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Fig 2.18: Evolución de la relación 
PL/Col en eritrocitos humanos y 
bovinos. Relación molar PL/Col de 
los lípidos en la fracción insoluble 
(DRM) de eritrocitos humanos y 
bovinos intactos, en función de la 
concentración de Triton. En el 
grafico se muestran los valores 
experimentales y en líneas llenas 
los ajustes de cada conjunto de 
datos calculado como el cociente 
de las funciones de ajuste de los 
datos de PL y Col insoluble 
IHE: eritrocitos humanos intactos 
IBE: eritrocitos bovinos intactos

0 1 2 3 4 5
0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

 

R
el

ac
ió

n 
m

ol
ar

 P
L/

C
ol

Concentración de Triton X-100 (%w/v)

 IHE
 IBE

En este gráfico se puede observar que, para eritrocitos bovinos (los cuales poseen un alto 

contenido de SM) existe una primera etapa de la solubilización en donde la relación 

molar PL/Col en el material insoluble disminuye llegando a un mínimo a alrededor de 

1,8% de Triton. Para concentraciones mayores, esta relación varía muy poco, mante-

niéndose alrededor de 1,1. En los eritrocitos humanos (que poseen un proporción de 

SM menor que los eritrocitos bovinos), la relación PL/Col disminuye más pronuncia-

damente llegando a un mínimo a una concentración de Triton de alrededor de 1,4%, a 

partir de la cual la relación PL/Col se mantiene aproximadamente constante, también en 

un valor próximo a 1,1. 

Vale la pena destacar que el ajuste de los datos experimentales es bastante bueno só-

lo para valores bajos de concentración de Triton, debido a que al aumentar la cantidad 

de detergente los valores absolutos de PL y Col disminuyen rápidamente y el error en la 

determinación es mayor. 

2 . 3 . 4  Rol  del  cole sterol  en  la  solub i l i zac ión  de  la  membrana  

del  er i troc ito  bov ino  

Resulta interesante estudiar ahora el efecto de una reducción del colesterol sobre la solu-

bilidad de la membrana del eritrocito bovino, rica en SM. 
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Al tratar a la membrana de la célula bovina con metil-beta ciclodextrina (MβCD) en las 

mismas condiciones que a los eritrocitos humanos, se obtiene un porcentaje de reducción 

de colesterol menor (35% en bovinos contra 45% en humanos). Este hecho indica de por 

sí una estructuración del colesterol en la bicapa lipídica diferente en ambas especies. 
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Fig 2.19: Efecto de la reducción del Col/aumento de SM. I: solubilización de PL de eritrocitos bovinos. Porcentaje 
de fosfolípidos (PL) en el material resistente a detergente (DRM) relativo al contenido de PL en la membrana origi-
nal sometida a la acción del Triton X-100. Los eritrocitos bovinos intactos y los reducidos en su contenido de coles-
terol fueron incubados con diferentes concentraciones de Triton a 4ºC por 30 min. El contenido de fósforo en cada 
muestra fue evaluado colorimetricamente y normalizado al contenido de fósforo de la membrana original corres-
pondiente, el cual fue considerado como el 100%. Las líneas llenas corresponden a los mejores ajustes con la 
función exponencial, como se detalla en la siguiente sección. Cada punto es el promedio de 3 experimentos inde-
pendientes y las barras representan la desviación estándar. 
IBE: eritrocitos bovinos intactos 
CDBE: eritrocitos bovinos reducidos en colesterol. 

En la figura 2.19 se ve un ligero aumento en el efecto solubilizador del Triton sobre los 

PL de la membrana del eritrocito bovino reducida en colesterol en comparación con la 

membrana intacta. Para los eritrocitos reducidos en colesterol incubados con 1% de Tri-

ton, se recupera como material insoluble el 59% de los PL presentes en la membrana 

original (contra un 70% para los eritrocitos intactos) y para concentraciones de deter-

gente tan altas como 5%, aun permanece insoluble el 12% de los PL. Los valores del 

parámetro de resistencia a detergente (D0) para la membrana del eritrocito bovino intac-

to y reducido en colesterol son de 3,1(1) y 2,4(1) % (w/v), respectivamente. 
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Fig 2.20: Efecto de la reducción del Col/aumento de SM.  II: solubilización de Col de eritrocitos bovinos. Porcentaje 
de colesterol (Col) en el material resistente a detergente (DRM) obtenido a partir de la membrana eritrocitaria 
bovina intacta y de la reducida en su contenido de colesterol, en función de la concentración de Triton usada en el 
tratamiento de las muestras. El contenido de colesterol en la membrana original se consideró como el 100%.  Cada 
punto es el promedio de 3 experimentos independientes y las barras representan la desviación estándar. Las líneas 
continuas corresponden al mejor ajuste con la función de ajuste propuesta 
IBE: eritrocitos bovinos intactos 
CDBE: eritrocitos bovinos reducidos en colesterol

En la figura 2.20 se muestra la curva de solubilización del colesterol para las dos mem-

branas. Aquí es posible observar cómo una reducción previa del colesterol de la mem-

brana hace que el colesterol remanente sea algo más susceptible a la acción del Triton. 

Los valores de los parámetros de ajuste obtenidos a partir de la ec. 2.2 se muestran en la 

Tabla 2.3 

 
 k n 
Eritrocitos bovinos intactos (IBE) 2,64(6) 2,07(9)
Eritrocitos bovinos reducidos en Col (CDBE) 2,42(4) 1,74(6)

Tabla 2.3: Valores de los 
parámetros de ajuste de los 
datos de solubilización de Col 
en eritrocitos bovinos de la Fig 
2.20 según la ec. 2.2.

2 . 3 . 5  ¿Cuál  e s  l a  relac ión  entre  la  su scept ib i l idad  al  

detergente  de  una  membrana  con  su  compos ic ión  l i p íd ica ?  

A partir de los resultados previos es posible llevar a cabo un análisis de la susceptibilidad 

de las diferentes membranas eritrocitarias a la acción del Triton X-100 y relacionarla con 

la composición lipídica de cada una de ellas. Tengamos en cuenta para este análisis que 

contamos con datos provenientes de cuatro sistemas de membrana (eritrocitos humanos 

intactos y reducidos en colesterol, eritrocitos bovinos intactos y reducidos en colesterol) 

con características funcionales y de composición proteica similares pero con diferencias 

importantes solo en las proporciones de SM y Col (y de PC). En la Tabla 2.4 mostramos 

la composición molar porcentual aproximada de cada uno de los sistemas de membrana 
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calculada a partir de los datos en las referencias [Florin-Christensen y col., 2000; Voet y 

Voet, 1995]. 

 

 IBE CDBE IHE CDHE 

SM 28 33 16 20 

Col 44 34 43 29 

PC 3 3 17 21 

PS 6 7 7 9 

PI 1 2 1 1 

PE 17 20 16 19 

PA 1 1 1 2 

 
 

 

 

 

Tabla 2.4: Composición lipídica (mol%) de las membranas eritrocitarias estudiadas. Los valores fueron calculados a 
partir de las referencias [Florin-Christensen y col., 2000; Voet y Voet, 1995] considerando masas molares aproximadas, 
y teniendo en cuenta el grado de reducción de Col de 45% en eritrocitos humanos y de 35% en eritrocitos bovinos (ver 
Materiales y métodos). Los glicolípidos (alrededor del 5% molar en ambas membranas) y otros lípidos minoritarios no 
fueron tenidos en cuenta por lo que el 100% corresponde a la suma de los lípidos detallados.  
IBE: eritrocito bovino intacto, CDBE: eritrocito bovino reducido en Col, IHE: eritrocito humano intacto, CDHE: eritrocito 
humano reducido en Col. Lípidos: SM, esfingomielina; Col, colesterol; PC, fosfatidilcolina; PS, fosfatidilserina; PI, fosfatidi-
linositol; PE, fosfatidiletanolamina; PA, acido fosfatídico. 

En la figura 2.21 se resumen los valores de D0 para los cuatro sistemas de membrana. Se 

observa que los mayores valores de D0 corresponden a los eritrocitos bovinos (que son los 

que poseen mayor proporción de SM) y que, para cada especie, la membrana del eritro-

cito intacto presenta un mayor valor de D0 que la correspondiente membrana reducida 

en colesterol.  
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A partir de estos resultados, se podría esperar que la cantidad (molar) de SM y Col, lípi-

dos que gobiernan el ordenamiento y el empaquetamiento lipídico, debieran influir en la 

solubilidad al detergente. Para probar esta hipótesis, el parámetro de resistencia a deter-

gente D0 fue graficado (figura 2.22) en función de los contenidos molares porcentuales 

de SM y Col tomados de los datos de la Tabla 2.4.  

