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RESUMEN

Los lipidos son fundamentales para el funcionamiento de la membrana plasmatica celular, sin
embargo es poco lo que se conoce de los procesos fisicos basicos que acompafian a esta funcién.
Una hipétesis es que la membrana celular contiene pequefios dominios dindmicos enriquecidos
con ciertos lipidos y proteinas, los cuales varian en respuesta a diferentes sefiales. En
membranas modelo complejas (con tres componentes o mas), ciertas mezclas de lipidos
presentan coexistencia de fases liquidas, especialmente si contienen colesterol y una mezcla de
lipidos saturados e insaturados. Este trabajo estudia la coexistencia de dominios de fase alrededor
de la temperatura de transicion de fase en mezclas conteniendo lipidos que han sido implicados
en la cascada de sefiales que dispara la muerte celular por apoptosis. Se utilizaron como modelo
Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUVs) compuestas por dioleoylPC (DOPC)-esfingomielina
de cerebro (BSM)-ceramida de cerebro (BCer)-colesterol (CHOL) para diferentes proporciones
de BSM:BCer . Se caracterizé este sistema mediante microscopia confocal de fluorescencia a
diferentes temperaturas.

Palabras Claves: Membrana celular, Transicion de fase, Vesiculas Unilamelares Gigantes
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Introducion

La membrana plasmatica cumple funciones fundamentales en la vida de las células, sin
embargo es muy poco lo que se conoce de las bases fisicas subyacentes al funcionamiento de la
membrana. Una hipétesis actual y muy popular sostiene que la membrana plasmatica contiene
pequefios dominios dindmicos llamados “rafts” (balsas) los cuales estan enriquecidos en ciertos
tipos de lipidos y proteinas, estas balsas cambian de tamafio, forma, composicion y estabilidad
en respuesta a sefiales del ambiente. También se especula que la organizacion de la balsas surge
de la tendencia de los lipidos en la membrana (que contiene colesterol) a separarse en 2 estados
de fase coexistentes, liquido-ordenado (Lo) y liquido-desordenado ( L4 ). De hecho, existen
numerosas observaciones experimentales de la membrana plasmatica, mostrando partes mas
ordenadas y partes menos ordenadas ambas en la célula [1-3].

Las ceramidas son lipidos que han sido descriptos como capaces de modificar la funcién
de determinadas proteinas frente a estimulos de agresion o injuria celular, produciendo una
cascada de sefiales que eventualmente culmina en la muerte de la célula por apoptosis. El
mecanismo de accion de las ceramidas es sin embargo fuente de debate. Una de las
posibilidades, la que da origen a este trabajo, es que el incremento de las concentraciones de
ceramida en la membrana plasmatica produzca una separacion lateral de fases, modificando la
concentracion local, la difusion y las interacciones entre proteinas iniciadoras de la cascada de
sefiales. [4-8]

En este trabajo utilizamos vesiculas unilamelares gigantes (GUVs por sus siglas en
inglés) con composiciones que reproducen de forma simplificada la composicién de la
membrana plasmatica cuando se activa la produccion de ceramidas. Este sistema modelo nos
permite estudiar como la composicién y la temperatura influyen en la estructuracion de la
membrana.

Utilizamos GUVs formados por cuatro componentes: un lipido saturado (esfingomielina),
un lipido insaturado (dioleoilfosfatidilcolina) , una ceramida y colesterol; en las mezclas la
composicién varia a medida que la esfingomielina es reemplazada por ceramida. Caracterizamos
dicho sistema mediante la observacion con microscopia confocal de fluorescencia a diferentes
temperaturas.



Capitulo 1

1. La membrana celular

La membrana plasmatica o celular es una estructura laminar formada por lipidos (con cabeza
hidrofilica y cola hidrofébica) y proteinas que engloba a la célula, define sus limites y contribuye
a mantener el equilibrio entre el interior (medio intracelular) y el exterior (medio extracelular) de
éstas. Ademas, se asemeja a las membranas que delimitan las organelas de células eucariotas. La
membrana plasmatica sirve de "contenedor" para el citosol y los distintos compartimentos
internos de la célula, asi como también otorga proteccién mecanica y regula el intercambio de
materia con el exterior. Estd formada principalmente por fosfolipidos, colesterol, glicidos y
proteinas.

La principal caracteristica de esta barrera es su permeabilidad selectiva, lo que le permite
seleccionar las moléculas que deben entrar y salir de la célula. De esta forma se mantiene estable
el medio intracelular, regulando el paso de agua, iones y metabolitos, a la vez que mantiene el
potencial electroquimico (haciendo que el medio interno esté cargado negativamente).

La membrana plasmatica tiene un grosor aproximado de 7,5 nm y no es visible al
microscopio optico pero si al microscopio electrénico, donde se pueden observar dos capas
oscuras laterales y una central mas clara. En las células procariotas (bacterias) y en las eucariotas
osmotrofas como plantas y hongos, se sitia bajo otra capa, denominada pared celular.

= Oligosacaridos Glicolipidos Catih potar
Exterior celular igo: 2 fosfolipidos

Cara u hoja exterior
Cola hidrofébica
fosfolipidos

Cara u hoja interior
Citdsica

Interior celular
(citosol)

[

Glicoproteinas integrales Proteinas periféricas Colesterol
de membrana

Citoesqueleto

Figura 1: Esquema de una membrana celular. Segun el modelo del mosaico fluido, las proteinas serian como "icebergs" que
navegarian en un mar de lipidos. Nétese ademds que las cadenas de oligosacaridos se hallan siempre en la cara externa, pero no
en la interna. Autor del grafico J Pablo Cad



1.1.2 Composicion quimica

La composicion quimica de la membrana plasmatica varia entre células dependiendo de
la funcién o del tejido en la que se encuentren, pero se puede estudiar de forma general. La
membrana plasmatica estd compuesta por una doble capa de fosfolipidos, por proteinas unidas no
covalentemente a esa bicapa, y glicidos unidos covalentemente a los lipidos o a las proteinas.
Las moléculas mas numerosas son las de lipidos, ya que se calcula que por cada 50 lipidos hay
una proteina. Sin embargo, las proteinas, debido a su mayor tamafio, representan
aproximadamente el 50% de la masa de la membrana.

Lipidos

El 98% de los lipidos presentes en las membranas celulares son anfipaticos, es decir que
presentan un extremo hidrofilo (que tiene afinidad e interacciona con el agua) y un extremo
hidrofébico (que repele el agua). Los mas abundantes son los fosfoglicéridos (fosfolipidos) y los
esfingolipidos, que se encuentran en todas las células; le siguen los glucolipidos, asi como
esteroides (sobre todo colesterol). Estos ultimos no existen o son escasos en las membranas
plasmaticas de las células procariotas. Existen también grasas neutras, que son lipidos no
anfipaticos, pero sélo representan un 2% del total de lipidos de membrana.

Proteinas

El porcentaje en peso de proteinas oscila entre un 20% en la vaina de mielina de las neuronas y
un 70% en la membrana interna mitocondrial[1]; el 80% son intrinsecas (embebidas en la bicapa
lipidica), mientras que el 20% restantes son extrinsecas (asociadas a la bicapa por interacciones
electrostaticas o por union covalente a un lipido). Las proteinas son responsables de las
funciones dindmicas de la membrana, por lo que cada membrana tiene una dotacion muy
especifica de proteinas; las membranas intracelulares tienen una elevada proporcion de proteinas
debido al elevado nuimero de actividades enzimaticas que albergan. En la membrana las proteinas
desempefia diversas funciones: transportadoras, conectoras (conectan la membrana con la matriz
extracelular o con el interior), receptoras (encargadas del reconocimiento celular y adhesion) y
enzimas (catalizadoras de diversas reacciones quimicas).

Glucidos

Estan unidos en la membrana covalentemente a las proteinas o a los lipidos. Pueden ser
polisacaridos u oligosacaridos. Se encuentran en el exterior de la membrana formando el
glicocalix. Representan el 8% del peso seco de la membrana plasmatica. Sus funciones
principales son dar soporte a la membrana y el reconocimiento celular (colaboran en la
identificacion de las sefiales quimicas de la célula).
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1.1.3 Estructura

Antiguamente se creia que la membrana plasmatica era un conjunto estatico formado por
las siguientes capas: proteinas/lipidos/lipidos/proteinas. Hoy en dia se concibe como una
estructura dinamica. El modelo estructural aceptado en la actualidad se conoce como "mosaico
fluido". El mosaico fluido es un término acufiado por S. J. Singer y G. L. Nicolson en 1972.
Consiste en una bicapa lipidica complementada con diversos tipos de proteinas. La estructura
basica se mantiene unida mediante uniones no covalentes.

1.1.4 Bicapa lipidica

El orden de las cabezas

hidrofilicas y las colas hidrofébicas de ,é; a? &‘; }f QOQQ la
bicapa lipidica impide que solutos }g :}5 f f (| )';! 1\ 61.

. ;. ;. Hed Ol EE R 1 1 d L |
polares, como aminoacidos, acidos gods ‘Dd‘EU' SHONONS
nucleicos, carbohidratos, proteinas e s E{RJ { .lf {1411 Iones,
difundan a través de la membrana, o w ] { 1,( H pero
generalmente permite la difusion fg tg oooo
PaSIV.a de las mOIG,CUIaS hldrOfOblcaS' Molécula fosfollpida Bicapa lipldica Bicapa lipldica en la EStO
permite a la célula controlar el representacion de

.. . , una membrana
movimiento de estas sustancias via
Complejos de proteina transmembraﬂal Diagrama del orden de 103 lipidos anfipdticos para formar una hicapa lipidica tales
como poros y canales, que permiten el paso

de por ejemplo glucosa e iones especificos como el sodio y el potasio.

Las moléculas de lipido forman un "sandwich" con las colas de acido graso dispuestos hacia el
centro de la membrana y las cabezas de fosfolipidos hacia los medios acuosos que se encuentran
dentro y fuera de la célula.

