a productos secundarios de racemizacién o
transposicibén a través de la formacibdn de fosfatos ciclicos(IZ)-



n

El método més utilizado actualmente consiste en la
reaccidén del anhfdrido del &cido graso con el complejo de clo-
ruro de cadmio de la sn-glicero-3-fosforilcolina, en presencia
de dimetilaminopiridina como catalizador(ls). Esta reaccibn 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 actuacién de 1la di-
metilaminopiridina como catalizador en reacciones de acilacién
es conocida y trenscurre mediante la formacién de un agente aci
lante intermedio (acilpiridinio). Los rendimientos sén buenos
(75-85%) respecto a la glicero fosforilcolina, pero hay que uti-
lizar un exceso de anhfdrido correspondiente a tres equivalen-
tes de &cido para reducir la formacién de lisofosfolipido
(1—acil—§gfglicero-}—fosforilcolina).

Para evitar el bajo aprovechamiento del Acido graso
sintético se buscd otro método de sintesis. El procedimiento
utilizado fué una modificacién de la sintesis descrita por

Warner y Benson(lq)

para fosfolipidos insaturados. Este método
se basa en la activacién del carbonilo mediante la formacién
del acil imidazélido(15? Esto se logra facilmente por reaccidn
del dcido graso libre con carbonildiimidazol a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccibdn puede utilizarse directamente
para el segundo paso de la reaccién,

La reactividad de los acil imidazbélidos frente a los
alcoholes es relativamente baja pero aumenta mucho en presencia
de bases fuertes. E1l método de Warner y Benson utiliza dimetil
sulfinuro s86dico en dimetil sulféxido. Esta combinacién de
disolvente y base presenta la ventaja de que el complejo de
sn-glicero-3-fosforilcolina es soluble, y por otra parte, la
base es suficientemente impedida para no producir racemizacién
con los tiempos de reaccién utilizados. La reaccidén se efectua
en bafio de hielo y atmésfera de nitrdégeno, con un tiempo de
reacciédn de 2-3 minutos y utilizando dos equivalentes de acido.

El problema para la aplicacibdn directa de este método
en nuestro caso fué la baja solubilidad del imidaz&lido en DMSO.

Esto se solventd utilizando una mezcla de THF y DMSO(16).
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Con el fin de estudiar el efecto de los triples enla-
ces en la proximidad del grupo polar, se intenté la sintesis
del fosfolifpido derivado del Acido 2,4~tricosadiinoico, en que
el grupo diacetilénico esté conjugado con el grupo. carboxilico.
La sintesis del anhfdrido no pudo lograrse con diciclohexilcar-
bodiimida. Reaccién con cloruro de tosilo o anhfidrido acético
del &cido libre o su sal produjeron un compuesto que por su
espectro infrarojo podria ser el anhidrido deseado pero que re-
sultd ser estable al tratarlo con HCl 5N y acetona durante tres
dias a temperatura ambiente. ILa reaccibén con anhfdrido acético
dibé lugar también a la formacién del anhfdrido mixto, caracteri-
zado por sus propiedades espectroscbpicas y sus productos de
hidr6lisis. Los intentos de acilaciédn de la sh-glicero-3-fosfo-
rilcolina con este anhidrido mixto fueron infructuosos. Finalmen_
te los intentos de realizar la acilacién a través del imidaz6li-
do dieron lugar a una extensa descomposicién del producto y una
mezcla de productos fosforilados en bajo rendimiento, cuya puri-
ficacién fué imposible.

2.3. Sintesis de fosfolipidos mixtos
En un punto del trabajo nos planteamos la necesidad

de sintetizar fosfolipidos conteniendo unicamente una cadena
polimerizable. Esto se 1llev§ a cabo utilizando los mismos mé-
todos de acilacién ya descritos.

Las l-acil-sn-glicero-3-fosforilcolinas se obtuvieron
por hidrdlisis enzimética, con fosfolipasa A5, de fosfolipidos
naturales y sintéticos. La reaccién enzimAtica es altamente
regio~ y estereoespecifica e hidroliza unicamente el grupo
acilo en la posicién 2.

Para la sintesis del fosfolipido IIT (grupo diacetilé
nico en posicién 2) se partib del producto de hidré6lisis enzimé
tica de lecitina de huevo. Este, por la asimetria posicional
de los fosfolipidos naturales, contiene unicamente Acidos grasos
saturados -palmitico y estelrico~ a pesar de que la lecitina de
huevo contiene tanto Acidos grasos saturados como insaturados.

Para la sintesis del fosfolipido IV (grupo diacetilé
nico en posicién 1) se pertib del fosfolipido I (con dos cadenas
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iguales) y se acild su producto de hidrbdlisis con un &cido graso
saturado.

La sintesis de fosfolipidos mixtos se llevd a cabo
por el método del anhidrido ante el temor que las condiciones
més enérgicas del método de Warner y Benson pudieran dar lugar
a transposiciones de grupo acilo entre las dos posiciones.

Los fosfolipidos sintetizados se caracterizaron por
capa fina, IR, RMN y cromatografia de gases de los grupos acilos
(como ésteres metilicos). La pureza Optica y posicional se deter-
mind por hidrélisis enzimética con fosfolipasa Ase.
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3, Estudios de Resonancia Magnética Nuclear de carbono-13

La espectroscopfa de Resonancia Magnética Nuclear de
carbono-1% es un método de gran utilidad para el estudio de
membranas. A pesar de su baja sensibilidad relatlva respecto
a la RMN de protdn, la RMN de 3C presenta una serie de venta-
jas sobre esta para el estudio de lipides. En primer lugar, la
mayor dispersidén de los picos permite, en condiciones adecuadas,
la obtservacidén de cada uno de los Atomos de carbono de una lar-
ga cadena hidrocarbonada. En segundo lugar, cuando se trabaja
en dispersiones acuosas donde la resolucién viene determinada
por la anchura natural de los picos, la menor constante giro-
magnética y la diluciédn de los nucleos de carbono-13 hace que
el ensanchamiento dipelar sea mucho menor. Finalmente, la ausen
ciz de acoplamiento homonuclear permite una interpretacibn més
sencilla de los valores experimentales de tiempos de relajaciénm,
obtenidos en condiciones de desacoplamiento total de los proto-
nes. Salvo casos especiales , el {inico mecanismo de relajacidn
importante es la interaccibén dipolar carbono-hidrégeno.

En este trabajo nos propusimos el estudio de los 1i-
pidos diacetilénicos sintetizados, por RMN de carbono-13. El
primer paso consistid en la caracterizacién y asignacibn de las
resonancias, tanto de los fosfolipidos como de los &cidos grasos
precurrores. Fara lograr este objetivo se utilizaron reactivos
de desplazamiento, cuya utilidad fué comprobada para una serie
de 4cidos rrasos saturados e insaturados. Las propiedades dinh-
micas se estudiaron por medio de los tiempos de relajacién.

Se prestd especial atencidn a los efectos que pudie-
ra provocar la existencia de los triples enlaces en medio de

la cadena c~rbonada. Estos pueden ser de tipo conformacional
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o pueden ser el resultado de la gran anisotropia de los 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 relajacibén para los carbonos aceti-
lénicos.