 

Fig. 2.21: Parámetro de resis-
tencia al detergente D0, que 
indica la concentración de triton 
X-100 necesaria para solubilizar 
el 63% de los PL de la membra-
na original a 4º C. Los valores 
fueron obtenidos de los ajustes 
de las curvas de solubilización 
de PL en función de la concen-
tración de detergente usando la 
ecuación 2.1. El eje derecho de 
la gráfica da los valores de D0 en 
términos de relación molar 
aproximada detergente/lípido.
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Fig. 2.22. Parámetro de resistencia al detergente D0 graficado en función del contenido molar porcentual de coles-
terol (primer panel), esfingomielina (segundo panel), y del contenido conjunto colesterol-esfingomielina (tercer 
panel) en los cuatro sistemas de membrana eritrocitaria.  

Puede observarse que D0 no tiene una buena correlación con el contenido de Col (pri-

mer panel) ni con el de SM (segundo panel), pero cuando se lo grafica contra (Col+SM) 

(tercer panel), D0 muestra un comportamiento regular, incrementándose monótonamen-

te con la suma del contenido de ambos lípidos. 
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2 . 3 . 6  ¿Cuál  e s  l a  relac ión  entre  e l  ordenamiento  l i p íd ico  de  

la  membrana  y  su  compos ic ión  l i p íd ica ?  

A partir de estudios en sistemas modelo se puede esperar que la composición lipídica de 

la membrana determine en alguna manera la organización de los lípidos en una mem-

brana biológica. Es por ello que decidimos analizar el ordenamiento lipídico de las 

membranas de eritrocitos humanos y bovinos, tanto intactos como reducidos en coleste-

rol, ya que de esta manera tenemos cuatro sistemas naturales de membrana con cantida-

des variables de SM y Col, que son los lípidos que gobiernan el empaquetamiento lipídi-

co [Simons y Vaz, 2004]. La determinación se realizó con espectroscopía de EPR 

mediante la incorporación de marcadores de espín liposolubles que pueden sensar el 

orden dinámico a diferentes niveles de la bicapa lipídica. 

Se obtuvieron espectros de EPR para los cuatro sistemas de membrana antes men-

cionados. A partir de los espectros se obtuvieron los parámetros hiperfinos AMAX (por 

cuestiones experimentales la determinación del parámetro de orden aparente en eritroci-

tos bovinos es imprecisa, y AMAX permite igualmente determinar el grado de ordenamien-

to) 
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Fig. 2.23: Gradiente de flexibilidad de los cuatro sistemas de membrana. Parámetro hiperfino Amax calculado a 
partir de los espectros de EPR de los marcadores de espín 5-, 12-, y 16-SASL en las membranas eritrocitarias 
originales, graficados en función de la posición del radical nitróxido a lo largo de la cadena de ácido esteárico 
(profundidad del marcador de espín dentro de la bicapa). Valores mayores de Amax indican mayor orden/rigidez de 
las cadenas acílicas a cada nivel de profundidad en la bicapa 
IHE: eritrocito humano intacto, CDHE: eritrocito humano reducido en Col, IBE: eritrocito bovino intacto, CDBE: eritro-
cito bovino reducido en Col. 
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La figura 2.23 muestra el “gradiente de flexibilidad”, i.e., el parámetro hiperfino AMAX 

calculado a partir de los espectros de EPR, graficado en función de la posición del radical 

nitróxido en la cadena hidrocarbonada del ácido esteárico (profundidad de la marca de 

espín en la bicapa). Los valores posibles de AMAX varían entre el límite isotrópico de alre-

dedor de 16 G, esperado para un marcador de espín llevando a cabo una reorientación 

rápida e irrestricta en un medio isotrópico (completamente desordenado), y el valor lími-

te de alrededor de 32 G [Griffith y Jost, 1976], correspondiente al marcador de espín 

inmovilizado. Así, el gráfico de la figura 2.23 constituye un perfil de profundidad de la 

movilidad de la cadena lipídica hacia el interior de la bicapa (menor AMAX indica mayor 

flexibilidad). El gradiente de flexibilidad creciente hacia el grupo metilo terminal, debido 

a la acumulación de isomerizaciones trans-gauche, es un claro indicador de estructuras 

tipo bicapa [Cassera y col., 2002; Veiga y col., 2001].  
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Fig. 2.24: Parámetro hiperfino AMAX, indicativo del orden dinámico a diferentes profundidades de la bicapa (5-
SASL, cercano a la zona polar; 12- y 16- cercanos al centro hidrofóbico) graficado en función del contenido molar 
porcentual de Col (paneles 1), SM (paneles 2), y del contenido conjunto de Col+SM (paneles 3) en los cuatro 
sistemas de membrana eritrocitaria. Se incluyen líneas de unión de los puntos experimentales para ayudar a la 
vista sólo en los casos donde se observa una tendencia definida de variación. 
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Finalmente, a partir de los datos mostrados en la Tabla 2.4 y de los datos de la figura 

2.23 podemos analizar de manera completa la relación que existe entre el ordenamiento 

lipídico a distintas profundidades de la bicapa lipídica (evaluado a través del parámetro 

hiperfino AMAX de los n-SASL) y la composición lipídica para los cuatro sistemas de 

membrana estudiados. 

En la figura 2.24 se observa una correlación positiva entre el AMAX y la cantidad de 

SM en la zona más cercana a las cabezas polares de la membrana (panel a.2) mientras 

que hacia el centro de la membrana el ordenamiento está relacionado con la suma de los 

contenidos de SM y Col. 

2 . 3 . 7  ¿E stán  relac ionados  e l  ordenamiento  de  la  b icapa  

l i p íd ica  y  l a  re s i s tenc ia  a l  Tr iton?  

Anteriormente mostramos como el parámetro de resistencia a detergente D0 de mem-

branas eritrocitarias depende de la composición lipídica. Mostramos que los sistemas de 

membrana que poseen mayores contenidos conjuntos de Col y de SM son los que pre-

sentan una mayor resistencia al detergente. Por otra parte vimos, mediante EPR, que la 

composición lipídica también afecta el grado de empaquetamiento de la bicapa lipídica.  

Nos proponemos ahora investigar la relación entre el ordenamiento lipídico y la 

susceptibilidad al Triton X-100. 
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Fig. 2.25: Relaci entre ordenamiento 
lipídico y resistencia al detergente. 
Parámetro hiperfino A

ón 

MAX, indicativo del 
orden/rigidez de las cadenas acílicas 
detectado por los marcadores de espín 
a diferentes profundidades de la bica-
pa lipídica graficado en función del 
parámetro de resistencia al detergente 
D0 de cada sistema de membrana. 
Notar la correlación positiva entre AMAX 
y D0 para los marcadores de espín que 
sensan la zona más cercana al centro 
hidrofóbico de la bicapa (12- y 16-
SASL). El 5-SASL, en cambio, no mues-
tra este comportamiento. 

En la figura 2.25 observamos que existe una clara correlación positiva entre el parámetro 

AMAX para los marcadores 12 y 16 SASL y el D0. Esto nos está indicando que, indepen-

dientemente de como varíe la composición lipídica, el ordenamiento lipídico en la zona 

hidrofóbica de la membrana es un buen parámetro para predecir el comportamiento de 
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las membranas eritrocitarias frente al Triton X-100. En cambio, no se evidencia correla-

ción entre el ordenamiento lipídico en la región de la membrana más próxima a las cabe-

zas polares (marcador 5 SASL) con la resistencia al detergente.  

2 . 3 . 8  ¿Cuál  e s  l a  naturaleza  de  la s  DRMs?  

a) ¿Que sucede con el ordenamiento lipídico en las DRMs?  

Cabe preguntarse ahora la naturaleza del material insoluble obtenido mediante el trata-

miento con diferentes concentraciones de Triton. Para ello realizamos un estudio de las 

propiedades de ordenamiento lipídico de las fracciones resistentes a detergente obtenidas 

a partir de eritrocitos bovinos intactos (el sistema de membrana que presenta mayor re-

sistencia al detergente) Incorporamos los marcadores de espín liposolubles a estas mues-

tras y obtuvimos los respectivos espectros de EPR.  