1.1.5 Funciones

La funcién bésica de la membrana plasmadtica es mantener el medio intracelular diferenciado del
entorno. Esto es posible gracias a la naturaleza aislante en medio acuoso de la bicapa lipidica y a
las funciones de transporte que desempefian las proteinas. La combinacion de transporte activo y
transporte pasivo hacen de la membrana plasmatica una barrera selectiva que permite a la célula
diferenciarse del medio.

Los esteroides, como el colesterol, tienen un importante papel en la regulacion de las
propiedades fisico-quimicas de la membrana regulando su resistencia y fluidez.
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1.2 Lipid rafts (balsas lipidicas)

Los lipid rafts son microdominios de la membrana que se encuentran enriquecidos en
colesterol y esfingolipidos. Presentan una cantidad mayor de lipidos con cadenas de acidos
grasos saturados en comparacion con el resto de la membrana plasmatica. Parecen ser pequefios
en tamafio pero pueden llegar a constituir una gran fraccion de la membrana plasmatica y por
este motivo son visibles por microscopia de fuerza atémica (Pike L., 2003).

Baka Liklka

G Incolpkis
- A

Figura 3: Diagrama de una Balsa Lipidica dentro de una membrana celular

Los grupos acilo largos saturados de los esfingolipidos pueden formar asociaciones mas
compactas y estables con el colesterol que con los fosfolipidos insaturados que los rodean. Por
ello, se comportan como balsas de esfingolipidos de estructura liquido ordenada entre los
fosfolipidos, de estructura liquido desordenada. Debido a la presencia de colesterol y lipidos
saturados, estas regiones presentan menos fluidez y esta puede ser la causa de que sean
insolubles en detergentes no ionicos (Lehninger, 2005).

Al realizar un diagrama de fases de composicion versus temperatura de mezclas que
contienen lipidos saturados, lipidos insaturados y colesterol se observa la aparicion de un punto
critico. En un sistema multicomponente como es el estudiado en el presente trabajo, la
“compresibilidad osmética” diverge en el punto critico, significando que se necesita muy poca
energia para mantener las regiones en una composicién inhomogénea. Se han observado
fluctuaciones criticas en modelos de membrana que contienen colesterol y encontrado que estas
fluctuaciones son consistentes con el modelo de Ising en 2D (3, 4). Se especula que, en la
membrana plasmatica, la composicién es siempre mantenida por la célula cerca del punto critico,
de manera que pequefias perturbaciones permitirian producir cambios importantes en la
distribucién espacial de los componentes de la membrana con un minimo gasto energético. Este
seria el fenémeno que daria origen a los lipid rafts.

Estos dominios de membrana pueden ser “aislados”, y su composicion puede
caracterizarse. Sin embargo, la composicién de estos fragmentos de membrana aislados depende
criticamente del protocolo utilizado (temperatura, presencia o no de detergentes, etc). Hay una
gran variedad de proteinas que se han descripto como presentes en fracciones aisladas de rafts,
como proteinas ancladas a GPI, quinasas de la familia src o sintasa de 6xido nitroso endotelial
(Pike L., 2003).

La importancia de los lipid rafts en transduccién de sefiales ha sido demostrada en
diversos experimentos en los cuales se ha eliminado el colesterol de la membrana mediante
tratamientos quimicos. La exclusion del colesterol conlleva la destruccion de los lipid rafts vy,
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como consecuencia, se observa la interrupcion de la sefializacion a través de membrana (Pike L.,
2003).

La existencia de heterogeneidad en la composicién de los lipid rafts asi como la presencia
de moléculas implicadas en sefializacion, hacen de estas estructuras un punto fundamental de
control de la transduccion de sefiales (Pike L., 2003). Esta regulacion de la sefializacion celular
puede abordarse desde diferentes perspectivas.

Un modelo sencillo muestra los rafts como plataformas donde se agrupan componentes
implicados en una misma via de transduccion. Esta agrupacion evitaria la interaccion
inespecifica de moléculas implicadas en diferentes rutas y permitiria una rapida ejecucion de la
respuesta ante la llegada de una sefial (Pike L., 2003).

Por el contrario, otros modelos sostienen que moléculas implicadas en una misma via
pueden situarse en diferentes rafts, capaces de asociarse ante la llegada de la sefial apropiada
(Pike L., 2003). De ese modo, la regulacion se llevaria a cabo a través de la separacion fisica de
los componentes de la ruta en ausencia de sefial. Existen numerosos ejemplos de fenémenos de
reclutamiento de rafts para la iniciaciéon de la transduccion de sefiales. Uno de ellos es la
activacion de los linfocitos T a través de la interaccion con células presentadoras de antigenos.
La activacién de las células T provoca la inmediata agrupacion de los rafts para desencadenar la
respuesta inmune (Simons K., 2000).

Por otro lado, los rafts pueden desempefiar su papel regulador creando un entorno
especial en la membrana capaz de modificar la actividad de determinadas proteinas transductoras
(Pike L., 2003). Este es el caso del receptor-1 de TNFa que, tras unirse al ligando, se introduce
en los rafts para desencadenar la ruta de sefializacion. Sin embargo, si la entrada del receptor en
la balsa lipidica se da en ausencia de ligando, la proteina es marcada para su destruccion por
ubiquitinacion (Lucero H.,2004).

Si al papel de regulacion espacial de la sefializacion, se une el enorme dinamismo de
formacion y desaparicién que presentan las balsas lipidicas (Pelkmans, 2005), obtenemos un
eficiente sistema de regulacion de la sefializacién tanto en el espacio como en el tiempo.

Los mecanismos de funcionamiento de los lipid rafts encierran todavia hoy gran cantidad
de incognitas. Estudios muy recientes relacionan de forma inequivoca determinadas actividades
sefalizadoras de rafts con enfermedades de gran impacto como cancer y Alzheimer (Kumar
S.,2007), o demuestran su implicacién en la infeccién de las células por parte de virus (Pelkmans
L., 2005). Estos hallazgos indican que el conocimiento de sus mecanismos de funcionamiento
resulta fundamental para la obtencion de nuevas dianas terapéuticas, asi como nuevas estrategias
de prevencion de enfermedades viricas.
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Capitulo 2

2.1 Lipidos

2.1.1 Fosfolipidos

Los fosfolipidos son un tipo de lipidos anfipaticos compuestos por a molécula de glicerol,
a la que se unen dos acidos grasos (1,2-diacilglicerol) y un grupo fosfato. El fosfato se une
mediante un enlace fosfodiéster a otro grupo de atomos, que frecuentemente contienen ,nitrogeno
como colina, serina o etanolamina y muchas veces posee una carga eléctrica. Todas las
membranas activas de las células poseen una bicapa de fosfolipidos. Los fosfolipidos mas
abundantes son la fosfatidiletanolamina (o cefalina ), fosfatidilinositol, acido fosfatidico,
fosfatidilcolina (o lecitina) y fosfatidilserina.
Los fosfolipidos son moléculas anfipatica , es decir, tienen una region apolar hidr6foba que
repele el agua y una regién polar hidréfila que tienen afinidad por la misma. La regién apolar de
los fosfolipidos corresponde a las largas cadenas alquilicas de los acidos grasos, que se
denominan por ello "colas apolares"; la region polar corresponde al grupo fosfato, cargado
negativamente, y a la molécula unida a él, que puede estar cargada positivamente o poseer
grupos hidroxilo (—OH) polares; en conjunto forman la "cabeza" polar de la molécula (figuras 1

y 2).

P
"-\.\ "H.x
R'—C—0-—CH, CH, [CH
RI—C—O-—(LH- 0 ‘{i “*/(
|c! H(|I 0 Ll 0—x £, K"f[:
. —0—P—0—
s
o e
LI, [l

Figural: Estructura general de un Fosfolipido
Figura 2. P, cabeza polar; U, colas apolares

Las cadenas de acidos grasos usualmente contienen un ntimero par de atomos de carbono entre
14 y 24, donde 16 a 18 son los mas comunes. Ellos pueden ser saturados o contener una o mas,
dobles enlaces no conjugados en la configuracién cis. Algunos nombres comunes para estas
cadenas de acilo y algunas abreviaciones para los cabezas de grupo fosfolipidicas estan dadas en
la tabla 1.
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2.1.2 Ceramidas

Las ceramidas son una familia de lipidos. Una ceramida se compone de un acido graso
unido mediante un enlace amida a una esfingosina, un alcohol insaturado de 18 carbonos. La
ceramida es la molécula base de los esfingolipidos, muy abundantes en la bicapa lipidica de las
membranas celulares.

Durante afios se pens6 que el papel de los esfingolipidos y por extension de las ceramidas en la
bicapa lipidica era puramente estructural. Mas tarde se descubrio que esto no es del todo cierto,
pues se sabe que los esfingolipidos de la superficie celular pueden actuar como moléculas de
reconocimiento o sefalizacion celular. Entre las funciones de sefializacién celular mejor
conocidas de las ceramidas se encuentran la regulacion de la diferenciacién celular, la
proliferacion celular, la apoptosis y respuesta inmune, tanto para patogenos bacteriales como
virales [1,5]. En respuesta a este estimulo especifico, en el contexto fisiolégico la concentracion
de ceramida puede alcanzar 10-20% del total del contenido de los lipidos, sin embargo la
concentracion local en membranas particulares puede ser superior.

Estudios biofisicos de modelos de membranas que contienen ceramidas muestran que su
presencia da lugar, a temperaturas fisiologicas, a la coexistencia de dominios de distintas fases
[8-10], promoviendo la formacién de estructuras no laminares e induciendo flip-flop (la difusién
de una molécula de lipido de una hemicapa a la otra de la membrana).

2.1.3 Glicolipidos

Los glicolipidos son esfingolipidos compuestos por una ceramida (esfingosina + acido
graso) y un glicido de cadena corta; carecen de grupo fosfato. Los glucolipidos forman parte de
la bicapa lipidica de la membrana celular; la parte glucidica de la molécula esta orientada hacia
el exterior de la membrana plasmatica y es un componente fundamental del glicocalix, donde
acttia en el reconocimiento celular y como receptores antigénicos. Dependiendo del glucolipido,
la cadena glucidica puede contener, en cualquier lugar, entre uno y quince monoémeros de
monosacarido. Al igual que la cabeza de fosfato de un fosfolipido, la cabeza de carbohidrato de
un glucolipido es hidrofilica, y las colas de acidos grasos son hidrofébicas. En solucién acuosa,
los glucolipidos se comportan de manera similar a los fosfolipidos.