3.1. Estudio del &cido 10,12-tricosadiinoico

En la figura 3 se presenta el espectro de carbono-13
a S50MHz del &cido 10,l12-tricosadiinoico disuelto en benceno.
La asignacidén de la mayoria de las resonancias es inmediata con

la ayuda de la bibliografia(17)o por comparaciédn con otros &ci-
dos grasos. La perturbacibén causada por los triples enlaces en
el centro de la cadena permite la resolucidn de los carbonos
correspondientes a los 17 metilenos. La asignacién de estas
sefiales fué posible mediante el uso de reactivos de desplazamien
to.

Los tiempos de relajacibn de este a4cido se determinaron
utilizando una secuencia (180-tau-90—'l‘)n en la que el pulso de
902 permite visualizar la relajacibén después de una inversiébn
de niveles causada por el pulso de 1809(18). Los datos experi-
mentales se ajustaron directamente a una exponencial utilizan~
do un programa de ajuste no lineal(192

En la tabla 1 se presentan los desplazamientos quimi-
cos en benceno y los tiempos de relajacibn longitudinal(Tl) de
todos los carbonos del &cido 10,12-tricosadiinoico.

En esta tabla puede distinguirse claramente el gradien
te de movilidad desde el extremo polar al metilo terminal. El
tiempo de relajacién del carbonilo es relativamente corto para
un carbono cuaternario. Esto probablemente debe atibuirse a la
estructura dimérica de los Acidos carboxfilicos en solucibn.

Los tiempos de relajacién de los carbonos acetilénicos
es muy largo reflejando la ausencia de protones para su relaja-
cién., Resulta muy interesante la rapidez de relajacién de los
metilenos adyacentes a los triples enlaces. Esto indica la difi-
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cultad de reorientacién del segmento lineal rigido de seis carbo
nos incluso en una disolucién verdadera. E1 hecho que este efec
to pueda observarse también en el carbono 8 (beta) descarta la
posibilidad de un mecanismo de anisotropia de apantallamiento

concurrente.
TABLA 1
Carbono nf (ppm) T. (seg)
COOH 1 181.50 2.09
2 34,81 0.77
3 25.45 0.99
4 29.75 1.00
5 29.87 1.20
6 29.68 1.17 (20)
7 29.53 1.16
8 29,18 1.08
CHy 9 19.95 0.95 (20)
ﬁ 10 78.14 10.15
? 11 67.34 17.59
i 12 67.29 18.68
¢ 13 78,26 10.46
CH, 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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%2.2. Utilizacibn de Yb(fod)3 en el estudio de &cidos grasos por

Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13%

La existencia de electrones desapareados en los
elementos de la serie de los lanténidos puede producir despla-
zamientos de las seflales de RMN de moléculas orgénicas que pasen
a formar complejos con dichos iones, La interaccién que da lugar
a los desplazamientos observados puede ser de tipo dipolar, tam-
bién llamada de pseudocontacto, o por deslocalizacién del elec-
trén desapareado sobre el complejo -mecanismo llamado de contac
to~. El primero de estos mecanismos es en general el gque actua
en &tomos situados a més de 2 o 3 enlaces de distancia del ion
metélico.

La utilizacién de lanténidos en RMN reposa en el hecho
de que el desplazamiento causado por el mecanismo de pseudocon-
tacto presenta una dependencia geométrica definida. La expresién

que rige esta dependencia es(21 :

Cn 300820 - 1 " (sen29 cos 2% )
Aw =D - D 3

T T

donde D' y D" son constantes y r, &, ¥ son las coordenadas es-
féricas del nucleo observado, tomando como origen el ion meté-
lico. Si el complejo tiene simetria axial (al menos en la esca-
la de tiempo de la RMN) la expresién se reduce a:

Aw = D 5300529 -1)

T
E1l 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 informacién conformacional de moléculas rigidas, pero
se puede utilizar también de un modo cualitativo para la asig-
nacién de seflales por la distancia de los nucleos correspondien
tes al punto de complejacibn. .

Para la utilizacién de reactivos de desplazamiento
con Acidos carboxilicos se presentan dos problemas: la baja ca-
pacidad de formacién de complejos con el ion metédlico (la menor
entre los compuestos carbomflicos) y la destruccién de los com-
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plejos de thd (tetrametil-3,5-heptanodionato) que mantienen el
metal en solucibén en disolventes orgénicoa(22 .

En nuestro trabajo se utilizé como reactivo de despla
zamiento el complejo fluorado de Yterbio Yb(fod)3 (fod= 1,1,1,
2,2,%43-heptafluoro-7,7~dimetiloctanodionato). Los complejos
fluorados resisten la presencia de Acidos carboxilicos sin des-
componerse y causan un mayor desplagzamiento a igual concentra-
cidén. La eleccibn de Yterbio se debe a que este elemento produ-
ce el méximo efecto de tipo dipolar e, incluso para carbono 13,
la contribucién del mecanismo de contacto es minima,

En la figura 4 se presentan los desplazamientos obser
vados para los distintos metilenos del Acido 10,12-tricosadiinoi
co al aumentar la concentracién relativa de Ib(fod)3. De la pen-
diente de las rectas correspondientes a cada sefial pueds dedu-
cirse la asignacibén que se presenté en la tabla 1.

Para evaluar la posibilidad de obtener informacibén
conformacional a partir de este experimento, se estudid el des-
plazamiento causado por una determinada concentracibén de Yb(fod)3

sobre los distintos metilenos de la serie de Acidos grasos de

18 Atomos de carbono con una insaturacibn en la posicién central
y se compard con los resultados correspondientes para el Acido
octadecanoico. En la figura 5 se presenta el desplazamiento,
extrapolado a una concentracidn equimolar de Yb(fod)3, para la
serie citada y en funcidn de la posicién 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 Atomos
de distancia. Esto es posible debido a la flexibilidad de la
cadena hidrocarbonada., Por otra parte llama la atencibén que apa-
rezcan desviaciones respecto al desplazamiento observado en el
Acido insaturado no sdlo en los puntos de insaturacibn sind tam-
bién en la posicibn beta.

La justificacidn cauntitativa de la magnitud de los
desplazamientos no puede hacerse en este caso mediante la sim-
ple aplicacién de la ecuaciédn 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 tratarse estadisticamente. El resultado experimental
obtenido puede entonces servir para la comprobacién de los mo-
delos estadisticos considerados.

Utilizando el modelo de "random flight chain", que
supone segmentos unidimensionales (sin volumen), de longitud b
unidos por sus extremos sin restriccién de &ngulos 23), se ob;ig
ne que la media de los cuadrados de las distancias entre dos
puntos es proporcional al nimero de segmentos que los separan:

Por otra parte, considerando una funcibén de distribucibn angu-
lar que consiste en suponer que cada metileno ocupa todos los
puntos de una esfera limitada por un cono definido por un &ngu-
lo méximo, la ecuacién de McConnell se transforma en:

B
Aw=DjQ°°s%'l) w(e) de
o T

Aw

2, 3(2/4 sin2g# 1/6)
T 13

Una de las consecuencias de este modelo seria la desaparicién
del &ngulo mégico, pues la expresién entre paréntesis no cambia
de signo para ningfn valor de & . Este valor es un parémetro
distinto para cada metileno y presumiblemente creceré hacia el
final de la cadena.

El tratamiento de los datos experimentales para el
4cido octadecanoico seglin estos modelos, a pesar de su evidente
simplicidad, da resultados cualitativamente correctos.