IHE                     IBE

5SASL

12SASL

16SASL

2Amax

                                      Triton 
1%   4%   6%    10%

Fig. 2.26. Ordenamiento lipídico en DRMs de eritrocitos bovinos. I: espectros de EPR. Espectros de EPR de los 
marcadores liposolubles incorporados a las membranas de eritrocitos humanos intactos (IHE) y bovinos intactos 
(IBE) y del material insoluble al detergente (DRM) obtenido a partir de los IBE con la concentración de Triton X-100 
indicada. Espectros tomados a 25ºC, frecuencia de microondas de 9.75GHz, barrido de campo magnético de 
100G. Los espectros están normalizados en amplitud para permitir comparaciones entre las diferentes muestras. 
Los espectros correspondientes a 2% y 3% de Triton no se muestran en la figura para lograr una mayor claridad. 
Grupo superior: 5-SASL (radical nitróxido en el carbono 5, cercano a las cabezas polares); grupo intermedio: 12-
SASL (radical nitróxido en el carbono 12); grupo inferior: 16-SASL (radical nitróxido en el carbono 16, el más cerca-
no al centro de la bicapa). Las lineas señalan las características del espectro cuya posición en campo magnético 
permite calcular el parámetro hiperfino AMAX, indicativo del orden/rigidez de las cadenas acílicas. Las flechas en el 
espectro de 6% de Triton y 16-SASL señalan estructuras espectrales relacionadas con  lípidos inmovilizados. 

94 



CAPÍTULO 2: Interacción e n t re  l a  m e m b r an a  e r i t ro c i t ar i a  y  e l  T r i to n  x - 1 0 0  

A partir de los espectros de la figura 2.26 se obtiene el gradiente de flexibilidad para cada 

una de las muestras, graficando el parámetro hiperfino AMAX en función de la posición del 

Como se ve en la figura 2.27, el material insol

anillo doxilo en la cadena de ácido esteárico. 

uble extraído con Triton 1% muestra valo-
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Fig. 2.27. Ordenamiento lipídico en DRMs de eritrocitos bovinos. II: Gradiente de flexibilidad. Parámetros hiperfinos 
AMAX obtenidos de los espectros de la Fig 2.26, en función de la posición n del radical nitróxido en la cadena de 
ácido esteárico. Los datos corresponden a eritrocitos bovinos intactos (IBE) y al material resistente al detergente 
(DRM) obtenido luego de la incubación de los eritrocitos bovinos con Triton X-100 en las concentraciones indica-
das. Los datos correspondientes a 2% y 3% de Triton no se muestran en la figura para lograr una mayor claridad, 
pero presentan valores intermedios entre 1% y 4%. Una disminución del valor de AMAX corresponde a una disminu-
ción de las restricciones de la movilidad de los lípidos, indicando un incremento de la fluidez. Notar que los datos 
correspondientes a eritrocitos bovinos intactos no pueden distinguirse de los correspondientes al material insoluble 
obtenido con 1% de Triton. Notar también que el gradiente de flexibilidad se aplana para el material insoluble 
obtenido con 10% de Triton, indicando un entorno de similar rigidez para los 3 marcadores (las barras indican ± sd, 
n=3) 

res de AMAX coincidentes con los del eritrocito bovino. Al aumentar la concentración de 

Triton, hasta 6%, el valor de AMAX aumenta para los tres marcadores, indicando un in-

cremento de las restricciones en la movilidad (menor fluidez) a todas las profundidades, 

y mantiene la forma característica de un gradiente de flexibilidad correspondiente a un 

medioambiente de bicapa (los valores de AMAX correspondientes a 2% y 3% de Triton no 

se incluyen por claridad, pero son intermedios entre los de 1% y 4% de Triton). Sin 

embargo, para 10% de Triton, el gradiente de flexibilidad está prácticamente ausente, y 

el valor de AMAX es casi constante (y cercano a su valor máximo) en los tres niveles detec-

tados por los marcadores de espín. Este hecho indica que los marcadores de espín en el 

material insoluble obtenido con 10% de Triton no se encuentran en un medioambiente 

de bicapa. 
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El origen de esta clase de espectro, y la desaparición del gradiente de flexibilidad para las 

DRMs obtenidas con elevadas concentraciones de Triton será discutido en la siguiente 

sección. 

b) Evidencia de un entorno lipídico inmovilizado en el material insoluble. Análisis espectral 

Los espectros de EPR del material insoluble obtenido con concentraciones crecientes de 

Triton muestran evidencias de la coexistencia de un medioambiente correspondiente a 

una bicapa más o menos fluida y de otro altamente inmovilizado (señalado con flechas 

en la figura.2.26, a los lados del espectro de 16-SASL de las muestras obtenidas con 6% 

de Triton). El valor de AMAX en el espectro de 16-SASL de las DRM obtenidas con 10% 

de Triton, cercano al límite rígido, está indicando que todo el marcador de espín se en-

cuentra prácticamente inmovilizado.  

Con el objetivo de estimar la proporción de los diferentes componentes en el espec-

tro compuesto obtenido a partir del 16-SASL en la muestra de 6% de Triton, adopta-

mos las siguientes suposiciones: (a) el espectro de material insoluble obtenido con 10% 

de Triton corresponde a un 100% de la población de marcadores de espín fuertemente 

inmovilizados (probablemente en un “cinturón” lipídico alrededor de los dominios 

hidrofóbicos de las proteínas de membrana); (b) el espectro de material insoluble obte-

nido con 2% de Triton corresponde al 100% del marcador de espín en un medio am-

biente de tipo membrana y con un grado de ordenamiento lipídico típico de la bicapa de 

las DRMs (esta suposición está justificada en el hecho de que no se observa, en este caso, 

ninguna estructura adicional, y la cantidad de lípidos no solubilizados en esta muestra es 

más de 20 veces mayor que la de la muestra de 6% de Triton, como puede verse en la 

figura 2.16); (c) el espectro de material insoluble obtenido con 6% de Triton contiene 

contribuciones de ambos componentes; (d) el marcador de espín se distribuye con igual 

probabilidad en ambos componentes. Los resultados de esta descomposición se muestran 

en la figura 2.28. 
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Fig. 2.28. Coexistencia de entorno de tipo 
membrana y de lípidos inmovilizados en el 
material insoluble. Análisis del espectro de 
EPR compuesto de 16-SASL en el material 
insoluble obtenido con 6% de Triton. Se ha 
asumido que el espectro de 10 % de Triton 
corresponde sólo a lípidos inmovilizados y 
el espectro de 2% de Triton corresponde 
sólo a lípidos en un entorno de membrana. 
Se muestra que el espectro de 6% se 
puede reproducir por una combinación 
lineal de los espectros antes mencionados. 
(a) Espectros normalizados (con el valor de 
la doble integral, proporcional al número de 
espines). El espectro correspondiente a 2% 
de Triton (fluido) fue afectado por un factor 
de 0,3 y el espectro de 10% (inmovilizado) 
fue afectado por un factor de 0,7. (b) suma 
de los espectros ponderados de 2 y 10% 
(verde) en comparación con el espectro de 
6% de Triton (negro).  

Teniendo en cuenta las suposiciones antes mencionadas, la suma espectral de la doble 

integral de los espectros nos permitió estimar que en el pellet insoluble obtenido con 6% 

de Triton, el 70% de los lípidos se encuentran inmovilizados (probablemente en los lí-

mites de las proteínas integrales de membrana [Marsh y Horvath, 1998]), mientras que 

el restante 30% corresponde a lípidos en un medioambiente de membrana. 

c) Aislamiento de DRMs mediante gradiente de densidad. Estudio del ordenamiento 

lipídico 

Con el objetivo de comparar los resultados obtenidos con nuestro método de aislamien-

to de DRMs por microcentrifugación con los obtenidos mediante el método habitual-

mente usado en la literatura, se realizó una serie de ensayos adicionales donde las DRMs 

obtenidas a través del tratamiento con detergente fueron aisladas mediante ultracentrifu-

gación en gradiente de densidad (Protocolo II, ver sección 2.2.5). 

En un primer ensayo se sometió a la acción de Triton X-100 un paquete de eritroci-

tos bovinos en condiciones similares a las utilizadas en ensayos previos. Luego de la in-

cubación con detergente se sometió a la mezcla a la separación por gradiente de densidad 

mediante ultracentifugación de equilibrio (ver sección 2.2.5). En el tubo de ultracentrífu-
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ga se pudo observar una banda blanquecina muy tenue (o un par de bandas según el 

caso) flotando a una densidad correspondiente a la parte inferior de la región de 35% de 

sacarosa, mayor a la correspondiente a DRMs reportada en la literatura [Civenni y col., 

1998; Lauer y col., 2000; Salzer y Prohaska, 2001]. Esta fracción, denominada DRM-H 

(por heavy, pesado), fue separada del resto y se la marcó con 16-SASL para investigar el 

ordenamiento lipídico. Sin embargo, la cantidad de muestra obtenida fue muy escasa y 

la señal de EPR resultó casi indetectable. 

En base a trabajos de otros autores [Ciana y col., 2005], se supuso que la alta densi-

dad de estas DRMs se debía a la presencia de proteínas del citoesqueleto. Existen tam-

bién algunos reportes [Luna y col., 2004;] que las DRMs obtenidas a partir de células 

altamente móviles (como los leucocitos), bajo ciertas condiciones experimentales de ob-

tención, permanecen asociadas a elementos proteicos del citoesqueleto (fodrina y super-

villina). 