2.1.4 Esteroles

El colesterol es un esterol (lipido) que se encuentra en los tejidos corporales y en el
plasma sanguineo de los vertebrados. Se presenta en altas concentraciones en el higado, médula
espinal, pancreas y cerebro. El nombre de «colesterol» procede del griego kole (bilis) y stereos
(s6lido), por haberse identificado por primera vez en los calculos de la vesicula biliar por Michel
Eugene Chevreul quien le dio el nombre de «colesterina», término que solamente se conservo en
el aleman (Cholesterin). Abundan en las grasas de origen animal. La férmula quimica del
colesterol se representa de dos formas: C»H4O / C»yHssOH. En la molécula de colesterol se
puede distinguir una cabeza polar constituida por el grupo hidroxilo y una cola o porcién apolar
formada por el carbociclo de niicleos condensados y los sustituyentes alifaticos. Asi, el colesterol
es una molécula tan hidréfoba que la solubilidad de colesterol libre en agua es de 10® M y, al
igual que los otros lipidos, es bastante soluble en disolventes apolares como el cloroformo
(CHCI3)..
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2.1.5 Composicion lipidica de membranas naturales

La composicion de lipidos en una membrana natural depende de la célula y la organela.
Una composicion porcentual tipica para la membrana plasmatica de un eritrocito humano, la
membrana plasmatica de una célula perteneciente a un higado de mamifero y la membrana de
Golgi estan listadas en la siguiente tabla. Note que el 20% en peso de colesterol corresponde

aproximadamente a 50 mol% de colesterol para las masas moleculares dadas
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Figura 1 : Lipidos tipicos { a,b,c,d} v analogos fluorecentes

*Graficos extraidos “Giant Unilamellar Vesicles” Kirsten Bacia, Jakob Schweizer ,
University
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MNumher of carbons : Chain name
o I- [Itj tf' ! |'t[J - 1 B Full name Abbreviation
Numher of double bonds
[2 1 lauroyl _ — —
10 SER— phosphatidvicholine P
: Iy Tistoy : :
TR mitovl phosphatidylethanolamine P E
o palmitoy = =
T - l phosphatidylserine s
8 st AT Oy
T 1 " phosphatidylinositol 1
Mo oleny

Tabla 1: Cadenas vy nombres de las cabezas de grupo

|.i:1ill T AT Abbreviation
1. 2-dilanroyl-sn-glycero-3- phosphocholine DL
. 2-dimyristoylsn-glyecero-3-phosphocholine DAIPC
1. 2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine DPrc
1. 2-dioleaylksn-glycero-3-phosphocholine DOPC
I, 2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoet hanolamine DPPE
l-palmitoyk 2-olenyl-sn- glycero-3- | phospho-L-serine FoPs
l,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-[ phospho-L-serine] DPPS

Tabla 2 : Hombres de Lipidos v sus abreviaciones

Membrane type P PE = 1 SM Glyecaol Chaol. (thers

X

() Huoman eryvthrocyte 20 [ % T 3 20 Il

plasma membranes

(h)] Mammalian liver | % |2 7 3 |2 & 11 21
plasma membranes
() Golgi membranes 25 0 3 i T [l 8 b5

Tabla 3: Comppocicion de lipidos en membranas naturales en %

* Tablas extraidas de “Giant Unilamellar Vesicles” Kirsten Bacia, Jakob Schweizer, = Dresden
University

2.2 Estructuras de agregacion de lipidos

En un entorno acuoso, las cabezas polares de los fosfolipidos tienden a orientarse hacia su
entorno polar, mientras que las colas hidrofébicas tienden a minimizar el contacto con el agua.
Las colas no polares de los lipidos tienden a juntarse, formando una bicapa lipidica o una micela.
Las cabezas polares (P) se orientan hacia el entorno acuoso. Las micelas se forman cuando
lipidos con forma coénica (grupo polar grande, cola polar chica) son colocados en un entorno
polar, mientras que las bicapas lipidicas se forman cuando lipidos de forma cilindrica (grupo
polar con una area seccional similar a la de la cola polar) son colocados en un ambiente polar.
Las micelas pueden ser esféricas o tubulares y solamente pueden llegar hasta cierto tamafio,
mientras que las bicapas pueden ser considerablemente mas grandes. Las bicapas que se doblan
sobre si mismas forman una esfera vacia, creando asi un compartimento acuoso separado, y es en
esto en lo que consiste esencialmente la membrana plasmatica (ver fig 4).

17


http://es.wikipedia.org/wiki/Membrana_plasm%C3%A1tica
http://es.wikipedia.org/wiki/Micela
http://es.wikipedia.org/wiki/Bicapa_lip%C3%ADdica

Araccion
Interfacial

thidrofobica) | Repulsién de las cabezas polares

Figura 3: Para formas peguefiasz el factar de forma de las miceles

Las micelas y las bicapas se separan del ambiente polar mediante un proceso conocido
como “efecto hidrofébico”. Cuando se disuelve una sustancia no polar en un entorno polar, las
moléculas polares (por ejemplo agua en el caso de una solucion acuosa) se acomodan de manera
mas ordenada alrededor de la sustancia no polar disuelta debido a que las moléculas polares no
pueden formar enlaces de puente de hidrogeno con las moléculas no polares. Es por esto que, en
un entorno acuoso, las moléculas polares del agua forman una caja ordenada de “clatrato”
alrededor de la molécula no polar disuelta. De cualquier manera, cuando la molécula no polar se
separa del liquido polar, la entropia (el estado de desorden) de la molécula polar en el liquido se
incrementa. Esto es esencialmente una forma de separacion de fase, similar a la separacién
espontanea que ocurre cuando se ponen juntos agua y aceite.
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Figura 2 Primcipdos dé la TibarzZa NsmraTonee s

Las bicapas usualmente estan compuestas por lipidos con dos cadenas de hidrocarbonos.
En una bicapa plana las cadenas hidrofébicas se acomodan muy bien en el medio de la
estructura, estando en un ambiente hidrofébico mientras que las cabezas se encuentran en las
interfase acuosa. Pero en el borde de una bicapa plana las cadenas de hidrocarbonos deben ser
expuestas al agua (4 (c)). Por lo cual la estructura tenderd a proteger ese borde del entorno
acuoso conectando los dos bordes abiertos uno con el otro. De esto resultan las vesiculas,
estructuras esféricas comparables con burbujas de jabén (fig 4 (d)). La fuerte presion lateral
inhibe la formacién de poros al menos que los poros estén estabilizados, por ejemplo por
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péptidos. En la bicapa lipidica los componentes sostienen entre ellos muy eficientemente una
interaccién no covalente pero cooperativa.
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Figura 4 Estructuras Lipidicas

2.3 Termodinamica de lipidos

2.3.1 Caracteristicas fisicas de las diversas fases.

Los lipidos pueden adoptar una variedad de fases, pero el foco aqui sera solo en las fases
lamelares. Las transiciones de fase se pueden inducir de varias formas. Con frecuencia se
estudian las transiciones inducidas por temperatura. Una variedad de fases de gel laminar con
diferentes estructuras empaquetadas han sido identificadas mediante cristalografia de rayos X (
L tienen cadenas de carbones perpendiculares a la capa bilipidica plana, L. es con cadenas
de carbono inclinadas , Ly es una fase integrada y Pg. es una estructura rizada ), lo tnico en
comun de las caracteristicas de la fase gel que debemos considerar aqui es que las cadenas de
hidrocarburo estdn ordenada en una configuraciéon todo-trans y que las moléculas estan
organizadas en una red cristalina, altamente organizada, donde no hay difusion lateral. Por esta
razén, también se la llama fase s6lido-ordenada (S,).

Al incrementar la temperatura sobre el punto de fusion los terminos de la entropia se
vuelven dominantes, resultando una fase liquido-cristalina L, . La fase L, esta caracterizada
por un bajo orden conformacional en las cadenas de carbono (orden interno bajo) y un bajo orden
de traslacion (orden de empaquetamiento bajo, alta difusion). Por esta razon, se la ha llamado
fase liquido-desordenada ( Ly ). El drea de la cabeza de estos lipidos, que son del orden de
0.5nm* se incrementa aproximadamente del 15 al 30 % en la fusiéon debido al aumento de la
hidratacion y al incremento en la movilidad rotacional.

La adicién de colesterol resulta en la pérdida de cooperatividad de la transicion de fase
gel-liquido. Estudios de RMN indican que esta es la causa de la introduccién de otra fase en
equilibrio, la fase liquido-ordenada L, , en la cual todavia hay un orden conformacional alto
como el la fase gel, pero el orden de traslaciéon se ha perdido (alta difusién traslacional) al igual
que en la fase L, ([6], [7], [8] ). Estudios tedricos [9] predicen que la transici6n orden -

19



desorden de las cadenas de carbono y la transicion orden- desorden de los empaquetamientos no
necesariamente debe ser acoplado, esto soporta que se pueda formar la fase L,

Sin embargo, experimentalmente, la fase L, no es encontrada en lipidos simples, solo
en sistemas de lipidos binarios que contienen ciertos esteroles.
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Figuiira 7 fases dé las bicapas lipidicas

2.3.2 Diagrama de fases de lipidos

Los diagramas de fases de lipidos describen que fase del lipido existe en equilibrio para
una combinacion de parametros termodinamicos como la temperatura, presion y la composicion.
Estos solo pueden construirse para sistemas simples. Sistemas binarios de mezclas de lipidos
puede ya mostrar complejidad en el diagrama de fases y mezclas ternarias mucho mas aun. La
regla de fases de Guibbs es aplicable para determinar el niimero de grados de libertad F* para un
sistema de C componentes, exhibiendo P fases diferentes: P+F* =C+2.