3.3 Estudio del fosfolipido 1,2-bis(10,12~-tricosadiinoil)-sn-
glicero-3-fosforilcolina

El espectro de RMN de carbono 13 del fosfolipido
1,2-bis(10,12-tricosadiinoil)-sn-glicero-3-fosforilcolina, re-

gistrado a 50MHz, en solucibn de d6-benceno, se presenta en la
figura 6. La asignacioén, hecha a partir de datos de 1la biblio-
graffa, por comparacién con el espectro del &cido y consideran-
do el espectro "off resonance", se presenta en la tabla 2.
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TABLA 2
n¢ de orden agignacidn (ppm)
1 COOH 173.49 (1)(2)
2 COOH 173.35 (2)
3 Cc-Cg 77,65
4 CHOCOR 71.59
5 ccCC 66.75
6 CHNY 66.55
7 gﬁzoP-glicerol 64,16
8 CH,OCOR 63.80
9 CH,OP-colina 59.96
10 (I 54,47
1 CB,C00- 34.68 (2)
12 CH,CO0= 34,49 (2)
13 98, 0R, O 32,35
14 CH, 30,04
15 80x,, 29.94
16 20H, + 7 (20) 29.79 (3)
17 fom, 29.69 (3)
18 "CH, (2¢) 29.52 (3)
19 180H,CH,CHLC C- 29.35
20 ~C CCH,CHy-CH, 29.23
21 120R,CH,C C=C © 28.97
22 -C C-C CCH,°CH, 28.83
23 CH,CH,C00- 25.48 (2)
24 CH,CH,C00- 25.38 (2)
25 CH,CHy 23.16
26 CH,C C-C CCH, 19.55
27 CH,C C-C CCH, 19.49
28 CH, 14,41

(1) valores relativos a TMS. Solucién en benceno—d6 a 202C

(2) Las dos sefiales proceden de las dos cadenas de Acido graso.

(3) Las resonancias de los metilenos se asignaron por compara-
cién con el Acido libre. Los carbonos 4,5,6 y 17 no pudieron
asignarse de esta forma.
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El espectro del mismo producto se obtuvo también en
una dispersién sonicada, en agua, a 60°2C, y se presenta en la
figura 7.

Los fosfolipidos del tipo fosforilcolina forman espon-
taneamente en agua estructuras multilamelares cerradas. Cada una
de estas léminas estd formada por una bicapa,mantenida por inte-
racciones hidrofébicas, idéntica a la que se encuentra en mem-
branas naturales. Estos sistemas constituyen excelentes modelos
para el estudio de la estructura de los lipidos en membranas.

Cuando las dispersiones acuosas de fosfolipidos se
gometen a un tratamiento con ultrasonidos se forman pequefas
vesiculag, unilamelares, de 200-300 nm de didmetro. El1 pequefio
tamafio de estas vesiculas permite su reorientacibn répida, y
la difusidn lateral de los fosfolipidos en una superficie de
alto grado de curvatura produce una distribucibén isotrépica de
orientaciones y elimina la interaccién dipolar, permitiendo asi
la obtencibn de espectros con una resolucién comparable a la
que se obtiene en disoluciébn,

3.3.1. Interacciones entre grupos diacetilénicos

Roberts y cols(za)demostraron la existencia de despla
zamientos de los picos en los espectros de RMN de carbono 13
de compuestos ciclicos conteniendo dos grupos diacetilénicos
al disminuir el tamafio del ciclo. Este desplazamiento de las
sefiales, tal como discutian los propios autores, podfa tener
dos origenes: cambios en la hibridacién de los carbonos aceti-
1l&nicos al aumentar la tensibn del anillo o un electo de la
anisotropia diamagnética del segundo grupo diacetilénico.

En nuestro trabajo encontramos un fenbémeno similar.
El pico correspondiente a los carbonos diacetilénicos externos
presenta un desplazamiento y ensanchamiento importantes al pa-
sar de una solucibén orgénica a una dispersibn acuosa. Este fe-
némeno es perfectamente reversible.

Para determinar el origen de este efecto se estudid
el espectro a distintos campos magnéticos. El resultado se pre-
senta en la tabla 3.
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TABLA 3
Anchura de la banda a altura mitad de la senal correspondiente
a los carbonos acetilénicos externos (& % 78 ppm), medide a
diferentes frecuencias,

Frecuencia del

espectrémetro @AV)(Hz) (A8 (ppm)
22,63 MHz 27 1.2
50.31 60 1.2
62.89 75 1.2
90.52 105 1.2

La relacién lineal entre el ensanchamiento observado y la fre-
cuencia del espectrémetro permite afirmar que se trata de un
efecto de desplazamiento quimico y permite descartar otras
posibilidades alternativas, como podria ser una disminucibn
muy importante del tiempo de relajacibén, que si es de tipo
dipolar deberia ser independiente del campo magnético y si es
debida a la anisotropia de desplazamiento deberia variar de
forma cuadrética.

De acuerdo con la hipdtesis de Roberts, y teniendo
en cuenta la ausencia de tensidén en nuestro sistema, la expli-
cacién més razonable consiste en atribuir el ensanchamiento y
desplazamiento observados a la anisotropia diamagnética de los
triples enlaces,

Se estudié también, en las mismas condiciones, el es-
pectro de un fosfolipido conteniendo unicamente una cadena de
4cido graso diacetilénico. También en este caso pudo observarse
un ensanchamiento de las bandas, aunque menor gque en el caso
del fosfolipido con dos cadenas conteniendo diacetileno. Este
resultado parece indicar que la interaccibn entre cadenas per-
tenecientes a fosfolipidos distintos también es importante.
Este punto tiene interés al discutir (ver méAs adelante) los po-
sibles tipos de polimerizacién.
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%2.3.,2. Tiempos de relajacién longitudinales

Para obtener informacidén sobre los cambios en la mo-
vilidad de las cadenas de &cido graso causados por la introduc-
cibén de los grupos acetilénicos rigidos, se estudiaron los tiem
pos de relajacibn en dispersiones acuosas de fosfolipidos cuyos
grupos acilo contienen dos, uno o ningin triple enlace.

El tiempo de relajacién longitudinal o spin-red (Tl),
representa la constante de tiempo de la exponencial que descri-
be el retorno de la magnetizacidén macroscdpica a su valor de
equilibrio tras una perturbacién que implique cambios en la po-
blacidén de los distintos niveles.

A nivel microscépico, para que haya transferencia de
energia del nficleo al entorno, dicho nlicleo debe estar someti-
do a interacciones fluctuantes de la frecuencia apropiada. La
funcién de densidad espectral (J) proporciona la amplitud del
campo magnético local a la frcuencia de Larmor del niicleo que
se relaja. Para un movimiento isotrépico vale(25 :

@) = (8,0 iy

La escala de tiempo de los movimientos que afectan
-10 segundos.