En la literatura existen numerosos reportes acerca de la posibilidad de alterar la esta-

bilidad en las interacciones entre proteínas que mantienen unida la red del citoesqueleto 

cortical del eritrocito utilizando diversos agentes fisicoquímicos, tales como un fuerte 

aumento o una marcada disminución de la fuerza iónica, el aumento del pH, etc [Ben-

nett y Lambert, 1991, Lange y col., 1982]. Un agente desestabilizante es el carbonato, 

que por medio de un aumento de la fuerza iónica y el pH logra debilitar las uniones 

entre las proteínas transmembrana de anclaje con las proteínas periféricas del citoesque-

leto [Song y col., 1996; Nagao y col., 2002]. 

En función de lo anterior, llevamos a cabo la separación por gradiente de densidad 

de las DRMs en presencia de una solución concentrada de carbonato de sodio. En esta 

oportunidad, la banda correspondiente a las DRMs apareció flotando en la zona que 

ocupaba originalmente la interfase entre 5 y 35% de sacarosa (ver materiales y métodos), 

zona reportada usualmente en la literatura [Murphy y col., 2004; Nagao y col., 2002]. 

Esta fracción, denominada DRM-L (por light, liviana), tuvo un rendimiento mucho 

mayor que en el caso anterior. Fue marcada con 16-SASL y se midió por EPR. En la 

figura 2.29 se muestran el espectro de EPR de la muestra de DRM aislada mediante ul-

tracentrifugación en gradiente de densidad, comparada con la muestra de DRM obteni-

da por microcentrifugación. 
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Fig 2.29: Espectros de EPR del marca-
dor de espín 16 SASL incorporado a la 
muestra de DRM-L obtenida de eritroci-
tos bovinos intactos con 1% de Triton 
X-100 y aislada por separación en 
gradiente de densidad, previo trata-
miento con Na2CO3 (azul). En el gráfico 
se muestra también (negro) el espectro 
correspondiente a DRM obtenida en 
las mismas condiciones pero aislada 
por microcentrifugación, mostrado 
anteriormente en la Fig 2.26. T= 25ºC 

En este caso se observa una clara similitud entre los espectros obtenidos a partir de las dos 

muestras. Esto indica que el ordenamiento lipídico en las DRMs obtenidas con 1% de 

Triton y aisladas por microcentrifugación es similar al de aquellas aisladas por separación 

en gradiente de densidad, previa extracción del citoesqueleto con carbonato de sodio. 

Por otra parte, también se investigó el material aislado en la fracción más densa del 

gradiente de sacarosa (pellet de la ultracentrifugación). A esta fracción también se le incor-

poró el marcador de espín 16-SASL y se obtuvo su espectro de EPR. Este espectro presen-

ta algunas similitudes con el espectro de 16-SASL en las DRM obtenidas con 10% de 

Triton y aisladas por microcentrifugación. Ambos espectros se muestran en la figura 2.30.  

3270 3300 3330
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Fig 2.30: espectros de EPR (normalizados) 
de 16-SASL incorporado a la fracción de la 
membrana eritrocitaria bovina insoluble a 
10% de Triton aislada por microcentrifuga-
ción (azul) y a la fracción de la membrana 
eritrocitaria bovina tratada con 1% de 
Triton y aislada en el fondo de los tubos de 
ultracentrifugación en gradiente de densi-
dad (verde). Pese a las diferencias en el 
ancho de línea debidas a diferente ampli-
tud de modulación (2,5G (verde) y 4,0G 
(azul)), se observa la presencia de compo-
nentes inmovilizadas en los mismos valo-
res de campo magnético (señalados con 
flechas para cada espectro). 

En conjunto, los resultados expuestos están mostrando que, luego de la extracción de la 

membrana del eritrocito con sólo 1% de Triton, y la posterior separación por gradiente 

de densidad (método "estándar" de obtención de DRM), se obtiene una fracción rica en 

lípidos, de baja densidad, que presenta un grado de ordenamiento similar a las DRMs 
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aisladas por microcentrifugación en las mismas condiciones; y en la zona de máxima 

densidad del gradiente, se obtiene una fracción que presenta estructuras muy ordenadas 

similares a las obtenidas en el pellet de microcentrifugación al tratar los eritrocitos con 

grandes concentraciones de Triton (10%). 

También se realizaron ensayos de obtención de DRM por separación en gradiente 

de densidad, utilizando mayores concentraciones de Triton (2, 6 y 10%  w/v) junto con 

el tratamiento con Na2CO3 para desestabilizar el citoesqueleto. Sin embargo en este caso 

no se obtuvieron cantidades significativas de material en las zonas de baja densidad (co-

rrespondiente a las DRM-L) ni en la de densidad media (correspondiente a las DRM-

H). Vale la pena recordar que con el método de microcentrifugación (Protocolo I), to-

davía es posible aislar estructuras de membrana en el material insoluble obtenido utili-

zando concentraciones de Triton de hasta 6% (ver figuras 2.26 y 2.27). 
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2.4 Discusión 

2 . 4 . 1  C o m p o s i c i ó n  y  o r d e n ami e n t o  l i p í d i c o  d e  l a s  D R M s  d e  

er itroc itos  humanos  

El patrón proteico correspondiente a las DRMs obtenidas a partir de eritrocitos huma-

nos es bastante complejo, como puede observarse en las figuras de la sección 2.3.1, y a 

primera vista resulta difícil detectar diferencias con la membrana original.  

Al comparar los geles correspondientes a las DRMs con los de la membrana eritroci-

taria completa, se observa en las DRMs la desaparición de las bandas tentativamente 

asignadas a la GAPDH (proteína periférica) y la PAS-3 (glicoforina B, proteína integral). 

Ninguna de estas dos proteínas ha sido reportada como marcadora de rafts. Por otro 

lado, también se observa en los geles de SDS-PAGE de muestras de DRM la presencia 

de una serie de bandas polipeptídicas (figura 2.6) tentativamente asignables a actina, 

banda 4.1 y espectrina, todas ellas constituyentes del citoesqueleto cortical del eritrocito, 

pero reportadas en algunos trabajos como proteínas solubles en Triton X-100 [Samuel y 

col., 2001; Murphy y col., 2004]. Esto se explica teniendo en cuenta que en nuestro 

proceso de obtención de DRMs, la fracción insoluble de membrana se aísla mediante un 

proceso de microcentrifugación, por lo que en esa fracción también se encuentran pro-

teínas que conforman el citoesqueleto. Vale la pena mencionar el hecho de que estas 

proteínas sólo pueden aislarse mediante microcentrifugación si se encuentran formando 

el citoesqueleto o asociadas a vesículas insolubles, ya que si se encontraran en solución 

como monómeros o pequeños oligómeros, se aislarían en la fracción sobrenadante de la 

centrifugación. Este hecho confirma que el tratamiento con detergente, sin ningún otro 

tipo de manipulación extra como las utilizadas en algunos trabajos (por ejemplo el tra-

tamiento con soluciones hipotónicas, hipertónicas y de alto pH, o el estrés mecánico), 

no interfiere en las interacciones que mantienen unidas a las proteínas del citoesqueleto 

[Yu y col., 1973; Svoboda y col., 1992]. Por otro lado, la composición y características 

de las DRMs obtenidas pueden ser afectadas si se utilizan algunos de estos procedimien-

tos adicionales al del tratamiento con detergente [Ciana y col., 2005; Luna y col., 2004]. 

Se debe recordar que para todas las experiencias de caracterización del patrón pro-

teico se utilizó únicamente la técnica de electroforesis SDS-PAGE. Resultaría muy ade-

cuado poder confirmar los resultados obtenidos mediante otras técnicas de identifica-

ción, como por ejemplo el Western Blotting.  

En cuanto a la composición lipídica, observamos que las DRMs de eritrocitos 

humanos presentan un enriquecimiento en esfingomielina y colesterol, en relación a la 
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membrana original. El aumento del contenido relativo de estos lípidos se ve acompaña-

do con un aumento en el ordenamiento lipídico detectado mediante espectroscopía de 

EPR (figura 2.9).  

2 . 4 . 2  Rol  del  Colesterol  en  la  solub i l idad  de  la s  membranas  

En la bibliografía existe un amplio acuerdo acerca de que el colesterol es un componente 

fundamental de los dominios lipídicos ordenados de la membrana, y que una reducción 

del contenido de colesterol provoca la disgregación de estos dominios [Xavier y col., 

1998; Ilangumaran y col., 1999; Vereb y col., 2000; Matkó y Szöllosi, 2002]. 