Dado que solo las fases lipidicas formadas con un exceso de agua son consideradas
biologicamente relevantes, el agua es omitida: la concentracion de agua no cuenta como
componente y no es un grado de libertad. Mas atn, la presion puede usualmente ser considerada
de igual manera (excepto en sistemas monocapa), por eso el nimero que recuerda el grado de
libertad es:

F=C—-P+1

Es imposible producir un diagrama de fases de una mezcla compleja como la que se

encuentra en una membrana celular nativa. En principio, de acuerdo a la regla de fases de
Guibbs, un gran nimero de fases pueden ser permitidas. Lo que aparentemente ocurre
especialmente con las membranas eucariotas que contienen colesterol, es que la transicion no es
una transicion medidle del todo [10]
. (El prerrequisito para formar un diagrama de fase es que estas fases sean distinguibles, y la
transicion entre ellas sea aproximadamente de primer orden). Sin embargo el estudio de sistemas
simples con fases identificables es la esperanza de dar una mejor percepcién a este fendmeno el
cual puede ser pertinente a la membrana celular real. Aun cuando no sean posibles las
transiciones de fase cooperativas sobre el total de la membrana, pueden ser locales, como la
formacion de “fases de lipidos dominantes™, balsas lipidicas o “lipid melting” en la vecindad de
las proteinas de la membrana.
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2.3.3 Mezclas ternarias de lipidos exhibiendo separacion de fase fluido-fluido

La mezcla consistuida por un fosfolipido insaturado, un esfingolipido saturado y
cholesterol ha sido estudiado en detalle como modelo de la composicion de la membrana
plasmatica que puede dar origen a coexistencia de fases liquido-ordenado/liquido desordenado, y
por lo tanto a la aparicién de balsas lipidicas. Para cierto rango de composiciones, las bicapas
lipidicas formadas por estas mezclas exhiben una coexistencia de dos fases fluidas (liquidas), la
fase liquido-desordenada L, y la fase liquido-ordenada L, (indicada en la figura 9). Esta
separacion de fases se puede visualizar por microscopia optica en las Vesiculas Unilamelares
Gigantes (GUVs) usando un marcador fluorescente que permita distinguir una fase de otra. En
este trabajo producimos GUVs con cuatro componentes: un fosfolipido insaturado (DOPC), un
esfingolipido saturado (SM), otro esfingolipido saturado (ceramidas) y colesterol. El diagrama de
fases de una mezcla cuaternaria como esta deberia ser tridimensional.
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2.3.4. El rol de las ceramidas en la senalizacion celular

Las ceramidas son lipidos que han sido descriptos como capaces de modificar la funcion de
determinadas proteinas frente a estimulos de agresion o injuria celular, produciendo una cascada
de sefiales que eventualmente culmina en la muerte de la célula por apoptosis. El mecanismo de
accion de las ceramidas es sin embargo fuente de debate. Una de las posibilidades, la que da
origen a este trabajo, es que el incremento de las concentraciones de ceramida en la membrana
plasmatica produzca una separacion lateral de fases, modificando la concentracién local, la
difusion y las interacciones entre proteinas iniciadoras de la cascada de sefiales.

La cascada de sefiales se inicia cuando un estimulo agresivo (luz UV, shock térmico, infeccién
bacteriana o viral, etc) produce la traslocacion a la membrana plasmatica de un pool de
esfingomielinasa que normalmente se encuentra encerrado en vesiculas en el citoplasma. Una
vez presente en el lado exterior de la membrana plasmatica, la esfingomielinasa transforma la
esfingomielina en ceramida por medio del corte de la unién covalente del grupo fosforilcolina al
grupo glicerol. El grupo fosforilcolina se pierde por difusién al medio extracelular, mientras que
la ceramida, por ser altamente hidrofébica, permanece en la membrana, produciendo un cambio
dramatico a nivel local ya que por sus caracteristicas fisicas es capaz de inducir la formacion de
fases ordenadas, cambiar la curvatura local de la membrana, inducir la formacién de fases
hexagonales no bicapa, desplazar colesterol, modificar la particién de proteinas de membrana,
etc (12-14).

En este trabajo utilizamos mezclas que simulan este proceso iniciador de la cascada de sefiales.
En las mezclas, la concentracién de esfingomielina disminuye a medida que se incrementa la
concentracion de ceramida, mientras que la proporcion de los restantes lipidos se mantiene
constante.
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Capitulo 3

3 Microscopio Confocal

3.1 Introduccion y antecedentes

La microscopia confocal es una mejora sustancial de las técnicas clasicas de microscopia
optica (campo claro y fluorescencia), resultando de gran interés para diversas ramas de la ciencia
tales como medicina, biologia, materiales, geologia, etc. Su éxito se debe a la obtencion de
imagenes de mayor nitidez y contraste, mayor resolucion vertical y horizontal y a la posibilidad
de obtener “secciones opticas” de la muestra, permitiendo su estudio tridimensional. En las
técnicas clasicas de observacion en microscopia oOptica, la luz interacciona con la muestra a
varias profundidades por lo que la imagen que llega al observador presenta areas borrosas debido
a la luz procedente de zonas fuera del plano de enfoque, lo que produce una degradacion en el
contraste y resolucion de la imagen. El principio de la microscopia confocal se basa en eliminar
la luz reflejada o fluorescente procedente de los planos fuera de foco. Para ello se ilumina una
pequeila zona de la muestra y se toma el haz luminoso que proviene del plano focal,
eliminandose los haces procedentes de los planos inferiores y superiores.

Optica simplificada de un LSCM

PHOTODETECTOR
(PHOTOMULTIPLIER)

DETECTOR PINHOLE
" [CONFOCAL APERTURE)

SOURCE PINHOLE
(ILLUMINATING APERTURE)
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— QUT-0F-FOCUS LIGHT RAYS

Lance Ladic
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Figura 1: Diagrama simplificado de un microscopio LSCM

La invencion del primer microscopio confocal se le suele atribuir a Marvin Minsky, quien
en 1955 disefié un microcopio que le permitia observar redes neuronales en preparaciones de
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tejido nervioso no tefiidas. La mayoria de los sistemas confocales modernos se basan en el
principio por él patentado en 1957 (http://web.media.mit.edu/~minsky). Su disefio original se
basaba en la presencia de dos “pinholes”: uno situado entre la fuente de luz y el objetivo, y otro
entre el objetivo y un fotomultiplicador (Fig.1). Ambos debian estar perfectamente alineados
(confocalizados), de manera que el segundo de ellos no dejarda pasar nada de luz al
fotomultiplicador, “fuera del plano focal”, que es la base de todo sistema confocal. Sin embargo,
la tecnologia auin no disponible por entonces no le permitié6 demostrar todo el potencial de esta
nueva técnica de microscopia, sobre todo en lo referente a muestras biol6gicas. Ha sido el
espectacular desarrollo de la tecnologia laser, de la informatica y de los sistemas de adquisicién
digital de imagen lo que ha permitido conocer todas lasposibilidades de la microscopia Confocal
e implantar su uso generalizado en el campo de la biologia durante los ultimos veinte afios.

3.2 Tipos y Caracteristicas
Basicamente existen las siguientes técnicas de microscopia confocal:

1) De un tnico haz o punto de iluminacion, que requieren un sistema de barrido de la
preparacion. Existen dos modalidades: el Laser Scanning Confocal Microscopy (LSCM) (de
“Escaneo de laser”) y el Stage Scanning Confocal Microscopy (SSCM) (de “escaneo de
platina™);

2) Multi-haz, que incluye Disc Scanning Confocal Microscopy (DSCM) (de “Escaneo de
disco”).

El Stage Scanning Confocal Microscopy (SSCM) es el modelo inicialmente disefiado por
Marvin Minsky. En este caso se emplea un haz de laser fijo y la preparacion se “rastrea”
mediante la utilizacion de una platina motorizada en el microscopio. Esto supone una adquisicion
lenta de imagenes (alrededor de 10” por imagen adquirida) y, por tanto, su uso se limita a
preparaciones bioldgicas fijadas y en la microelectronica. Presenta como principal ventaja el
permitir la observacién de una zona tan grande como se desee sin tener que cefiirse al campo
visual del objetivo. Por otra parte, debido a que el haz permanece estacionario, se tiene una
iluminacion axial constante, lo que minimiza las aberraciones debidas al objetivo y al
condensador, proporcionando la misma respuesta optica a lo largo de todo el campo de muestra.
La utilizacion de un laser como fuente de luz permite enfocar la iluminacién en una region muy
pequefia de la muestra y con una gran intensidad.

3.2.1 Laser Scanning Confocal Microescopy (LSCM)

Es con diferencia el mas utilizado en biologia. En este caso el barrido de la preparacién se
realiza moviendo el haz de laser, gracias a unos espejos galvanométricos que permiten modificar
el punto de incidencia del haz de laser en la preparacion. De esta manera se pueden alcanzar
velocidades de adquisicion entorno a 5 imagenes/segundo. Ademas, el espécimen no necesita ser
movido durante el barrido por lo que se hace especialmente interesante para el estudio de
muestras vivas.
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Sistema tipico de un microscopio LSCM
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Figura 2: descripcién de un microscopio tipo LSCM

Tal y como se muestra en la figura 2, este sistema estd basicamente compuesto por:
microscopio (vertical o invertido) con eje Z motorizado, laser (Argén, Argén/Kripton,
Helio/Neén, Diodo, etc), fotomultiplicadores, “pinholes”, espejos dicroicos, filtros de
fluorescencia y estacion de trabajo (PC o Macintosh). La configuraciéon mas normal incluye dos
o0 mas lineas de laser y un fotomultiplicador para cada una de ellas con suscorrespondientes
“pinhole de deteccién”. Ademas se suele disponer de un fotomultiplicador adicional (sin
“pinhole”) para capturar imagenes de luz transmitida (campo claro, contraste de fases, Nomarski,
etc.). Dentro de esta configuracion basica existen varias modificaciones tales como el sistema
espectral o el de multiples fotomultiplicadores (Figura 3) que permiten una mejor y mas
personalizada separacion de los espectros de emision de los fluoréforos.