El origen de los campos magnéticos locales, Hloc’
puede ser diverso, el mAs comiin es aquel en que dichos campos

a la relajacibén son del orden de 10-8,10

magnéticos proceden de la interaccibn dipolar con protones di-
rectamente unidos al nucleo de carbono 13 que se relaja. En es-

2
_+ cos“B-1
Hloc_ _/J.iLrj__

En presencia de desacoplamiento de los protones, la relajacibn

te caso:

de los carbonos por este mecanismo tiene lugar siguiendo una
exponencial sencilla con una constante de tiempo dada por:

1/70P _ 2y vt (T (wom ) 4 331 (B)4 6T,(W,+0))
1 - O™ e 1 2r e

20 Teg
Cuando (W, T. ) {{1l, el tiempo de relajacién se hace independien
te del campo magnético y puede relacionarse directamente con 7
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Se determinaron los tiempos de relajacidén en disper-
siones acuosas de fosfolipidos sintéticos conteniendo dos gru-
pos acilo idénticos con dos, uno y ningln triple enlace., Con-
cretaﬁen#e se estudiaron los fosfolipidos: 1,2-bis(10,12-trico-
sadiinoil)sn-glicero-3-fosforilcolina, 1,2-bis(8-octadecinoil)
sn-glicero-3-fosforilcolina y 1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-
fosforilcolina.

Las determinaciones se efectuaron a 333 K en disper-
siones sonicadas conteniendo 50-70 mg/ml de fosfolipido en tam
pon fosfato (0.05M pH=7.0) con un 50% de D,0 y 0.lmg/ml EDTANa,.
Las dispersiones se desgasaron burbujeando N2 ¥ se mantuvieron
en todo momento por encima de la temperatura de transicidn de
los fosfolipidos, E1l método utilizado para la determinacidn
fué el mismo que en el caso del &cido 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 relajacidn prolongado
para los carbonos situados cerca del metilo terminal y un tiem
po corto para los metilenos situados en el extremo polar de
la cadena.

Los carbonos cuaternarios presentan tiempos de rela-
jacidn més largos debido a la ausencia de protones directamen-
te unidos a ellos. Resulta interesante observar, sin embargo,
que as{ como en el caso del monoacetileno los tiempos de relaja
cibén de los carbonos carbonilicos y acetilénicos son compara-
bles, para el fosfolipido diacetilénico el valor encontrado
para los carbonos acetilénicos es mucho menor.

Hay que destacar también en la tabla 4 la rapidez
de relajacién de les metilenos contiguos a los triples enlaces
en el fosfolipido diacetilénico. Para el fosfolipido monoaceti
lénico el valor encontrado es mas parecido al resto de los me-
tilenos en el centro de la cadena,
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TABLA 4

Tiempos de relajacidén en dispersiones acuosas de fosfolipidos

Temperatura = 333K

Tlen segundos

asignacidn grupo acilo

HEXADECANOIL 8-0CTADECINOIL TRICOSADIINOIL
Triples enlaces 0 1 2
CO0- 3.0 3.5 3.0 +0.5
CH,C00~ 0.33 0.30 0.37 40.06
QHQCHECOO— 0.4 0.4 0.3 40.1
(CH2)n 0.6 0.8 0.5
CH,C C - 0.6 0.28 40,02
c=C - 3.4 1.3/1.2 40.1
Q_chHECH3 1.18 0.98 1.19 40.07
CH,CH; 1.8 2.0 1.9 0.1
CH3 5.0 5.4 3.7 40.3
(CHy)N* 0.83 1.20 1.09 $0.03
CH20Pcolina 0.5 0.5 O.4 40.1

La gran velocidad de relajacién 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-

fla., Esto esté de acuerdo con las interacciones entre diaceti-

lenos observadas también por carbono 13. Comparativamente, la

restriccidén de la movilidad en el centro de la cadena tiene

lugar en un grado mucho menor en el caso de un solo acetileno.

Estas interacciones explican la baja temperatura de transicién

de los fosfolipidos diacetilénicos en relacibén con el nimero
total de 4tomos de carbono en las cadenas de &4cido graso,
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4, Polimerizacibébn de fosfolipidos diacetilénicos

Los diacetilenos presentan una reaccibn de polimeri-
zacién inducible térmica o fotoquimicamente que tiene lugar uni
camente en fase sblida, Esta reaccibn permite obtener cristales
finicos de polimero a partir de cristales de monémero. E1 esque-—

ma de polimerizacibn es el siguiente(26):

R R,

Pl
&L-

V 7 b \_= =
a4

R( RZ

R, R.

El mecanismo de esta polimerizacidn esté& poco claro
pero parece que intervienen carbenos como especies intermedias.
Estudios cinéticos indican que una vez iniciada la reaccién, la
propagacidén es muy répida, dando lugar a polimeros de peso mole
cular elevado, siendo la propagacibén limitada por los defectos
del cristal(27). E1l polimero resultante es altamente insaturado
lo que le confiere una coloracidn caracteristica.

Los fosfolipidos hidratados presentan dos fases prin-
cipales dependiendo de la temperatura. El paso de una fase o
otra ocurre a la temperatura de transicién(Tc) detectable calo-~

28)

rimétricamente y por distintos métodos espectroscbpicos. Por
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debajo de esta temperatura se produce un aumento de orden de
las cadenas alifAticas equivalente a una cristalizacibdn de di-
chas cadenas. Se ha podido comprobar que la polimerizacibn de
los fosfolipidos diacetilénicos solamente tiene lugar por de-
bajo de la temperatura de transicién.

En nuestro caso la polimerizacién se llevd a cabo
mediante luz ultravioleta con un méximo de emisién a 254 nm
sobre dispersiones acuosas de fosfolipido a 02C o sobre discos
de KBr conteniendo 2-5% de fosfolipido comprimidos en ausencia
de aire. E]l polimero obtenido es soluble en cloroformo y puede
extraerse Jjunto con el fosfolipido que no ha reaccionado. La
purificacibén se efectud mediante una columna de Sephadex LH-60.
Los rendimientos obtenidos para el fosfolipido 1,2-bis(10,12-
tricosadiinioil)sn-glicero-3-fosforilcolina son del 6-7% utili-
zando discos de KBr y del 15% utilizando dispersiones acuosas.
En este caso los rendimientos estén limitados por la aparicién
de polimero insoluble a partir de un cierto tiempo de irradia-
cibn. _

La existencia de dos cadenas polimerizables en un
mismo fosfolipido abre la posibilidad de una serie de estructu-
ras distintas para el polimero correspondiente. Estas se presen
tan en la figura 8,

Segin este esquema los polimeros con estructuras I
(enlaces intra e intermoleculares) y II ("ladder-polymer"), no
podrian dar puntos de entrecruzamiento, pero las estructuras
JII y IV dejan la mitad de las cadenas sin reaccionar, lLa poli-
merizacién de parte de estas cadenas produciria puntos de en-
trecruzamiento que darian lugar a la insolubilidad del polime-
ro resultante, -

Las pruebas experimentales que apoyan la idea de que
el polimero insoluble es fruto de entrecruzamiento son la per-
fecta #olubilidad de polimeros de composicién definida (tipos
III y IV) y la solubilizacibn del producto entrecruzado por
digestidén con fosfolipasa Ay

Para tener polimeros de estructura definida se sinte-
tizaron fosfolipidos conteniendo unicamente una cadena polime-



34

rizable en las posiciones 1 6 2. Por irradiacién estos fosfoli-
pidos sbélo pueden dar un tipo de polimero (III y IV respectivamen
te). Estos dos tipos de polimero presentan espectros de dicrois-
mo circular apreciablemente distintos y pueden utilizarse como
referencia para interpretar diferencias en el producto de poli-
merizacién de fosfolipidos con dos grupos diacetilénicos en dis-
tintas condieiones.