A partir de las curvas de solubilidad (figuras 2.12 y 2.13) es posible determinar que 

la membrana del eritrocito humano reducido en colesterol presenta una mayor tendencia 

a la solubilización por el Triton que la membrana del eritrocito intacto (los ensayos de 

solubilidad en eritrocitos bovinos intactos y reducidos en colesterol muestran la misma 

tendencia, ver más adelante). Sin embargo, luego del tratamiento con MβCD para redu-

cir el contenido de colesterol de la membrana original, aún es posible aislar una fracción 

insoluble que contiene cantidades significativas de PL y Col cuando se utiliza 1% de 

Triton en la obtención de DRMs (la concentración utilizada en los protocolos estándares 

que generalmente reportan la disgregación de las DRMs luego de la reducción de coles-

terol). Estos resultados están en línea con trabajos anteriores [Rivas y Gennaro, 2003] 

que muestran que, más allá de lo que ocurre con la asociación de las proteínas a las 

DRMs, aún es posible aislar vesículas de lípidos insolubles luego de la reducción parcial 

del contenido de colesterol de la membrana eritrocitaria.  

2 . 4 . 3  R o l  d e  l a  E s f i n g o m i e l i n a  e n  l a  s o l u b i l i d a d  d e  la s  

membranas  

Para estudiar el papel que juega la SM en la susceptibilidad de la membrana al detergen-

te se utilizaron para los ensayos de solubilización eritrocitos bovinos, los cuales presentan 

una composición lipídica muy parecida a la de los eritrocitos humanos (ver figura 2.14), 

excepto por el alto contenido de SM (y un bajo contenido de PC). Las curvas de solubi-

lización de eritrocitos bovinos (figuras 2.16 y 2.17) indican que la membrana de estas 

células posee una alta resistencia a la acción del detergente, y muestran que para 1% de 

Triton (relación molar detergente/lípidos aproximadamente igual a 12) permanece inso-

luble el 72% de los PL y el 90% del colesterol de la membrana. Inclusive, a concentra-

ciones de Triton tan altas como 5%, la cantidad de lípidos recuperada en la fracción 

insoluble es considerable. 
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También se estudió el efecto conjunto de una reducción de Col en estos eritrocitos con 

alto contenido de SM. El tratamiento con MβCD realizado en las mismas condiciones 

que con los eritrocitos humanos produjo una reducción de sólo el 35% del colesterol de 

la membrana original. Las curvas de solubilización (figuras 2.19 y 2.20) muestran una 

susceptibilidad al detergente de esta membrana mayor a la del eritrocito bovino intacto, 

pero menor que la del eritrocito humano. 

2 . 4 . 4  C u a n t i f i c a c i ó n  d e  l o s  p r o c e s o s  d e  s o l u b i l i z a c i ó n  

Utilizando eritrocitos humanos y bovinos, tanto intactos como reducidos en colesterol se 

pudo contar con cuatro sistemas de membranas biológicas con diferentes proporciones 

de SM y Col siendo el resto de los lípidos (salvo la PC) similares para todos. A partir de 

las curvas de lípido remanente en la fracción insoluble en función de la concentración de 

Triton se hicieron ajustes experimentales que permitieron cuantificar la susceptibilidad 

de cada uno de los sistemas frente al detergente. El parámetro de ajuste D0 (parámetro de 

resistencia a detergente) resulta particularmente útil para cuantificar la resistencia a la 

solubilización de los fosfolípidos (componente mayoritario de la membrana). Los valores 

más altos de D0 corresponden a membranas que necesitan más detergente para ser solu-

bilizadas. El parámetro k corresponde a la concentración de Triton que solubiliza el 50% 

del contenido original de colesterol de la membrana y también permite cuantificar la 

resistencia de la membrana al detergente. A continuación se resumen los valores de estos 

parámetros para cada sistema. 

 
 D0 (g%) k (g%) 

Eritrocitos bovinos intactos (IBE) 2,82(9) 2,64(6) 

Eritrocitos bovinos reducidos en Col (CDBE) 2,2(1) 2,42(4) 

Eritrocitos humanos intactos (IHE) 1,33(7) 1,53(4) 

Eritrocitos humanos reducidos en Col (CDHE) 0,70(6) 1,08(7) 

2 . 4 . 5  ¿Cuál  e s  l a  relac ión  entre  la  su scept ib i l idad  al  

detergente  de  una  membrana  con  su  compos ic ión  l i p íd ica ?  

El comportamiento característico de cada sistema de membrana sometido a la acción del 

Triton está reflejado por las notables diferencias de los valores de D0 (y de k), que dismi-

nuye en la secuencia IBE>CDBE>IHE>CDHE. Se podría esperar que la cantidad (mo-

lar) de SM y Col, que son los lípidos que gobiernan el ordenamiento y el empaqueta-

miento lipídico [Simons y Vaz, 2004], debieran influir en la solubilidad al detergente. 
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Para probar esta hipótesis, el parámetro de resistencia a detergente D0 fue graficado en 

función de los contenidos molares porcentuales de SM y Col tomados de los datos de la 

Tabla 2.4 (figura 2.22). Pudimos observar que D0 no presenta una correlación significa-

tiva con el contenido de cada uno de los lípidos por separado, pero muestra un incre-

mento monótono cuando se lo grafica contra el contenido conjunto de los dos lípidos 

(Col+SM) (tercer panel). 

Con el objetivo de llevar a cabo una comparación de estos resultados experimentales 

con el comportamiento de sistemas modelo, consideraremos las relaciones aproximadas 

detergente/lípido (R) correspondientes a cada uno de los valores de D0 que aparecen en 

el eje derecho de la figura.2.21 (como hemos estado trabajando con concentraciones de 

detergente mucho más altas que la concentración micelar crítica del Triton X-100, que 

es de 0,25 mM o 0.02%, R coincide prácticamente con la concentración “efectiva” de 

Triton [Lichtenberg, 1985]). Podemos ver que son necesarias cerca de 8 moléculas de 

Triton por molécula de lípido para solubilizar el 63% de los PL de la membrana del 

eritrocito humano reducido en colesterol, mientras que son necesarias 34 moléculas de 

Triton por lípido para la membrana del eritrocito bovino intacto. En comparación, una 

relación detergente/lípido de R=2 provoca la completa solubilización de liposomas de 

PC de huevo a 4 ºC [Sot y col., 2002], pero los sistemas modelo que contienen SM y 

Col tienen un comportamiento muy diferente. Sot y colaboradores [Sot y col., 2002] 

han estudiado mezclas de PC de huevo/SM/Col en proporciones N:1:1, mostrando que 

son necesarios valores muy altos de R para solubilizar las vesículas cuando N<3.  

Una estimación aproximada de la relación molar glicerofosfolípidos(GPL)/SM/Col 

en los sistemas de membrana reducidos en colesterol (bovina y humana), realizada en 

base a los datos de la Tabla 2.4, indican que los contenidos molares de SM y Col son 

similares y la relación GPL/SM (N) está entre 1 y 2. Así, la composición lipídica de estas 

membranas se asemeja a la de los sistemas modelo estudiados en [Sot y col., 2002], y los 

mecanismos que gobiernan la resistencia a detergente podrían estar relacionados con 

interacciones selectivas entre SM y Col. La membrana de los eritrocitos bovinos reduci-

dos en colesterol presenta una proporción molar de GPL/SM/Col de 1,1:1,0:1,0 y un D0 

de 2,2%(w/v) (con un R correspondiente a 26 moléculas de detergente por molécula de 

lípido), mientras que la membrana de los eritrocitos humanos reducidos en colesterol 

posee una relación molar de GPL/SM/Col de 1,9:1,0:1,1 y un D0 de 0,70 %(w/v) (R = 

8). Vemos entonces que, en concordancia con el trabajo de Sot y colaboradores, un au-

mento de la proporción de GPL conduce a una mayor susceptibilidad al detergente. Por 

otra parte, los sistemas de membrana intactos poseen una relación molar de Col/SM de 

entre 1,6 a 2,0 por lo que el contenido extra de colesterol puede ser la causa de la mayor 

resistencia de estas membranas. El D0 de bovinos es de 2,82 %, con 1,1 moles de GPL 
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por mol de SM, y el D0 de humanos de 1,33% con 2,6 moles de GPL por mol de SM. 

En este caso también vemos como un incremento de la cantidad de GPL aumenta la 

susceptibilidad al detergente. 

Sot y colaboradores concluyen que es necesaria la presencia conjunta de SM y Col 

para disminuir la solubilidad de sistemas modelo que contienen PC de huevo, y mues-

tran evidencias a partir de FTIR de la formación de puentes de hidrógeno entre la SM y 

el Col, cuyo número se reduce al incrementarse la cantidad de PC [Sot y col., 2002]. 