El funcionamiento basico es el que sigue: la luz procedente de un laser que atraviesa el
“pinhole de iluminacién”es reflejada mediante un espejo dicroico y enfocada en un punto del
espécimen a través del objetivo. La sefial emitida por el punto iluminado (fluorescencia o luz
reflejada) vuelve por el mismo camino 6ptico, pasa a través del espejo dicroico y es enfocada en
un fotomultiplicador a través del “pinhole de deteccién” que elimina la sefial procedente de la
zona fuera de foco. Un conjunto de filtros de emisiéon colocados delante del fotomultiplicador
permiten seleccionar la longitud de onda de emision del fluor6foro deseada. La luz emitida es
recogida en un fotomultiplicador donde se transforma en una sefial de video. Algunos sistemas
cuentan con dos o tres fotomultiplicadores y un sistema Optico que permite recoger en cada uno
de ellos diferentes longitudes de onda. El ordenador dispone de una tarjeta digitalizadora que
recoge las sefiales de video generadas por los fotomultiplicadores y mediante sendos
convertidores anal6gico/digitales las transforma en imagenes digitalizadas que son visualizadas
en un monitor RGB. Un ordenador con su correspondiente software de adquisicion y
procesamiento es utilizado para capturar, procesar y analizar las imagenes.
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La mayoria de los sistemas permiten modificar los siguientes parametros de adquisicién:

1) Linea de excitacion de laser. Existe un gran numero de lineas de laser: Krypton-Argon (488,
568nm), Argon (457, 477, 488, 514nm), Krypton (568nm), Diodo rojo (637nm), Helio-Neo6n
(543nm), Diodo azul (405nm), Helio-Cadmio (442nm), etc. Normalmente un sistema dispone de
2 06 3 laseres con 4 6 mas lineas de excitacion disponibles.

2) Intensidad del laser. Esta se realiza a través de filtros atenuadores intercambiables colocados
delante del laser o mediante el sistema actstico AOTF (Acoustic Optical Tunnable Filter), que
mediante ondas acusticas modifica la intensidad de salida del laser de manera continua.

3) Apertura del “pinhole de deteccion”. Esto permite modificar la cantidad de luz que incide en
los fotomultiplicadores, modificando la cantidad de sefial fuera del plano focal que sera
integrada. Es el principal mecanismo que permite regular el grosor del plano focal que queremos
observar y, por tanto, el nivel de “confocalidad” con el que queremos trabajar. Aumentando el
tamafio del “pinhole” aumentamos la cantidad de sefial que puede integrar el fotomultiplicador,
disminuyendo los requerimientos del laser. Sin embargo, también aumentamos el grosor del
plano adquirido al aumentar la sefial fuera del plano focal que llega al fotomultiplicador,
disminuyendo con ello la confocalidad y resolucién de las imagenes.

4) Voltaje del fotomultiplicador (ganancia). Esto permite modificar la sensibilidad del
fotomultiplicador, su capacidad de transformar y amplificar la sefial que recibe en forma de
fotones a corriente de electrones. Un aumento del voltaje aumenta su sensibilidad pero a costa de
disminuir la relacion sefial/ruido y, con ello, la calidad de la imagen.

5) Resolucion de salida de la imagen. Con ello modificamos el numero y tamafio de los pixeles
que tendra la imagen.

6) Velocidad de barrido. Se puede cambiar la velocidad a la que se adquiere la imagen
modificando la velocidad de accion del sistema galvanométrico. Un aumento de la velocidad de
barrido suele llevar consigo una disminucion de la relacion sefial/ruido.

7) Zona de barrido. La mayoria de los sistemas confocales permiten que el barrido se realice
exclusivamente en una pequefia porcion del campo recogido por el objetivo y que solo se
visualice dicha regién, que se denomina ROI (Region Of Interest). Esta posibilidad presenta
ventajas tales como: reduccion del fotoquemado (photobleaching) a una pequefia porcion del
campo, observacion de zonas de la preparacion a aumentos superiores a los que permite el
objetivo (“zoom”), disminucion del tamafio del pixel.
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3.2.2 Disc Scanning Confocal Microscopy (DSCM)

En este caso el “pinhole de deteccién” es sustituido por un disco giratorio con cientos de
aperturas agrupadas en pares (Disco de Nipkow) (Figura 4), lo que permite barrer la muestra con
multiples puntos de luz simultineamente. Presenta varias ventajas frente al LSCM: se puede
utilizar laser o lamparas de Mercurio o Xen6n como fuente de luz., permite la utilizaciéon de
filtros convencionales de fluorescencia, la imagen confocal se puede visualizar directamente en
los oculares, la velocidad de adquisicion aumenta hasta 360 imagenes/segundo. Como
principales inconvenientes tiene, que el disco transmite solo el 1% de la iluminacion, lo que
genera imagenes de muy débil intensidad, y que el espesor minimo de las secciones épticas es
superior al alcanzado con el LSCM.
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Arreglode | Retacléng I micralertes
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Figura 3: Diagrama basico de un microscopio DSCM

3.3 Ventajas y desventajas

En resumen podemos establecer las siguientes ventajas de la microscopia confocal frente
a la microscopia optica tradicional:

- Mayor resolucion. Para un objetivo de inmersion en aceite con una apertura numérica de 1.4 y
una longitud de onda de 442 nm es posible alcanzar resoluciones de 0.13 mm en horizontal y
0.47 mm en vertical. Los limites de resolucion (distancia minima entre dos objetos para que sean
distinguidos) vienen dados por las siguientes férmulas: [0.8xl/2NA] en XY y [1.4xIxh/NA2] en
Z, donde h es el indice de refraccién del medio, 1 es la longitud de onda de excitacién y NA es la
apertura numeérica del objetivo. Por lo tanto, la resolucion del sistema disminuye al aumentar la
longitud de onda de excitacion (maxima resolucion en azul) y aumenta con la apertura numérica
del objetivo (maxima resolucion con objetivos 60-63X 6 100x Plan-Apo con aperturas numéricas
del.4).

No hay que confundir este concepto de resolucién, que implica la capacidad de distinguir
estructuras o detalles muy proximos en una preparaciéon, con el concepto de resolucion de
imagen, que suele hacer referencia al n° de pixeles que contiene y, en algunos casos, también a la
profundidad de dichos pixeles (8, 12 y 16 bit).

- Mayor contraste. Debido a que se elimina la luz procedente de las zonas fuera de foco.
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- Posibilidad de realizar secciones opticas. Restringiendo el tamafio del “pinhole” y variando el
plano de enfoquemediante un eje Z motorizado, el sistema es capaz de tomar secciones Opticas a
diferente profundidad, lo que permite obtener informacion tridimensional de la muestra. Esto a
su vez tiene la ventaja de poder observarpreparaciones de gran grosor (mas de 100 mm), lo que
en un microscopio de fluorescencia convencional resultariaimposible (normalmente se requieren
grosores en torno a 10-20 mm).

- Reconstruccién 3D. A partir de esas secciones oOpticas es posible visualizar las estructuras
subcelulares en 3D.

- Reconstrucciones 4D. También es posible hacer estudios en 3D a lo largo del tiempo, tomando
secciones opticas durante un determinado tiempo a intervalos programados. Posteriormente,
mediante el procesamiento de las imagenes, es posible realizar una pelicula de video.

- Analisis de imagenes. La obtencion de imagenes digitalizadas permite la aplicacion de técnicas
de analisis de imagenes como mejora de la calidad y combinacion de imagenes, estudios de
cambios en el tiempo (TimeLapse), medida de intensidades, medidas morfométricas,
estereologia, etc.

Las principales desventajas se pueden resumir en:

- La velocidad de captura de imagenes es inferior a la de los microscopios de fluorescencia
convencionales,

- Al utilizar un “pinhole de deteccién” se selecciona una zona restringida del plano focal, con lo
que la sefial que pasa al fotomultiplicador es inferior a la detectada en microscopios de
fluorescencia convencionales,

- Es necesario por tanto el uso de intensidades de excitacion superiores, que son alcanzadas por
los laser,

- Si a todo esto afiadimos que se suelen adquirir secciones opticas, el tiempo de exposicion de las
preparaciones a una fuente de luz de gran intensidad es superior al utilizado en microscopia
convencional,

3.4 Aplicaciones de un microscopio confocal
- Marcaje con un tnico fluoréforo.

Es el caso mas sencillo. Presenta las ventajas de no tener que restringir tanto el uso de los filtros
y de las lineas de laser. Es posible ademas utilizar intensidades de laser y ganancias superiores al
no estar presente el problema del sangrado espectral (bleed through). Sin embargo, es importante
tener en cuenta la autofluorescencia que pueda tener el espécimen. Por tultimo, permite el uso de
un mayor numero de fluoréforos que en el caso del uso simultédneo de diversas moléculas
fluorescentes no se podrian utilizar.

Existen otras aplicaciones que no vamos a desarrollar ya que no las hemos utilizado, solo las
vamos a nombrar:

- Fluorescencia y transmision.

- Marcajes con multiples fluoréforos

- Recuperacion de la Fluorescencia Después del Fotoquemado (FRAP).
- Transferencia de Energia de Resonancia Fluorescente (FRET).

- Contaje de fotones (“Photon counting”)

- Barrido de una sola linea
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Capitulo 4
4 Marcado de las vesiculas

4.1 Fluorescencia

Cuando un foton excita a un fluoréforo, sus niveles de energia electrénica y vibracional son
elevados. Cuando el fluor6foro se relaja a su estado cero, el fluoréforo libera energia en forma de
un foton. Algo de la energia se pierde durante el proceso, asi el foton emitido por el fluoréforo es
de menor energia (mayor longitud de onda) que el fotén absorbido (conocido como cambio
Stokes o ley de Stokes). La intensidad y longitud de onda de la luz emitida dependera tanto del
fluoréforo como de su ambiente quimico.

Cuando una luz de alta energia (logitud de onda corta por ejemplo UV o azul) es directamente
enfocada en la preparacion, la misma emite una longitud de onda mas larga de menor energia
(por ej. verde o roja). El Diagrama de Jablonski que se ve a continuacion (Figura 1) muestra las
posibles rutas por las cuales una molécula excitada puede retornar a su estado basal, incluido el
caso de existir un estado triplete inestable. Un rapido retorno resulta en fluorescencia y un
retorno mas retardado resulta en fosforescencia.