Las conclusiones que se desprenden de este estudio
son que el polimero de tipo III se forma preferentemente a tem-
peraturas muy inferiores a la temperatura de transicién, mien-
tras que el polimero IV se forma con facilidad a temperaturas
més elevad%gé)aunque siempre por debajo de la temperatura de
Ia formacién de polimero de tipo I no puede descartar-
se aunque la conformacién adoptada por el grupo polar de los

transicién

fosfolipidos provoca algunas dificultades para entender la po-
limerizacién entre las dos cadenas del mismo fosfolipido. Res-
pecto a la estructura de tipo II, esta se halla presente en los
puntos de entrecruzamiento que dan lugar a polimero insoluble
pero no parece que sea una estructura mayoritaria en los bajos
porcentajes de conversibn utilizados.
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5. Estudios espectroscdépicos de los polimeros derivados de

fosfolipidos diacetilénicos

La naturaleza altamente insaturada del esqueleto po-
limérico hace de este una sonda ideal para estudiar la confor-
macién del propio polimero y su respuesta a los cambios del am
biente donde esté& inmerso. Por ello se estudid el espectro vi-
sible del polimero en distintas condiciones. La estructura y
conformacién del polimero pudo estudiarse también por otras
técnicas aprovechando el croméforo 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 una colo-
max=450—470)
=650). La naturaleza de las transiciones que

racibén intensa que puede ir desde el amarillo ()
hasta el azul (Amax
dan lugar a estas absorciones es todavia motivo de discusién.
Estudios de fotoconducciédn demuestran que el estado excitado

de menor energia no es una banda de conduccién. Célculos tedri
cos sugieren que el primer estado excitado puede describirse
como una combinacién de excitones asociados con los enlaces y
estados de transferencia de carga. Los mismos autores sugieren
que este componente de transferencia de carga deberfia ser muy
sensible a ca?gégs en la estructura o conformacién de las cade-

Los polimeros diacetilénicos habitualmente son muy

nas laterales

insolubles en cualquier disolvente. Solamente en algunos casos,
cuando las cadenas laterales presentan unas caracteristicas
especiales de solvatacién y movilidad, tiene lugar la disolu-
cibébn del polimero. Al iniciarse este trabajo, sb6lo se encon-
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(31)un tipo de polidiacetilenos solubles,
conteniendo grupos carboximetiluretano en las cadenas laterales.

traba en la literatura

zstos polimeros solubles presentan cambios en su espectro visi-
ble, inducidos por variaciones de la temperatura o del disolven
te, que han sido atibuidos por Patel(se)a diferencias en la pla
naridad del esqueleto insaturado.

Los polimeros derivados de fosfolipidos diacetiléni-
cos presentan una banda ancha en su espectro de absorcibdn en
cloroformo, con un madximo entre 450 y 470 nm, Este espectro es
independiente de la temperatura entre O y 502C. E1l coeficiente
de absorcién es de 3.3 x 10° L mol lew ! a 460 nm.

El polimero en metanol presenta un espectro que cam-
bia con la temperatura: a 502C el espectro es parecido al obte
nido en cloroformo, pero cuando la temperatura desciende el es
pectro se hace bimodal, con miximos a 529 y 490 nm.

El espectro visible del polimero contenido en vesicu
las parcialmente polimerizadas presenta cambios con la tempera
tura semejantes a los observados en metanol: a elevada tempera
tura (502C) presenta una tnica 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

1(33)

lipidos poliméricos podria constituir una sonda para los cam-

por Pate » sugieren que el espectrc visible de estos fosfo
bios conformacionales que tienen lugar en membranas biolbdgicas.
Por ello nos propusimos un pequefio estudio de los factore que
afectan los cambios en el espectro visible,

Para este estudio se aprovechdé la propiedad de estos
fosfolipidos poliméricos purificados para dispersarse en presen
cia de otros fosfolipidos dando vesiculas mixtas. De esta mane-
ra se pudo variar la composicibén cuantitativa y cualitativa de
las vesiculas.

Los resultados obtenidos indican que al aumentar la
proporcién de polimero respecto al fosfolipido acompafiante el
pico a mayor longitud de onda se hace mAs importante. Por otra
parte, utilizando como fosfolipidos accmpafiantes 1,2 dimiristoil
fosforilcolina 4 1,2 dilinoleilfesforilcolina o un extractonatu-
ral de lecitina de soja, se vié que no hay variacidn en la tem-
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peratura a la que tienen lugar los cambios en el espectro. Es-—
to sugiere que esta transicidén es intrinseca del polimero.

Se intent6 también estudiar los cambios en el espec-
tro visible de dispersiones de polimero y otro fosfolipido al
variar la cantidad de colesterol afiadido. E1 colesterol tiene
un papel modulador de la fluidez de los fosfolipidos(aa): por
debajo de la temperatura de transicién aumenta la fluidez de
la membrana mientras que por encima de ella la disminuye. No
padimos observar ningin cambio significativo en el espectro
del polimero en DMPC (1:1) o DLPC (1:l) en presencia de distin
tas cantidades (1:0.4 ; 1:0,7) de colesterol., El colesterol
actua sobre la parte de la cadena préxima al grupo polar y a=
fecta la densidad de empaquetamiento de las cadenas. No es sor
prendente por tanto que no tenga ningin efecto cuando las cade
nas estén unidas covalentemente entre sf{. Este resultado, jun-
to con el anterior, indica que el estado de fluidez de los 1li-
pidos acompafiantes no afecta la transicibn observada en el es-
pectro visible,

5.2. Espectro de resonancia Raman

La intensa absorcibn visible del esqueleto insatura-
do del polimero permite la observacién del espectro de vibra-
cibn asociado con el crombforo mediante la técnica de resonan-
cia Raman. Esta técnica es complementaria del infrarojo ya que
las transiciones que por elle se observan son prohibidas por
las reglas de seleccibn de la espectroscofa infraroja. Por otra
parte, cuando la longitud de onda de excitacién coincide o se
aproxima a un méximo de absorcibén, se produce un gran aumento
de 1~ intensidad de las vibraciones que afectan al crombforo.
De esta forma puede observarse esta parte de la molécula sin
problemas debidos a superposicidn de sefiales intensas del
disolvente u otros grupos presentes.

En la tabla 5 se presentan las frecuencias de vibra-
cibén obtenidas por esta téenica utilizando dos longitudes de
onda y a diferentes temperaturas, Los datos se refieren a una
solucibn metanbdlica de polimero puesto que las dispersiones de
vesiculas, por su turbidez, dan lugar a dispersibén no selectiva
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de la luz incidente.

TABLA
Resonancia Raman

Frecuencia de Frecuencia de vibracién
excitacibn Temperatura Doble enlace Triple enlace
(en™/ nm) (_20) ) (em™1)
2.1 10% (u76.2) -25 1520 2120

1.92 10*(520.8) -28 1519 2117

1.92 10%(520.8) 420 1517 2115

La uniformidad de los valores obtenidos parece indicar que el
cambio en el espectro visible del polimero en metanol no esté
asociado a modificaciones de la estructura del croméforo que

afecten el orden de enlace(au).

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
observacibn de otros cambios de tipo irreversible. Estos cambios
tienen lugar cuando la polimerizacibn produce una forma metaes-—
table del polfmero que puede relajarse en condiciones apropiadas.