Cálculos de dinámica molecular [Aittoniemi y col., 2007] también muestran una inter-

acción preferencial entre Col y SM, pero se sugiere que las interacciones responsables de 

este hecho no son los enlaces de hidrógeno. En los sistemas que hemos estudiado, que 

son membranas celulares con alto grado de complejidad, y que contienen proteínas, 

también observamos que la resistencia al detergente está relacionada al contenido con-

junto de SM y Col, por lo que los procesos de solubilización en este caso parecen regirse 

por mecanismos similares a los de sistemas modelo simples. 

2 . 4 . 6  ¿Cuál  e s  l a  relac ión  entre  e l  ordenamiento  l i p íd ico  de  

la  membrana  y  su  compos ic ión  l i p íd ica ?  

En la figura 2.23 se observa que los marcadores de espín en la membrana del eritrocito 

bovino poseen un valor de AMAX más alto que el de los eritrocitos humanos, a todos los 

niveles de la bicapa lipídica. Esto permite concluir que los movimientos segmentales de 

las cadenas acílicas están más restringidos en la membrana bovina, resultando esto en 

una menor fluidez y un empaquetamiento más denso. Este hecho puede atribuirse al alto 

contenido de SM en eritrocitos bovinos comparado con los humanos, teniendo ambos la 

misma proporción de colesterol. Por otra parte, la reducción de colesterol provoca un 

incremento en la fluidez de la porción hidrofóbica (carbonos 12 y 16), indicando una 

menor rigidez y un menor empaquetamiento de las cadenas acílicas en la región hidrofó-

bica de la bicapa de la membrana en ambas especies (el efecto es más notorio en eritroci-

tos humanos que en bovinos). El 5-SASL, que sensa la región más cercana a los grupos 

de cabeza de los lípidos, presenta un comportamiento opuesto.  

Es bien conocido que tanto el Col como la SM son lípidos que promueven el esti-

ramiento de las cadenas acílicas restringiendo la movilidad segmental [Simons y Vaz, 

2004; Ramstedt y Slotte, 2002]. El ordenamiento lipídico en la zona hidrofóbica de la 

membrana se relaciona principalmente con el estiramiento de de las cadenas acílicas de 

los lípidos. En cambio, en la zona más externa, el ordenamiento está mayormente rela-

cionado con las interacciones entre los grupos de cabeza polar [Cassera y col., 2002]. En 

coincidencia con esto, vemos en la figura 2.24 (paneles b3 y c3) que en la región más 
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hidrofóbica de la bicapa el ordenamiento está gobernado por un efecto conjunto 

SM+Col. En cambio, en la zona más externa de la membrana (figura 2.24, panel a2) 

vemos que la SM por sí sola gobierna el ordenamiento en la región más externa de las 

cadenas acílicas. En este caso se espera que el colesterol tenga un efecto espaciador de los 

grupos de cabeza polares y no contribuya al ordenamiento de la membrana [Cassera y 

col., 2002]. Es interesante notar que en ninguno de los casos es el colesterol por si solo el 

determinante del orden de la bicapa en presencia de cantidades variables de SM, y que 

en la región hidrofóbica es la asociación de ambos lípidos la que regula el ordenamiento. 

Estos resultados experimentales se pueden racionalizar considerando resultados de 

simulaciones de dinámica molecular en sistemas de Col/SM/POPC [Aittoniemi y col., 

2007]. En ese trabajo se muestra que sólo una molécula de Col vecina es suficiente para 

promover el incremento del ordenamiento de las cadenas acílicas en una molécula de 

SM, y que el hecho de tener sólo un vecino de SM reduce significativamente el “tilt” del 

colesterol en la bicapa. En este sentido, puede esperarse que una reducción parcial del 

Col provoque una menor disminución en el empaquetamiento de las cadenas acílicas en 

un sistema con gran cantidad de SM comparado con otro con menor cantidad. Esto es 

lo que ocurre con los eritrocitos bovinos, que poseen un alto contenido de SM, y mues-

tran una disminución del orden dinámico de las cadenas acílicas más pequeña que los 

eritrocitos humanos, luego de la reducción de Col (figura 2.23). 

2 . 4 . 7  ¿E stán  relac ionados  e l  ordenamiento  de  la  b icapa  l i p í -

d i c a  y  l a  r e s i s t e n c i a  a l  T r i t o n ?  

Finalmente, al graficar el parámetro de orden AMAX en función de D0 (figura 2.25) obser-

vamos que el ordenamiento lipídico de las cadenas acílicas de la membrana (en el centro 

de la bicapa lipídica) está relacionado con la resistencia a la acción del detergente. Un 

mayor ordenamiento lipídico de la región hidrofóbica de la membrana implica una ma-

yor resistencia al detergente, independientemente de la composición lipídica de la mem-

brana de los sistemas estudiados. De esta manera, parece claro que la insolubilidad en las 

membranas de eritrocito está directamente relacionada con el ordenamiento de las cade-

nas acílicas. 

Es interesante remarcar que en los sistemas modelo estudiados en [Sot y col., 2002], 

no se observaron conexiones claras entre insolubilidad al detergente y fluidez de mem-

brana. Podemos argumentar, por un lado, que los sistemas de membrana utilizados en 

nuestros ensayos, compuestos no sólo de una gran variedad de lípidos, sino también por 

proteínas de membrana, presentan un grado de complejidad superior al de los sistemas 

modelo. Pero por otro lado, podemos comparar nuestros resultados con los obtenidos 
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por Ahyayauch y colaboradores [Ahyayauch y col., 2006] donde utilizan vesículas uni-

lamelares grandes formadas por diferentes fosfatidilcolinas en el estado fluido. Ellos en-

contraron, mediante polarización de fluorescencia de DPH, que en estos sistemas el or-

denamiento molecular de las cadenas hidrocarbonadas facilita la solubilización. Si 

aceptamos como válida la extrapolación a sistemas de membrana más complejos como 

los que utilizamos en este trabajo, el comportamiento opuesto que hemos observado en 

las membranas eritrocitarias, i.e. mayor resistencia al detergente en las membranas de 

mayor ordenamiento lipídico, sugeriría que una importante porción de los lípidos en la 

membrana no se encuentran en una fase fluida líquido cristalina, sino más bien en una 

fase similar al estado líquido ordenado. El alto contenido de SM y Col también apoya 

esta hipótesis [Bartels y col., 2008]  

2 . 4 . 8  ¿Cuál  e s  l a  naturaleza  de  la s  DRMs?  

El material insoluble al Triton X-100 obtenido a partir de eritrocitos humanos fue ob-

servado por microscopía electrónica hace ya más de 30 años, y según los autores de ese 

trabajo parecía ser un “retículo filamentoso con vesículas y láminas lipídicas adheridas” 

[Yu y col., 1973] 

Cuando analizamos los espectros de EPR del material insoluble obtenido con con-

centraciones crecientes de Triton a partir de eritrocitos bovinos (figura 2.26) obtuvimos 

evidencias de la coexistencia de un medioambiente altamente inmovilizado y de otro 

correspondiente a una bicapa más o menos inmovilizada. Una de estas evidencias es la 

aparición de un componente espectral adicional, señalada con flechas en la figura 2.26, a 

los lados del espectro de 16-SASL de las muestras obtenidas con 6% de Triton. Tam-

bién, puede verse en la figura. 2.27 que los valores de AMAX correspondientes a la muestra 

de 10% de Triton (que son las que sufrieron una mayor extracción de lípidos) no mues-

tran el gradiente de fluidez característico asociado a un entorno de bicapa. El valor de 

AMAX en el espectro de 16-SASL es cercano al límite rígido, indicando que el marcador de 

espín se encuentra inmovilizado. Estos hechos, junto con la apariencia visual del pellet 

insoluble (ver sección 2.2.5a), sugieren que el material insoluble resultante de la incuba-

ción de eritrocitos bovinos con Triton contiene lípidos y proteínas en diferentes propor-

ciones. De manera similar a lo que ocurre con los eritrocitos humanos (figuras 2.4 y 2.5), 

los resultados del contenido proteico de la membrana del eritrocito bovino indican que 

numerosas proteínas de la membrana, incluyendo proteínas de alto peso molecular que 

pueden ser identificadas como espectrina, están presentes en el pellet insoluble para to-

das las concentraciones de Triton analizadas. Numerosos trabajos reportan la recupera-

ción de componentes del citoesqueleto en el material insoluble al Triton X-100 obtenido 
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tanto por microcentrifugación como por ultracentrifugación en gradiente de densidad 

[Shen y col., 1986; Svoboda y col., 1992; Ciana y col., 2005; Luna y col., 2004].  

El espectro de EPR compuesto correspondiente a las DRMs obtenidas con 6% de 

Triton y marcadas con 16-SASL (figura 2.28) muestra que el 70% de los lípidos se en-

cuentran inmovilizados, mientras que el restante 30% corresponde a lípidos en un me-

dioambiente de membrana. Para evaluar el origen de este componente inmovilizado se 

pueden considerar algunos trabajos experimentales realizados con sistemas modelo. 