Excitacion: So + hvez — 54

Fluorescencia (emision) : 51— So+ JF“’"sm; aqui, hv es un término genérico para la energia
del foton con h = constante de Planck y v = frecuencia de la luz.

Existen varios fluor6foros comercialmente disponibles para obtener imagenes microscopicas
(por ejemplo, proteinas fluorescentes, puntos cuanticos (Quantum Dots), andlogos lipidicos
fluorescentes) los cuales difieren en sus caracteristicas de excitacion y emision. Los fluor6foros
se pueden describir también en términos de eficiencia del proceso fluorescente por ejemplo su
rendimiento cuantico (el cociente del nimero de fotones emitidos entre el nimero de fotones
absorbidos) y su tiempo de vida fluorescente (el tiempo que la molécula se mantiene en su estado
de excitacion antes de emitir un fotén). Los fluor6foros pueden ser dirigidos hacia estructuras
especificas para la obtencion de imagenes por transfeccién (por ejemplo, en el caso de la
Proteina Fluorescente Verde en células vivas), por inmunohistoquimica, o por interaccion de
grupos quimicos especificos con grupos objetivos en el espécimen (por ejemplo, el DAPI se une
al DNA, y el grupo de isotiacioanto en fluoresceina isoticionato se une a los amino grupos en las
proteinas).

29


http://es.wikipedia.org/wiki/Frecuencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Constante_de_Planck

Altas energias

S, \ cde exitacion
} ! estado Triplete
54
o Luz
g exitante II;:-ll.lzurescente
bsorbid
g @pseoroiaa Emitida Estado
triplete
* Fosforescencia
So_| |

Estado base

La molécula una ves exitada puedo retorna a su estado base po
2 caminos la Fluorescencia { verde) o la Fosforecencia (rojo)

Figura 1: Diagrama de Jablonski
4.2 Aplicaciones

Los fluoréforos y su fluorescencia resultante brindan una forma extremadamente poderosa
para brindar contraste en imagenes microscopicas, especialmente en ambientes bioldgicos. Se
pueden obtener imagenes simultdneamente de diferentes estructuras celulares y moléculas
usando fluor6foros multiples mientras sus emisiones o tiempos de vida fluorescente se puedan
distinguir claramente. Los fluoréforos habilitan el rastreo de moléculas sencillas usando TIRF, y
la energia de transferencia entre fluoréforos se puede explotar en la identificacion de moléculas
que estan interactuando cercanamente (FRET). El fotoquemado de fluor6foros es una técnica
explotada en técnicas como FLIP y FRAP para monitorear el trafico molecular en células vivas.
Los fluoréforos también son importantes en identificacion de minerales, contaminantes e
impurezas en la ciencia de materiales, geologia, inspecciéon de semiconductores, y aplicaciones
de ciencias ambientales.
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Figura 2: Ejemplo de la longitud de onda de absorcién de un
fluoroforo ( amarillo ) y la longitud de onda de emisién del mismo
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4.3 Epi-fluorescencia con el microscopio

La microscopia de Epi-Fluorecencia es una técnica muy usada por los biélogos ya que es
relativamente barata (comparada con la microscopia confocal) y rapida de utilizar en la
inspeccion inmediata de una muestra. Involucra la marcacion de la muestra con un fluoréforo.
Una luz de alta energia (logitud de onda corta, por ejemplo UV o azul) es directamente enfocada
en la preparacionque emite una longitud de onda mas larga de menor energia (por ejemplo verde
0 roja)

Lente
Barrera
de filtro
Caja t
de N | EE—
lapara i ] Divisor
HBO dicroico
del haz
Filtro de
Exitacion
Lu.z ahjetivo
Exitada
Luz
R Fluorescente
emitida

2 especimen

Figura 3: configuracién de un microscopio de Epi-Fluorescencia

Los microscopios tradicionales usaban luz trasmitida, inicialmente con fuentes de carbon
o con lamparas de super-presién de mercurio de 200 watts. Actualmente se utiliza la epi-
iluminacion con una pequefia lampara de mercurio o xenén de 50 a 100 watts, que es mucho
mas eficiente.

4.4 Marcado fluorescente en las Vesiculas Unilamelares Gigantes.

El coeficiente de reparto (K) de una sustancia, también llamado coeficiente de
distribucién (D), o coeficiente de particion (P), es el cociente o razén entre las concentraciones
de esa sustancia en las dos fases de la mezcla formada por dos disolventes inmiscibles en
equilibrio. Por tanto, ese coeficiente mide la solubilidad diferencial de una sustancia en esos dos
disolventes.
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[sustancia], es la concentracion de la sustancia en el primer disolvente y, analogamente
[sustancia], es la concentracion de la misma sustancia en el otro disolvente.

En el caso de una membrana que presenta coexistencia de fases, cada una de las fases en
equilibrio puede considerarse como un disolvente con caracteristicas fisicoquimicas distintas. En
las Vesiculas Unilamelares Gigantes a las que se ha afiadido una pequefia cantidad de un analogo
lipidico fluorescente, se observa que cuando hay coexistencia de fases la molécula fluorescente
se particiona preferiblemente en una fase, es decir que por lo general K es distinto de uno.

En este trabajo utilizamos como marcador fluorescente el andlogo lipidico DiIC18 (ver
estructura quimica en la Figura 1). A pesar de contener dos cadenas saturadas largas (de 18
carbonos), la cabeza polar fluorescente de Dil resulta dificil de empaquetar en la fase liquido-
ordenada, y en cambio puede disolverse sin mayores problemas en la fase liquido-desordenada.
De esta manera, observamos en nuestras mezclas que los dominios de fase liquido-desordenado
contienen una mayor concentracion de Dil y por lo tanto se ven mas brillantes que los dominios
de fase liquido-ordenado.
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Capitulo 5

5  Materiales y métodos

5.1 Lipidos

Los lipidos utilizados fueron
* 1,2- dioleoil-sn-glicero-3fosfocolina (DOPC)
 Esfingomielina de cerebro porcino (SM)
* Ceramidas de cerebro porcino (Cer)
* Colesterol (Chol)

Todos comprados a la empresa Avanti (EEUU) como polvo liofilizado y utilizados sin posterior
tratamiento.

5.2. Azucares

Se utilizaron glucosa y sacarosa de Merck.

5.3 Marcador fluorescente

Se utiliz6 como marcador el analogo lipidico DilC18 (3) de Invitrogen la cual posee las
siguientes caracteristicas

H.C ~ CH
34, CH, HaG 3
Mame(s): DilC12(32), Dil H—CH=CH=CH
IUPAC-name: M, N
| |
CAS-Mumber: 41085-99-5 (CHL}
( by = (CH,)
Substance Class: E}F 1 L!‘H? 17
Molecular weight: 933,25 g/mol 3 _ k:
Chemical formula: CSOHY7CIN2 04 Clod

References:
Intermnal Substance ID: 234

Figura 1: estructura quimica de DiIC18

La cual posee una banda de Emision y Absorcién mostradas en la siguiente tabla:

Excitacion Emision
Rendimient
A max [nm] €[lmol'cm™] A max [nm] ngntlirzlcl)e[r(l%o]
520.0 o
5510 569.0 20%

Solventes/Buffer: Membranas lipidicas | Solventes/Buffer: Membranas lipidicas
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Figura 1: Diagrama de emisién y absorcién del marcador DiIC18

5.4 Preparacion de mezclas lipidicas

Se prepararon soluciones stock (3-5mM) de los lipidos en cloroformo: metanol 2:1.

Se realizaron 7 mezclas diferentes en cloroformo: metanol 2:1 a partir de las soluciones stock.La
concentracion final de lipidos en las mezclas fue de 1,64 mM. Se agreg6 a las mezclas la sonda
fluorescente Dil en una relacion lipido: sonda 100:0,1 mol:mol.

Las mezclas realizadas fueron las detalladas mas abajo segun la proporciéon de moles de cada
lipido DOPC:BSM:BCer:Chol

4:4:0:2 (0% Bcer)
4: 3,5:0,5: 2 (5% Bcer)
4:3:1:2 (10% Bcer)

4) 4:2,75:1,25: 2 (12,5% Bcer)
4:2,5:1,5: 2 (15% Bcer)
4: 2,25:1,75: 2 (17,5% Bcer)
4:2:2:2 (20% Bcer)
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5.5 Celda de electroformacion

Estas celdas son las utilizadas para formar las vesiculas (GUVs), las mismas son de
material de teflén para que no se adhieran las vesiculas una vez formadas y poseen dos
alambres de platino para colocar los lipidos que formaran la vesicula. Mas adelante se
explicara su funcionamiento.

Figura 2: foto de las celdas utilizadas en el Laboratorio

5.6 Camara portamuestra

Las camaras o chambers son recipientes circulares de metal. Constan de 2 partes: una
base sobre la cual se le coloca el vidrio (un cubreobjetos circular) en donde se depositaran las
vesiculas, una vez formadas, para observarlas en el microscopio y una tapa a rosca en la cual
se coloca un segundo cubreobjetos, entre medio de ambos vidrios se coloca un O-ring que es
como una arandela de goma que se utiliza para que quede un espacio donde depositar la
muestras y no se escape el material por los lados. Ver en la figura 2.

Chamber inferiar

O Ring

Chamber Superior

Figura 3: Chambers y Oring usados en el laboratorio
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5.7 Microscopio

Se utiliz6 un microscopio Multi-haz, que incluye Disc Scanning Confocal Microscopy
(DSCM) (de “Escaneo de disco”) marca Olympus Modelo 1X81

Figura 4: microscopio Olympus usado en el laboratorio

5.8 Control de la temperatura en el microscopio

Para poder mantener la temperatura de la muestra a los valores deseados se utilizd un

controlador de temperatura Harvard modelo TC-202A como se puede apreciar en la fotografia.
S ———

Figura 5: Bafio para las muestras
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5.9 Componentes anexados al Calentador

En la puesta a punto del equipo de medicion (microscopio y calentador) se present6 un
inconveniente. A pesar de que los calentadores estuvieran calibrados para temperaturas mayores
a los 40°C, al pasar ésta temperatura los mismos empezaban a perder calor y la temperatura que
indica el display no era la que realmente alcanzaba la muestra.