Un fendmeno de este tipo se observdé al polimerizar
vesiculas de l-acil, 2-(10,12-tricosadiinoil )sn-glicero-3-fos-
forilcolina. La polimerizacidén de este sistema tiene lugar ra-
pidamente a cero grados, con rendimiento elevado, dando un po-
limero de peso molecular alto. La dispersién resultante presen-
ta un color rojo oscuro que corresponde a un méximo en el espec—
tro de absorcidén a 540 nm. E1 espectro de la suspensidén de ve-
siculas polimerizadas no experimenta ningin cambio durante 72 h
a cero grados, pero sufre un desplazamiento irreversible a 520nm
por calentamiento a temperatura ambiente o disrupcién mecénica
de la muestra a cero grados.

Otro ejemplo de cambio irreversible en el espectro
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visible de fosfolipidos diacetilénicos polimerizados, se encon-
tré al polimerizar vesiculas de 1,2 bis(1l0,l2-tricosadiinoil)sn-
glicero-3-fosforilcolina conteniendo la proteina ATPasa depen-
diente del calcio. Este sistema present6 un rendimiento de poli
merizacién bajo, Sin embargo la suspensibn resultante tenia co-
loracién azul correspondiente a un maximo de absorcibén a 616 nm,
La absorcién a una frecuencia tan baja indica un sistema muy
ordenado. En los polimeros con carboximetiluretanos la absorcibn
a 620 nm corresponde a la estructura totalmente planar, estabi-
lizada por puentes de hidrégeno intramoleculares. '
Calentamiento o sonicacibén de la muestra de polfimero
més proteina causa un desplazamiento irreversible del méximo
de absorcibébn a 530 nm,

5.4, Actividad 6ptica. Espectro de dicroismo circular

En compuestos que no poseen ninghn plano de simetria,
la absorcibén de la luz polarizada circularmente en uno u otro
sentido no es igual. Esto permite la observacién de la activi-
dad éptica asociada a las distintas transiciones del espectro
de absorcibn. Esto constituye la espectroscopia de dicroismo
circular,

Los fosfolipidos naturales poseen un centro quiral
en la posicidn 2 del resto de glicerol, en la zona polar de la
molécula, Los fosfolipidos diacetilénicos sintetizados por no-
sotros mantienen esta quiralidad, puesto que en su sintesis se
utilizé un grupo polar de origen natural y se evitaron las con-
diciones que pudieran dar lugar a racemizacibén. Este centro qui-
ral se encuentra separado del esgueleto polimérico, que constie
tuye nuestro crombéforo, por una cadena de nueve Atomos de carbo
no,

De acuerdo con lo esperado, las soluciones en clorofor
mo de fosfolipidos poliméricos no presentan actividad 6ptica aso
ciada con la absorcibdn del esqueleto insaturado.

Cuando se estudian soluciones del polimero derivado
del fosfolipido 1,2-bis(10,l2-tricosadiinoil )-sn-glicer-3-fos-
forilcolina, en metanol, se observa actividad éptica asociada
con las dos bandas del espectro visible. El espectro de dicroil
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mo circular (fig.9) consiste én una banda negativa estrecha a-
sociada con el pico a 530 nm y un sistema positivo-negativo an-
cho que cruza la linea de base aproximadamente en el centro de
la otra banda de absorciébn.

Las dispersiones acuosas de mezclas polimero-monémero
presentan también actividad éptica. Al igual que las soluciones
metanbélicas, hay una banda estrecha, de signo negativo, asocia-
da con el pico a mayor longitud de onda, pero el sistema positi-
vo negativo ha sido sustituido por una banda negativa ancha.

~ Ambos tipos de preparaciones presentan variaciones de
su espectro de dicroismo circular:-con la temperatura., La acti-
vidad 6ptica desaparece por encima de 202C-en las soluciones
metanblicas y aumenta al disminuir la temperatura hasta =15 oG,
donde se estabiliza. En la figura 10 se presenta una represen-
tacibébn gréfica de esta*variacién. Las dispersiones acuosas pre-
sentan una variacién. paralela pero el rango de temperatura se
encuentra desplazado unos 302 a temperaturas mAs altas.

La forma sigmoidal de la. curva sugiere una transicién
definida entre dos estados. Aplicando el formalismo para este

35)

tes que se presentan en la tabla 6

modelol pueden extraerse unos parémetros termodiné&micos aparen

, ‘TABLA:6 - -
Datos termodinémicos aparentes para el polimero derivado del
fosfol{pido 1,2=-his(10,12-tricosadiinoil)glicerofosforilcolina

-ves{culas en lecitina de soja (1:1) . -:--

Temperatura de transicién = 302¢C"

Paridmetros termodinémicos ng = 21 Keal/mol Sap 70 cal/K mol

- solucibn metanblica

oec
Parfmetros termodinémicos ng = 9 Kcal/mol Sap

Temperatura de transicién

32 cal/K mol
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Se estudiaron paralelamente los espectros de dicrois-
mo circular de polimeros derivados de fosfolipidos conteniendo
unicamente.una cadena polimerizable en la posicibén 1 6 2. En
el segundo caso el espectro de dicroismo circular es muy inten
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 polimero derivado del fosfolipido con la cade-
na polimerizable en la otra posicién (1) presenta menor acti-
vidad 6ptica y su espectro de dicroismo circular, caracteriza-
do por dos bandas negativas gque reproducen el espectro visible,
es idéntico &l obtenido al polimerizar vesficulas de 1,2-bis(10,
12-tricosadiinoil)ggrglicero-B-fosforilcolina.

(36)

sobre vesficulas de 1,2-bis(10,12-pentacosadiinoil)sn~-glicero-

Las observaciones realizadas por la Dra, Alonso

3-fosforilcolina, polimerizadas a diferentes temperaturas in-
dican cambios en el espectro visible y rendimiento de polime-
rizacibn que pueden interpretarse como variaciones en la com-
posicién del polimero obtenido. Se estudid el espectro de di-
croismo circular de una serie de vesiculas de este fosfolipi-
do polimerizadas a distintas temperaturas y se observd que los
cambios en el espectro visible estaban acompafiados de cambios
en la forma del espectro de dicroismo circular que, de acuerdo
con los espectros de polimeros de composicibén quimica definida,
indicabah un predominio de la polimerizacidén de la cadena 1 a
baja temperatura y un aumento progresivo de la polimerizacidén
de la cadena 2 a una temperatura mids alta.

En esta serie pudo observarse también una variacién
de lz actividad b6ptica respecto a la absorcidn eh el visible.
Esta relacién aumenta con la temperatura de polimerizaciédn
hasta un méximo y vuelve a descender al acercarse a la tempe-
ratura de transicibén (Fig. 11).

Las variaciones en la estructura del polimero 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 dptimo paras la polireriza-
cibn a temperaturas diferentes para las dos cadenas de un fos-
folipido. Las variaciones en la intensidad del espectro prota-
blemente proceden de cambios en la actividad Optica intrinseca
de cada tipo de polimero aunque otras explicaciones son posibles.

Las vesiculas polimerizadas de 1,2- bis(10,12-trico-
sadiinoil )sn-glicero-3-fosforilcolina, conteniendo la proteina
ATPasa dependiente del calcio de reticulo sarcopléasmico (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 barda negativa de gran intensidad a 630 nm y un sistema
positivo-negativo centrado a 640 nm de intensidad menor.