Marsh y Horvath han obtenido espectros similares en numerosos trabajos en donde es-

tudian proteoliposomas con altas proporciones de proteína/lípido [Marsh y Horvath, 

1998]. En estos trabajos se pone en evidencia la existencia de dos poblaciones de marca-

dores de espín, donde la movilidad de una de ellas está fuertemente obstaculizada por la 

interacción directa con el dominio hidrofóbico de las proteínas integrales. Estos efectos 

pueden verse claramente cuando el electrón desapareado del marcador de espín se en-

cuentra cerca del metilo terminal de la cadena (como es el caso de 16-SASL), ya que en 

este caso los espectros de EPR de membranas con bicapas lipídicas fluidas poseen líneas 

finas, y permiten detectar espectros superpuestos de marcadores inmovilizados, los cuales 

aparecen en los extremos [Marsh y Horvath, 1998]. En función de lo anterior el com-

ponente inmovilizado en el espectro de la muestra de 6% parece provenir de una frac-

ción del marcador de espín ubicado en el entorno lipídico de proteínas, cuya proporción 

en el pellet insoluble se incrementa al aumentar la concentración de detergente.  

2 . 4 . 9  A c e r c a  d e  l o s  p r o t o c o l o s  d e  o b t e n c i ó n  d e  D R M s  

a) Relación detergente/membrana  

Uno de los aspectos más curiosos acerca de los trabajos de obtención de DRMs en el 

estudio de rafts lipídicos es la relativa desaprensión a explicitar la proporción de deter-

gente a membrana (ya sea que esta se cuantifique con la concentración de proteína o la 

de lípidos) utilizado en la incubación de las membranas. Es notable observar la falta de 

precisión en los protocolos de trabajo utilizado por diversos autores acerca de este aspec-

to de la metodología utilizada. En relación a lo anteriormente mencionado, ciertos auto-

res [Samuel y col., 2001; Murphy y col., 2004; Salzer y Prohaska, 2001; Lauer y col., 

2000; Ciana y col., 2005] han encontrado importantes diferencias en la composición de 

las DRMs cuando se altera la relación detergente/membrana. 

De acuerdo con los modelos de solubilización de membrana [Helenius y Simons, 

1975; Lichtenberg y col., 2000; le Maire y col., 2000] se espera que tanto el punto de 

saturación de la membrana con detergente y la posterior micelización, como la etapa 
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final de solubilización completa dependan de las concentraciones relativas de detergente 

y de membrana. Es por ello que decidimos llevar a cabo un estudio de la resistencia de la 

membrana eritrocitaria al Triton, abarcando un amplio rango de concentraciones de 

detergente. 

En la figuras 2.10 y 2.11 se muestran las curvas de solubilidad de los fosfolípidos y 

del colesterol de la membrana del eritrocito humano. En ellas se observa un proceso de 

solubilización monótono creciente con el aumento de la concentración de Triton, lo que 

indica que, al menos desde el punto de vista de los lípidos, no existe un rango de con-

centración de detergente para el cual la cantidad de lípido insoluble se mantenga cons-

tante. Esto implica que, muy probablemente, una variación de la proporción de deter-

gente a membrana conduzca al aislamiento de fracciones insolubles de diferentes 

características como se puede ver en la figura 2.23.  

Murphy y colaboradores [Murphy y col., 2004], obtuvieron DRMs de eritrocitos 

humanos utilizando diferentes concentraciones de Triton, y encontraron que, con una 

solución del detergente de 2% no obtenían material en la zona de baja densidad del gra-

diente. Los autores incuban una suspensión de ghosts de 7,5 mg/ml de proteínas, que 

según nuestros cálculos corresponde a 13,4 mM de lípidos totales para la membrana 

eritrocitaria, con una solución de 2% de Triton X-100. Según hacen referencia en el 

paper, las relaciones de volumen son las correspondientes a [Civenni y col, 1998]: 19 vol 

de solución de detergente por vol de ghosts. La relación molar detergente/lípido en el 

ensayo de Murphy y colaboradores es estimada entonces en 46 para una concentración 

de TX-100 de 2%. Este valor corresponde a una concentración cercana a 4% de Triton 

en nuestros ensayos. En esas condiciones, el material insoluble que aislamos por micro-

centrifugación contiene un 23% de los PL y un 29% del Col del contenido original de la 

membrana del eritrocito bovino (sólo un 10% del PL y un 17% del Col en los eritroci-

tos humanos, ver figuras 2.16 y 2.17). Por otra parte, este material insoluble presenta 

características de membrana cuando se lo analiza por espectroscopía de EPR (ver figura 

2.27). Por lo tanto, nuestros resultados muestran que luego del tratamiento con deter-

gente (con una relación detergente/lípido de 46) aún existen vesículas de lípidos que 

resisten la solubilización. Estas vesículas son obtenidas por microcentrifugación junto 

con el citoesqueleto cortical del eritrocito. En el caso de que existiera una interacción 

entre el citoesqueleto y las vesículas de lípidos insolubles, y la estructura del citoesqueleto 

no se viera afectada por el método de obtención de las DRMs, tanto el citoesqueleto 

como las vesículas serían arrastradas hacia la zona de mayor densidad del gradiente y no 

se obtendría material “insoluble” en las zonas de baja densidad utilizando el protocolo 

estándar de obtención de DRMs. Esto evidencia una ventaja de nuestro protocolo para 

la detección fina de la real sensibilidad de las membranas a la acción del detergente. 

109 



CAPÍTULO 2: Interacción e n t re  l a  m e m b r an a  e r i t ro c i t ar i a  y  e l  T r i to n  x - 1 0 0  

Los datos de colesterol y fosfolípidos insolubles permiten realizar un análisis de la 

relación entre estos dos lípidos en las DRMs obtenidas a partir de eritrocitos humanos y 

bovinos a distintas concentraciones de Triton. En la figura 2.18 podemos observar que 

debido a una pronunciada solubilización preferencial de los fosfolípidos por sobre el 

colesterol, la relación PL/Col en los eritrocitos humanos disminuye hasta alcanzar un 

valor de aproximadamente 1,1 a una concentración de Triton cercana a 1,4%. En el caso 

de las DRMs obtenidas a partir de eritrocitos bovinos observamos un comportamiento 

similar, esto es, una disminución inicial de la relación molar PL/Col hasta llegar a un 

valor de 1,1 alrededor de 1,8% de Triton. Es decir que, a pesar de la notable diferencia 

de proporción de SM (y de PC) en las membranas eritrocitarias de ambas especies, el 

material insoluble obtenido con R>20 presenta una relación molar PL/Col similar en 

ambos casos. 

Si se considera que la gran mayoría de los PL que aun permanecen insolubles co-

rresponden a la SM debido a la elevada resistencia de este componente de la membrana a 

la solubilización con Triton X-100 en presencia de Col. [Sot y col., 2002; Aittoniemi y 

col., 2007], esta relación PL/Col de aproximadamente 1 estaría de acuerdo con lo repor-

tado en la literatura acerca de la formación de complejos SM/Col, en una proporción 

1:1 luego del tratamiento con Triton en frío [Lichtenberg y col., 2005; Aittoniemi y 

col., 2007]. 

b) Método de aislamiento de las DRMs 

Cabe ahora preguntarse acerca de la identidad de las estructuras de tipo membrana en el 

material insoluble obtenidas mediante el protocolo I. Como no existe un paso de separa-

ción mediante gradiente de densidad, se espera que sean vesículas lipídicas cerradas cons-

tituidas por los componentes insolubles al detergente. También se espera la presencia de 

componentes del citoesqueleto en el pellet de la centrifugación [Yu y col., 1973; Svobo-

da y col., 1992]. 

Para comparar si estas estructuras se asemejan a las membranas resistentes a deter-

gente (DRM), operacionalmente definidas como fracciones de membrana resistentes a la 

solubilización por Triton X-100 a 4 ° C y aisladas después de ultracentrifugación por 

flotación en la zona menos densa de los gradientes de sacarosa [Edidin 2003; Simons y 

Vaz, 2004; Brown y London, 2000, Salzer y Prohaska, 2001, Samuel y col., 2001], lle-

vamos a cabo un breve estudio del material obtenido mediante los procedimientos repor-

tados en la literatura [Brown, E. London, 2000; Samuel y col., 2001; Murphy y col., 

2004]. En estos procedimientos de obtención de DRMs, el volumen completo de la 

suspensión de extracción con detergente es sometido a equilibrio de ultracentrifugación 
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en gradiente de densidad, sin una centrifugación previa del material insoluble (una ex-

cepción a este procedimiento puede encontrarse en [Salzer y Prohaska, 2001]). 