Para solucionar este problema se ide6 una caja aislante de telgopor la cual cubri6 por encima
el calentador y en la base del mismo se coloc6 una capa fina de telgopor para aislarlo del
contacto con el microscopio, ésta capa debia ser muy fina ya que si no los objetivos de inmersion
no llegan hacer foco con la muestra.

Para tener una lectura exacta de la temperatura de la muestra se le colocé a ésta un
termémetro eléctrico (se explicara mejor mas adelante), (ver foto).

Figura 6: arreglo experimental en el microscopio para conservar la temperatura

5.10 Osmometro

Se denomina osmOmetro al aparato utilizado para determinar la osmolaridad de las
soluciones, es decir, las concentraciones efectivas de
solutos que causan la presion osmética. Algunos
osmometros, como el que utilizamos, no emplean
medidas de presion osmética sino otras propiedades
coligativas que conducen a resultados mas exactos.

Mediante el osmometro se midi6 la osmolaridad
de las soluciones de glucosa y sacarosa utilizadas en
la preparacion de las vesiculas. El equipo utilizado es
un osmometro de vapor marca WESCOR - VAPRO
(vapor- presure — osmometer) modelo 5520

RP——— ’ .

Figura 7: Osmémetro de vapor
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Capitulo 6

6. Preparacion de las GUVs

6.1 Electroformacion:

Primero se procede a la limpieza de las celdas de teflon con alcohol y posteriormente se
las deja sonicando uno 20 minutos. Una vez secas completamente se procede a colocar la parte
superior de las celdas, las cual posee los alambres de platino, en un bafio seco a 40°. Con una
micropipeta de 20 ul, se procede a extraer la muestra y con mucha precision se colocan 3 gotas
de aproximadamente 10ul en cada alambre separadas las unas de las otra (ver figura) y se deja
evaporar el cloroformo-metanol unos minutos, quedando adherido al alambre de platino una
capa de lipido concentrado. Una vez evaporado el solvente se coloca en la otra parte de la
capsula (la parte hueca) una soluciéon de sucrosa 200 mM, se cierra la capsula quedando
sumergido los alambres en la solucion de sucrosa.

Lipido 10 ul

Alambre de platino /
A —

Bario seco 40°

ﬁJ

Figura 1: parte superior de las celdas montadas sobre un bafio seco

Luego procedemos a envolver las capsulas con cinta de teflén para evitar la evaporacién
del buffer durante la electroformacién. Se colocan las capsulas en un bafio seco a unos 65° de
temperatura aproximadamente. Los extremos de los alambres de platino que quedan en el
exterior se los conecta a un generador de onda senoidal a una frecuencia de 10-12 Hz y una
amplitud de 2.5 V y se lo deja a electroformar por aproximadamente 3hs.

Esta onda alterna a que se someten los lipidos hace que estos se muevan ligeramente,
facilitando la penetracion de agua dentro de la pelicula de lipido seca. Al hidratarse los lipidos,
se forman espontaneamente vesiculas unilamelares gigantes (1-100 micras de didmetro).

Se utilizan concentraciones de lipidos muy grandes por que cuando la cantidad de lipido
es muy baja, las vesiculas formadas no son homogéneas. Por ejemplo algunas tienen mucho
colesterol y otras poco. Esto ocurre porque cuando las concentraciones de lipidos son bajas, al
evaporarse el cloroformo inicialmente antes que el metanol, hace que el colesterol se vaya
precipitando sobre el alambre antes que los otros componentes de la muestra , quedandonos en
vez de una mezcla homogénea , tres capas separadas de lipidos en los alambres. Con altas
concentraciones nos aseguramos la homogeneidad de las vesiculas.
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Celda
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Generador de anda

» Bano seco B5°
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Sucroza 100mbi

Figura 2 : la celda cerrada con la sucrosa, colocada a electroformar

6.2 Montaje de la muestra

Una vez pasadas las 3 hs de electroformacion se disminuye la frecuencia del generador de
ondas a 2 Hz y se lo deja actuar por 5 min, esto es para que las vesiculas ya formadas se
despeguen del alambre y queden suspendidas en la sucrosa. Después se sacan las celdas y se
abren las mismas notando que se han formado pequefios cimulos de lipidos en la sucrosa.

Por otro lado se preparan las camaras con los correspondientes cubre objetos y se le
coloca un O-ring que servird de contenedor de la muestra (ver figura) , sobre el vidrio se coloca
una muestra de las vesiculas ya preparadas en las celdas, esto se hace mediante el pipeteo de las
vesiculas cuidadosamente para no romperlas y luego se le agrega una solucién de glucosa 200
mM , los volumenes utilizados deben ser tal que el volumen final de la solucion vesiculas-
glucosa sea 4 veces mayor al volumen de la muestra de vesiculas sola. Por tltimo se coloca el
cubre objetos en la parte superior encapsulando la solucién glucosa-vesiculas y se cierra la
camara.

Al agregar la solucion de glucosa lo que hacemos es que las vesiculas se precipiten en el
fondo del porta objeto para poder observarlas mejor, esto ocurre gracias a que la glucosa es
menos densa que la sacarosa.

Parta ([ widria)

/ Glvs O-Ring

Chamber Porta (vidrio)

Figura 3: montaje de las vesiculas en los chamber
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6.3 Montaje en el microscopio

Ya teniendo las muestras preparadas procedemos a montar en el microscopio.

Se utiliza un bafio térmico (descripto mas arriba). Como debemos medir temperaturas
por encima de 40°C, a medida que se fue midiendo se observd que la temperatura del bafio no
era la que indicaba el mismo. Para solucionar este problema se decidié colocar una base de un
aislante fino en la base del calentador con un orificio que permitiese pasar el objetivo del
microscopio, y en la superficie se le fabric6 una caja de telgopor para aislarlo del ambiente. Para
tener una lectura exacta de la temperatura de las vesiculas en el microscopio se colocé una
termocupla dentro de la muestra como se puede observar en la figura.

aizlante

Termocupla

Calertador

Muestrs -

Figura 4: fotografia del arreglo experimental en el microscopio
6.4 Proceso de Medicion

El proceso de medicion se realiz6 de la siguiente manera:
Una vez preparado todo el montaje del microscopio, a las muestras (vesiculas) se las coloco a
una temperatura a la cual se las iba a fotografiar, al alcanzar la temperatura deseada se dejo
estabilizar unos minutos y se procedi6 a la fotografia de las mismas. Este procedimiento se
repitié en cada temperatur
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Capitulo 7

7 Resultados y Discusion

7.1 Resultados

Para registrar los cambios de fase producidos por temperatura, se modificé la temperatura
de la muestra utilizando un bafio térmico (ver detalles del instrumental en la seccion Materiales y
Métodos). Se procedi6 a registrar la poblacion de vesiculas a cada temperatura por medio de
fotografias confocales en el plano del polo inferior de las vesiculas (cerca del vidrio) y en el
plano del ecuador de las vesiculas, para cada muestra y cada temperatura. La temperatura se
vario en pasos de dos grados centigrados, comenzando en 28° C. La temperatura maxima que nos
permitié alcanzar nuestro equipo y los anexos que instalamos fue de 44°C. Luego de cada
modificacién de la temperatura, se incubé la muestra durante 5 minutos para alcanzar el
equilibrio antes de tomar las fotografias.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para cada muestra. Se grafica el
porcentaje de vesiculas con dominios sobre el total de vesiculas que pueden distinguirse
adecuadamente en cada muestra y cada temperatura. El nimero total de vesiculas analizadas para
cada punto del grafico es de aproximadamente 80. A modo de ilustracién se muestra en cada
grafico una fotografia tipica obtenida a una temperatura baja (aprox 28°C) y a una temperatura
alta (aprox. 44°C).

En general observamos que a temperaturas bajas el nimero de vesiculas con dominios es
de alrededor de 90%. Alcanzada una cierta temperatura, de un valor cada vez mayor a medida
que aumenta la concentracion de ceramidas en la muestra, el porcentaje de vesiculas con
dominios disminuye bruscamente, hasta alcanzar valores alrededor del 5%. Esta temperatura es
la correspondiente a la T, la temperatura de transicién de fase de la muestra.
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Figura 1. Porcentaje de GUVs que muestran dominios en funcién de la temperatura para la muestra conteniendo
DOPC:BSM:Cer:Chol (4: 4 : 0: 2). En los insertos, imagenes representativas de microscopia confocal de
fluorescencia a temperaturas bajas y altas. En la imagen a T alta, se muestra lo que tipicamente se observa en el
ecuador de las vesiculas. Las muestran contienen 0,2% de DiIlC18. La flecha verde indica una vesicula con
dominios, la flecha amarilla indica una vesicula sin dominios.

Como se observa en la Fig. 1, el porcentaje de vesiculas con dominios es de
aproximadamente 90% a todas las temperaturas por debajo de 36°C. Entre 36°C y 38°C tiene
lugar la transiciéon de fase. Por encima de estas temperaturas el porcentaje de vesiculas con
dominios es de entre 30 y 10% disminuyendo a medida que aumenta la temperatura. Este rango
de temperaturas para la transiciéon de fase coincide con lo observado por calorimetria para estas
mismas mezclas [1], ver (Anexo II), excepto que por calorimetria las transiciones de fase parecen
ocurrir en un rango de temperaturas mas amplio, de aproximadamente 20 grados centigrados,
mientras que aqui la transicién aparece muy cooperativa y se completa en un rango de 2 grados
centigrados.
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Figura 2. Porcentaje de GUVs que muestran dominios en funcién de la temperatura para la muestra que contiene
DOPC:BSM:Bcer:Chol (4: 3,5: 0,5: 2 ).En los insertos, imagenes representativas de microscopia confocal de
fluorescencia a temperaturas bajas y altas. Las muestran contienen 0,2% de DiIC18

Como se observa en la Fig. 2, el porcentaje de vesiculas con dominios es de
aproximadamente 90% a todas las temperaturas por debajo de 38°C. Entre 38°C y 40°C tiene
lugar la transiciéon de fase. Por encima de estas temperaturas el porcentaje de vesiculas con
dominios es de entre 30 y 10% disminuyendo a medida que aumenta la temperatura. Observamos
que T, ha aumentado en 2°C con respecto a la observada en la muestra que no contiene
ceramidas.
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Figura 3. Porcentaje de GUVs que muestran dominios en funcién de la temperatura para la muestra que contiene
DOPC:BSM:Bcer:Chol (4: 3 : 1: 2) . En los insertos, imagenes representativas de microscopia confocal de
fluorescencia a temperaturas bajas y altas. Las muestran contienen 0,2% de DiIC18. En el inserto a T bajas, se
muestra una imagen obtenida en el polo de las vesiculas.