Al aumentar la temperatura se produce un desplazamien
to de’todo el sistema a menores longitudes de onda, con un des-
censo simulténeo de intensidad, Paralelamente aparece un siste-
ma igual alrededor de 530 nm que crece en intensidad hasta lle-~
gar a un maximo (Fig.l2).

La aparicién de un estado metaestable muy ordenado -
con absorcidn en la zona de 630-640 nm- y la similaridad del
espectro de dicroismo circular con el obtenido del polimero en
que sblo la posicibén 2 de los fosfolipidos ha sufrido entrecru-
zamiento sugiere que la proteina causa una ordenacibén de parte
del lipido, que es el que reacciona preferentemente dando un
polimero de actividad 6ptica elevada y estructura correspondien
te a la forma IV de la figura 8

5.5 Origen de la actividad b6ptica

La actividad 6ptica en sistemas estructuralmente si-
métricos puede ser de origen configuracional y conformacional.
En el primer caso el cromdéforo adquiere actividad 6ptica debi-
do a la proximidad fisica de un centro quiral que crea un =m-
biente asimétrico. En el segundo caso el propio croméforo adop
ta una conformacidén asimétrica.

Los polimeros de fosfolipidos diacetilénicos poseen
un centro asimétrico en el carbono 2 del resto de glicerol.
Sin embargo en los liposomas, el contacto directo entre el cen
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tro asimétrico y el crombéforo es imposible puesto gque el segun-
do estd 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 adicidn de solutos quirales o disolventes asimé-
tricos fueron infructuosos. Hemos de suponer pués que la acti-
vidad 6ptica observada refleja una conformacién asimétrica del
polimero,

Debe destacarse la observacibdn de que la actividad
6ptica depende del disolvente empleado: en ningin caso se ha
podido observar actividad 6ptica en soluciones de cloroformo,
que es un buen disolvente de las cadenas carbonadas. Asimismo,
la solubilidad de las cadenas de &cido graso en metanol dismi-
nuye al disminuir la temperatura y paralelamente , la activi-
dad Optica se hace més importante. Estas observaciones sugie-
ren un papel importante de las interacciones de tipo hidrofd-
bico en la transmisién de la quiralidad desde el grupo polar.

Pueden sugerirse dos modelos que explican la mayoria
de los datos experimentales. El primero de ellos consistiria
en un plegamiento de tipo helicoidal de las cadenas aliféticas
que podtria transmitir la asimetria del grupo polar al interior
de la bicapa. E1 segundo se basa en la existencia posible de
dos estructuras enantioméricas cuya interconversién sblo es
posible en un medio no-polar (Fig. 13).
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6. Aplicaciones Biolégicas

Las proteinas intrinsecas de membrana son aquellsas
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 lipidos sin-
téticos para proporcionar el ambiente lipfdico apropiado para
proteinas intrinsecas de membrana, se llevd a cabo un proceso
de substitucibén de los lipidos naturales de dos proteinas in-
trinsecas por lipidos diacetilénicos sintéticos. Este proceso
se llevbd a cabo disolviendo la membrana natural con ayuda de
un detergente (desoxicolato) y eliminando a continuacién dicho
detergente en presencia de un exceso de lipido sintético,

Las proteinas tratadas de este modo fueron, bacterio-
rodopsina (de la membrana plrpura de Halobacterium halobium)

y la ATPasa dependiente de calcio del retficulo endoplésmico

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 determiné cualitativamente por la va-
riacibén del pH de una suspensidn de vesiculas reconstituidas
al iluminarlas. En el segundo caso la actividad se determiné
por el método de Rosing modificado(37), encontriandose que su
valor coincidia con el obtenido efectuando la reconstitucién
con lipidos naturales.

La irradiacién con luz UV de las muestras de bacte-
riorodopsina causa la destruccidén del pigmento de la proteina,
por lo que no pudo determinarse su actividad después de poli-
merizar, La irradiacién de complejos con ATPasa y lipidos poli
merizables causa un descenso de la actividad enzimatica del
50%, mientras que los controles, conteniendo lipidos saturados,
permanecen inalterados.
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En el departamento de Quimica Riofisica del Royal
Free Hospital School of Medicine, donde se ha llevado a cabo
este trabajo, se estd estudiando la incorporacidén de lipidos
polimerizables en membranas de microorganismos auxotréficos
para los &cidos grasos. Se ha conseguido incorporar en la
membrana de Acholeplasma laidlawii &cidos grasos diacetiléni-

cos de cadena relativamente corta (C-20) y polimerizarlos con
luz UV y se estan ensayando otros métodos de polimerizacién.
Otros intentos de aplicacibn de lipidos polimeriza-
bles pretenden estabilizar estructuras de bicapa, en liposomas
o depositadas sobre diferentes superficies, mediante entrecru-
zamiento de los lipidos constituyentes. Estas aplicaciones tie-
nen interés en medicina (ya que los liposomas son transporta-
dores potenciales de farmacos pero resultan poco estables en
el torrente sanguineo) o para producir recubrimientos biocom-~
patibles para aplicsciones especiales.
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7. Conclusiones

En el marco de un estudio sobre el uso de fosfolipi-
dos polimerizables para la determinacibén de la estructura de
las memtranas y el efecto de la fluidez de los lipidos en la
actividad de las proteinas intrinsecas de membrana, se han sin
tetizado y purificado glicerofosforilcolinas conteniendo uno
o dos grupos diacetilénicos que pueden polimerizar en fase sdb-
lida por acridn de la luz ultravioleta.

Se ha estudiado el espectro de RMN de carbono 13 de
los fosfolipidos diacetilénicos y de sus &cidos grasos precur-
sores., En este trabajo se han podido asignar todas las sefiales
del 4cido y la mayor parte de las del fosfolipido, mediante
el uso de reactivos de desplazamiento y tiempos de relajacibn,
Se ha estudiado el uso de reactivos de desplazamiento para la
determinacién de distancias relativas en moléculas flexibles,

Se han observado efectos de proximidad entre grupos
diacetilénicos en distintas cadenas de &cidos grasos en un mij
mo fosfolipido o en fosfolipidos distintos. Este efecto consis—~
te en el ensanchamiento de los picos correspondientes y se ha
podido descubrir su origen mediante la determinacién de la de-
pendencia de la anchura de banda con el campo magnético.

Se ha estudiado la movilidad de las cadenas aliféti
cas de fosfolipidos con dos, uno o ningin triple enlace, me-
diante la determinacibén de los tiempos de relajacidn y se ha
puesto de manifiesto la dificil reorientacién del sistema di-
acetilénico.

Se han polimerizado los lipidos sintetizados, en dis-
tintas condiciones y se ha comprobado la existencia de distin-
tos tipos de polimero y puntos de entrecruzamiento en el poli-
mero obtenido a partir de fosfolipidos con dos cadenas polime-
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rizables, Los distintos tipos de polimero se han caracterizado
por sintesis de fosfolipidos que s6lo pueden dar un tipo de
polimerizaciébn. :

Se han estudiado los espectros visible, reman y de
dicroismo circular de los polimeros resultantes, en distintas
condiciones. Se ha comprobado la dependencia del espectro vi-
sible y de dicroismo circular con la polaridad del disolvente
y la temperatura,

Se ha detectado por primera vez actividad 6ptica en
un polimero diacetilénico y se han sugerido modelos para expli-
car su origen,

Se ha comprobado la capacidad de los lipidos diace-
tilénicos para proporcionar un ambiente lipfdico compatible
con la actividad de las proteinas bacteriorodopsina y ATPasa
dependiente del calcio.
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Vidal Costa, F.:
A la escucha de los sonidos cerca de
TA en el 4, liquido.