Como se observa en la Fig. 3, el porcentaje de vesiculas con dominios es de
aproximadamente 90% a temperaturas bajas y disminuye hasta el 80% justo antes de la
transicién de fase. Entre 40°C y 42°C tiene lugar la transicién de fase. Por encima de estas
temperaturas el porcentaje de vesiculas con dominios es de entre 20 y 10% disminuyendo a
medida que aumenta la temperatura. Observamos que T, ha aumentado en 2°C con respecto a la
observada en la muestra que contiene 5% de ceramidas. La Ty, coincide bien con la medida por
calorimetria para esta misma muestra [1], (ver Anexo II), excepto que por calorimetria las
transiciones de fase parecen ocurrir en un rango de temperaturas de aproximadamente 20 grados
centigrados, mientras que aqui la transicion aparece muy cooperativa y se completa en un rango
de 2 grados centigrados
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Figura 4. Porcentaje de GUVs que muestran dominios en funcién de la temperatura para la muestra que contiene
DOPC:BSM:Bcer:Chol (4: 2,75: 1,25: 2). En los insertos, imagenes representativas de microscopia confocal de
fluorescencia a temperaturas bajas y altas. Las muestran contienen 0,2% de DiIC18.

© Como se observa en la Fig. 4, el porcentaje de vesiculas con dominios es de
aproximadamente 90% a temperaturas bajas y disminuye hasta el 80% justo antes de la
transicion de fase. Entre 42°C y 44°C tiene lugar la transicién de fase. Por encima de estas
temperaturas nuestro equipo ya no nos permite medir. Observamos que T, ha aumentado en 2°C
con respecto a la observada en la muestra que contiene 10% de ceramidas.
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Figura 5. Porcentaje de GUVs que muestran dominios en funcién de la temperatura para la muestra que contiene
DOPC:BSM:Bcer:Chol (4: 2,5: 1,5: 2). En los insertos, imagenes representativas de microscopia confocal de
fluorescencia a temperaturas bajas y altas. Las muestran contienen 0,2% de DiIC18.

Como se observa en la Fig. 5, el porcentaje de vesiculas con dominios es de
aproximadamente 90% a temperaturas bajas y disminuye hasta el 80% justo antes de la
transicion de fase. Entre 42°C y 44°C parece comenzar la transicién de fase. Por encima de estas
temperaturas nuestro equipo ya no nos permite medir. A pesar de esto, los datos obtenidos
permiten deducir que la transicion es menos cooperativa en este caso (parecen ser necesarios mas
de dos grados centigrados para completar la transicion). Observamos que la transicion de fase
comienza a la misma temperatura que en la muestra que contiene 12,5% de ceramidas, sin
embargo no alcanza a completarse en el rango de temperaturas observada. La menor
cooperatividad de la transicion, en este caso, coincide con lo observado por calorimetria, donde
la transicion de fase transcurre en un pico amplio que comienza a 25 y termina a 44 grados
centigrados.

Ademas, las imagenes muestran la presencia de dominios que excluyen por completo a la

sonda lipidica fluorescente y que deforman la superficie de las vesiculas como si fueran objetos
rigidos. Esto indica la presencia de dominios de fase gel, sélidos y de alta viscosidad.
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Figura 6. Porcentaje de GUVs que muestran dominios en funcién de la temperatura para la muestra que contiene
DOPC:BSM:Bcer:Chol (4: 2,25: 1,75: 2). En los insertos, imagenes representativas de microscopia confocal de
fluorescencia a temperaturas bajas y altas. Las muestran contienen 0,2% de DiIC18.

Como se observa en la Fig. 6, el porcentaje de vesiculas con dominios es de
aproximadamente 90% a temperaturas bajas y disminuye hasta el 80% a 42°C. Entre 42°C y
44°C parece comenzar la transicion de fase. Por encima de estas temperaturas nuestro equipo ya
no nos permite medir. Observamos que la transiciéon de fase comienza a la misma temperatura
que en la muestra que contiene 15% de ceramidas, sin embargo no s6lo no alcanza a completarse
en el rango de temperaturas observada, sino que a 44°C todavia un 60% de las vesiculas
presentan dominios, comparado con un 40% en el caso de la muestra con 15% de Ceramidas.
Esto indica que T., es mas alta en el caso de la muestra con mas ceramidas.

Nuevamente las imagenes muestran la presencia de dominios que excluyen por completo

a la sonda lipidica fluorescente y que deforman la superficie de las vesiculas como si fueran
objetos rigidos, indicando la presencia de dominios de fase gel, sélidos y de alta viscosidad.

47

46



Porcentage de vesiculas c¢

Ceramidas 20%

100

80 -
70 ~
60 -
50 +
40
30
20 +
10
0 ‘ ‘ ‘ ‘ \ \ \ \ \ \
26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46

dominios

Temperatura °C

Figura 7. Porcentaje de GUVs que muestran dominios en funcién de la temperatura para la muestra que contiene
DOPC:BSM:Bcer:Chol (4: 2: 2: 2). En los insertos, imagenes representativas de microscopia confocal de
fluorescencia a temperaturas bajas y altas. L.as muestran contienen 0,2% de DilC18.

Como se observa en la Fig. 7, el porcentaje de vesiculas con dominios es de
aproximadamente 90% a temperaturas bajas y disminuye hasta el 80% a 44°C. En esta muestra
nuestro equipamiento no nos permite observar el comienzo de la transicion de fase. Esto esta
solo parcialmente en consonancia con lo observado por calorimetria, donde la transicién de fase
comienza a 30 grados y termina a 50 grados centigrados aproximadamente.

Las imagenes muestran la presencia de dominios que excluyen por completo a la sonda
lipidica fluorescente y que deforman la superficie de las vesiculas como si fueran objetos rigidos,
indicando la presencia de dominios de fase gel, solidos y de alta viscosidad. Para ver la
morfologia de las vesiculas con mas detalle, ver Apéndice I.
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7.2 Discusion

Como hemos visto, los experimentos antes realizados observamos que: las temperaturas de
las transiciones de fase son dependientes de la concentraciébn de ceramidas. Para las
concentraciones de 0% , 5% , 10% , 12,5% se ha podido observar bien marcada dicha transicién ,
no siendo asi para las concentraciones de 15%, 17,5%, 20 % ya que el sistema experimental no
lo permitia , se podrian medir dichas transiciones en un futuro teniendo un bafio térmico con el
cual se pudiese alcanzar temperaturas por encima de los 44 grados.

La forma geométrica de los dominios y su capacidad de excluir a la sonda fluorescente
también depende de la concentracion de ceramidas en la muestra. Para mas detalles, ver
Apéndice I.

No hemos podido realizar peliculas para observar la dinamica de los dominios en la
temperatura de transiciéon de fases ya que era muy dificil el medir rangos de temperaturas por
debajo del grado centigrado de apreciacién, con nuestros instrumentos de medicion, para poder
hacer ese tipo de trabajo de requiere de un equipo de mas precision, el cual se pueda variar la
temperatura de la muestra en menor escala, manteniendo la temperatura estable de la muestra
para poder fotografiarla.

Otro cosa que se podria hacer para tener una mejor medicion en el futuro es el optar por
usar otro marcador, el cual para concentraciones de ceramidas altas pueda mostrar mejor los
dominios de las vesiculas.
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7.3 Conclusiones

Dominios: Mediante los experimentos podemos concluir para una muestra de
DOPC:Bsm: Bcer : Chol: por debajo de la transicion de fase las vesiculas exhiben dos fases bien
diferenciadas una mayormente con lipido saturados y otra insaturados, donde la forma de los
dominios varia al cambiar la temperatura y también con el porcentaje de ceramidas .

Transiciones de fase: En los experimentos se pudo observar que la transiciéon de fase es
dependiente de la cantidad de ceramidas en una muestra, dando que a mayor cantidad de
ceramidas mayor es la temperatura de la transicion de fase. Al contrario de lo observado por
calorimetria, las transiciones de fase parecen ocurrir en un rango muy angosto de 2 grados
centigrados de temperatura, en especial para las muestras con bajas concentraciones de
ceramidas. En las muestras con una mayor cantidad de ceramidas la consonancia con la
calorimetria es mejor. Queda por resolver el porqué de esta discrepancia.
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Anexo I

Figura 1 GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4: 4 : 0: 2) Figura 2 GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4: 4: 0: 2)
a28°C a 44°C

Figura 3 GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4: 3,5: 0,5: 2) Figura 4 GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4: 3,5 : 0,5: 2)

a28°C ad4°C
Figura 5: GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4: 3: 1: 2) Figura 6: GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4:3:1:2)
a28°C ad44°C
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Figura 7: GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4: 2,75 : 1,25: 2) Figura 8: GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4:2:,75:1,25:2)
a28°C ad4°C

Figura 10: GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4: 2,5 : 1,5: 2) Figura 9: GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4:2,5:1,5:2)
a28°C add° C

Figura 11 GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4: 2,25 : 1,75: 2) Figura 12GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4:2:2,25:1,75:2)
a28°C ad4°C
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Figura 13 GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4: 2: 2 : 2) Figura 14 GUVs DOPC:BSM:Cer:Chol (4: 2: 2 : 2)
a28°C a44°C
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Anexo 11
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Figura 1: Calorimetria de mezcla de lipidos conteniendo BCer . La composicion de la mezcla fue
DOPC:SM:BCer:Chol 2:(2-X): X :1. El nimero en la derecha indica la cantidad de ceramida en mole%
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