Andréu Morales, J. M.:
Una proteina asociada a membrana y
sus subunidades.

Blazquez Fernandez, E.:

Desarrollo ontogénico de los recep-
tores de membrana para insulina y
glucagén.

Vallejo Vicente, M.:
Razas vacunas autoctonas en vias de
extincion.

Martin Pérez, R. C.:
Estudio de la susceptibilidad magne-
toeléctrica en el Cr,0, policristalino.

Guerra Suérez, M.* D.:
Reaccion de Amidas con compuestos
organoaluminicos.

Lamas de Leén, L.
Mecanismo de [as reacciones de loda-
cién y acoplamiento en el tiroides.

Repoliés Moliner, J.:

Nitrosacion de aminas secundarias co-
mo factor de carcinogénesis ambien-
tal.

Il Semana de Biologia:
Flora y fauna acuéticas.
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Il Semana de Blologia:
Botanica.

Il Semana de Biologia:
Zoologia.

Il Semana de Biologia:
Zoologia.

Viéitez Martin, J. M.:
Ecologia comparada de dos playas de
las Rias de Pontevedra y Vigo.

Cortijo Mérida, M., y Garcia Blan-
co, F.:

Estudios estructurales de la glucége-
no fosforilasa b.

Aguilar Benftez de Lugo, E.:
Regulacion de la secrecion de LH y
prolactina en cuadros anovulatorios
experimentales.

Bueno de las Heras, J. L.:

Empleo de polielectrolitos para la flo-
culacién de suspensiones de particu-
las de carbén.

Nafiez Alvarez, C., y Ballester Pé-
rez, A.:

Lixiviacibn del cinabrioc mediante el
empleo de agentes complejantes.

Fernidndez de Heredia, C.:
Regulacién de la expresién genética
a nivel de transcripcién durante la di-
ferenciacion de Artemia salina.

Guix Pericas, M.:

Estudio morfométrico, 6ptico y ultra-
estructural de los inmunocitos en la
enfermedad celiaca.

Llobera i Sande, M.:
Gluconeogénesis «in vivo» en ratas
sometidas a distintos estados tiroi-
deos.

Usén Finkenzeller, J. M.:
Estudio cldsico de las correcciones ra-
diactivas en el 4&tomo de hidrégeno.

Galidn Jiménez, R.:
Teoria de la dimensi6n.

Obregén Perea, J. M.
Deteccién precoz del hipotiroidismo
congénito.
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Cacicedo Egiles, L.:

Mecanismos moleculares de accién de
hormonas tiroideas sobre la regulacién
de la hormona tir6tropa.

Rodriguez Garcia, R.:
Caracterizacion de lisozimas de dife-
rentes especies.

Carravedo Fantova, M.:
Introduccion a las Orquideas Espa-
fiolas.

Martinez-Almoyna Rulln, C.:
Contribucién al estudio de la Mano-
metria Ano-rectal en nifios normales
y c;)n alteraclones de la continencla
anal.

Marro, J.:

Dinamica de transiciones de fase:
Teoria y simulacion numérica de la
evolucion temporal de aleaciones
metélicas enfriadas rapidamente.

Gracla Garcla, M.:

Estudio de ceramicas de interés ar-
queoldgico por espectroscopia Mdoss-
bauer.

Garcia Sevilla, J. A.:

Receptores opiaceos, endorfinas y re-
gulacién de la sintesis de monoami-
nas en el sistema nervioso central.

Rodriguez de Bodas, A.:

Aplicacion de la espectroscopia de
RPE al estudio conformacional del ri-
bosoma y el tRNA.

Aragén Reyes, J. J.:
Interacci6n del Ciclo de los Purin Nu-
cleédtidos con el Ciclo del Acido Ci-
trico en Mdsculo Esquelético de Rata
durante el Ejercicio.

Genls Gélvez, J. M.:
Estudio citolégico de la retina del ca-
maleén.

Segura Cémara, P. M.

Las sales de tiazolio ancladas a so-
porte polimérico insoluble como cata-
lizadores en quimica organica.

Vicent Lépez, J. L.:

Efectos andémalos de transporte eléc-
trico en conductores a baja tempe-
ratura.
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Nieto Vesperinas, M.:

Técnicas de prolongacion analitica en
el problema de reconstrucciéon del ob-
jeto en optica.

Arias Pérez, J.:
Encefalopatia portosistémica experi-
mental.

Palanca Soler, A.:
Aspectos Faunisticos y Ecoldgicos de
Carabidos Altoaragoneses.

Vioque Cubero, B.:

Estudio de procesos bioquimicos im-
plicados en la abscision de la acei-
tuna.

Gonzélez Lépez, J.:
La verdadera morfologia y fisiologia
de Azotobacter: células germinales.

Calle Garcia, C.:

Papel modulador de los glucocorticoi-
des en la poblacion de receptores pa-
ra insulina y glucagén.

Alberdi Alonso, M.® T.:
Paleoecologia del yacimiento del Ne6-
geno continental de Los Valles de
Fuentidueiia (Segovia).

Gella Tomas, F. J.:

Estudio de la fosforilasa kinasa de hi-
gado y leucocitos: purificacién, carac-
teristicas y regulacién de su actividad.

Margalef Mir, R.:

Distribucion de los macrofitos de las
aguas dulces y salobres del E. y NE.
de Espaiia y dependencia de la com-
posicién quimica del medio.

Alvarez Fernandez-Represa, J.:
Reimplantacién experimental de la ex-
tremidad posterior en perros.

Tnmés Ferré, J. M.*:

Secrecion y reutilizacion de trifosfato
de adenosina (ATP) por sinaptosomas
colinérgicos.

Ferrdndiz Leal, J. M.
Estudio analitico del movimiento de
rotacion lunar.
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Rubié Lois, M.; Uriz Lespe, M* J., ¥
Bibiloni Rotger, M.* A.:

Contribuciéon a la fauna de esponjas
del litoral catalan. Esponjas corneas.

Velasco Rodriguez, V. R.:
Propiedades dinamicas y termodinami-
cas de superficies de soélidos.

Moreno Castillo, 1.:

Ciclo anual del zooplancton costero
de Gijon.

Durdn Garcia, S.:

Receptores insulinicos en hipotalamo
de rata: localizacion subcelular y me-
canismo (s) de regulacion.

Martinez Pardo, R.:

Estudio del mecanismo secretor de
hormona juvenil en oncopeltus fas-
ciatus.

Garcia Jiménez, J.:
Fusariosis del gladiolo: un estudio
preliminar.

Fernandez Aldez, C.:
Analisis estructural en sabinares de
la provincia de Ledn.

Furio Egea, J.:

Citokinas en agrios. Actividades en-
dégenas, efectos fisiolégicos y apli-
caciones.

Moreno Rodriguez, J. M.:

Estudios ecolégicos en jarales (cis-
tion laurifolii): Variacién anual de al-
gunos factores del entorno y manifes-
taciones fenoldgicas.
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