Al igual que en trabajos previos [Ciana y col., 2005] encontramos que, utilizando 

los procedimientos estándares [Civeni y col., 1998; Samuel y col., 2001; Murphy y col., 

2004] no es posible aislar el material flotante en la zona de la interfase entre 5% y 35% 

de sacarosa, y que en cambio aparecen una o dos bandas muy tenues flotando en zonas 

de mayor densidad. Sólo un tratamiento con Na2CO3 previo a la ultracentrifugación 

[Nagao y col., 2002; Ciana y col., 2005] permite la obtención de cantidades adecuadas 

de DRM en la zona de baja densidad. Estas muestras de DRM fueron estudiadas me-

diante EPR y muestran un ordenamiento lipídico prácticamente idéntico al observado 

en las muestras tratadas en condiciones similares pero aisladas por microcentrifugación 

(figura 2.29). 

Varios autores han señalado la asociación de proteínas del citoesqueleto a las DRM 

[revisado en Luna y col., 2004] e inclusive han detectado la aparición de estas DRM 

“pesadas” o DRM-H en la membrana plasmática de neutrófilos [Nebl y col., 2002]. 

En el caso de la obtención de DRMs en eritrocitos es común observar variantes sig-

nificativas al procedimiento de obtención que incluyen la lisis hipotónica de los eritroci-

tos previamente al tratamiento con Triton, la aplicación de estrés mecánico mediante el 

pasaje de la mezcla de incubación a través de una aguja hipodérmica, y el agregado de 

carbonato de sodio para aumentar el pH y la fuerza iónica del medio de incubación. A 

pesar de que no se lo aclara explícitamente, todos estos tratamientos apuntan a desestabi-

lizar la estructura del citoesqueleto para liberar a las vesículas de DRMs y permitirles 

alcanzar la zona de flotación de baja densidad. Por otra parte se ha reportado que bajo 

estas condiciones de obtención se aísla en la fracción de DRM, entre otras proteínas, la 

Banda 3 [Murphy y col., 2004], un transportador de Cl- que sirve como anclaje a la 

membrana de la red de espectrina a través de la formación de un complejo con otras 

proteínas, como la ankirina y la banda 4.2 [Yawata, 2003]. Es entonces razonable esperar 

que, si el citoesqueleto de actina y espectrina no es previamente desestabilizado, perma-

nezca asociado a las vesículas de DRMs  

En nuestros ensayos de obtención de DRMs fue posible aislar estructuras de mem-

brana en el pellet insoluble obtenido por microcentrifugación utilizando concentraciones 

de TX-100 de hasta 6%. En cambio, cuando se utilizó la ultracentrifugación en gradien-

te de densidad para aislar DRMs, no fue posible detectar cantidades significativas de 

material insoluble utilizando concentraciones de Triton de 2% o mayores, en concor-

dancia con lo reportado en la literatura [Murphy y col., 2004]. 

En nuestro procedimiento de obtención de DRMs, la microcentrifugación de 30 

min usada para aislar el material insoluble probablemente no sea capaz de sedimentar 
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vesículas unilamelares muy pequeñas (hemos realizado ensayos donde comprobamos que 

para sedimentar el 95% de liposomas unilamelares de 100 nm de diámetro se requieren 

tiempos del orden de 60 min a 27.000 g). De esta manera, una cierta cantidad de vesícu-

las ligeras formadas por lípidos insolubles podrían ser lavadas en nuestro procedimiento. 

Sin embargo, esperamos que nuestras vesículas sedimentadas, aunque se encuentran 

mezcladas con proteínas ancladas a restos de citoesqueleto, tengan una composición lipí-

dica similar a las DRMs “convencionales”, ya que han sido recuperadas como estructuras 

insolubles a detergente.  

En cuanto a la composición lipídica, un gran número de datos experimentales indi-

can que las DRMs están enriquecidos tanto en Col como en SM [Edidin 2003; Simons 

y Vaz, 2004; Brown y London, 2000]. En nuestro trabajo, el pellet insoluble obtenido a 

partir de eritrocitos humanos con 1% de Triton está enriquecido en SM y en Col, cuan-

do se lo compara con la membrana original (figura 2.7). Sin embargo, las DRMs de eri-

trocitos bovinos obtenidas con 1% de TX-100 (R=12) poseen una composición y un 

ordenamiento lipídico similar al de la membrana original (figura 2.15). Parece evidente 

que la naturaleza y composición del material insoluble obtenido a la concentración “es-

tándar” de TX-100 depende de la composición lipídica de las membranas.  

En el análisis de la susceptibilidad de los diferentes sistemas de membrana (eritroci-

tos humanos y bovinos, tanto intactos como reducidos en su contenido de colesterol) 

hemos observado que el contenido conjunto de SM y Col determina fuertemente el or-

denamiento lipídico de la membrana. Esta relación se manifiesta claramente en las zonas 

más internas de la membrana, ya que en la zona más cercana a los grupos de cabeza pola-

res, el principal determinante del ordenamiento lipídico es la SM. Estos resultados coin-

ciden con trabajos donde se muestra que el colesterol aumenta el grado de desorden de la 

membrana en las zonas más externas de la misma [Cassera y col., 2002] 

2 . 4 . 10  DRMs  y  raft s  l i p íd icos  

La relevancia de los resultados obtenidos mediante la técnica de DRMs en el estudio de 

rafts lipídicos sigue siendo un tema ampliamente discutido [Lingwood y col., 2009; 

Hancock, 2006]. En nuestro trabajo realizado con eritrocitos hemos mostrado que: (1) 

las características del material insoluble obtenido dependen tanto de la relación detergen-

te/lípido como de la composición de la membrana original; (2) la asociación del citoes-

queleto cortical del eritrocito con las vesículas de lípidos insolubles interfiere en el aisla-

miento de DRMs mediante ultracentrifugación en gradiente de densidad; (3) no parece 

existir un rango de concentración de TX-100 para el cual la cantidad de lípidos insolu-
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bles se mantenga constante, es decir que no existe un rango de “insolubilidad efectiva” 

de cierto subconjunto de lípidos de la membrana. 

A pesar de todo lo anterior, la utilización del TX-100 nos permitió explorar las in-

teracciones lipídicas en sistemas de membrana complejos. Por otra parte, la metodología 

de DRMs ha demostrado ser una herramienta útil en el estudio de dominios de mem-

brana, porque la mayoría de las proteínas que están normalmente presentes en DRMs 

han demostrado estar asociadas a rafts cuando fueron examinadas por diferentes métodos 

[Salzer y col. 2007]. Es decir que pese a las inevitables alteraciones que produce la inter-

acción de detergente con la membrana, los productos insolubles pueden dar una pista 

sobre las estructuras presentes en la membrana original. 
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3.1 Introducción 

La proteína neuronal GAP-43 (por Growth-Associated Protein y peso molecular aparen-

te de 43 kDa), denominada en un principio neuromodulina, B-50, P-57 F1 y pp46, es 

una proteína intracelular específica y muy abundante en las células del sistema nervioso. 

Su función se encuentra asociada al crecimiento neuronal durante el desarrollo y la rege-

neración neuronal en el adulto, y además participa en funciones variadas como la libera-

ción de neurotransmisores, la endocitosis y el reciclado de las vesículas sinápticas. Tam-

bién se ha mostrado su vinculación con la potenciación a largo plazo, la formación de la 

memoria espacial, y el aprendizaje.  

GAP-43 es sintetizada en forma soluble en el citosol y luego se asocia a la hemicapa 

interna de la membrana plasmática presináptica. Su estructura no se ha dilucidado aún y 

se la considera como una proteína “intrínsecamente desordenada”, ya que naturalmente 

posee muy poca estructura nativa. [Vucetic y col., 2007]. Numerosos estudios [revisado 

en Denny, 2006] muestran que GAP-43 se encuentra asociada a rafts en las células del 

tejido nervioso. Se une a membranas a través de palmitoilación y de la interacción de tres 

residuos básicos en el extremo N-terminal. Se cree que la unión a membrana se produce 

en la vía secretora temprana, y luego es transportada hacia la cara interna de la membra-

na plasmática presináptica. Sin embargo existen reportes donde se señala un cambio 

conformacional de una segunda región de la proteína no palmitoilada (el dominio efec-

tor) cuando se une a membranas de vesículas lipídicas [Hayashi y col., 1997; Wertz y 

col., 1996]. Por otra parte las cadenas de palmitato no son necesarias como anclas per-

manentes, porque en estado estacionario la mayor parte de GAP-43 en una célula está 

unida a la membrana, aun sin estar palmitoilada. [Liang y col., 2002] 

En esta sección se presenta una breve descripción de la síntesis de GAP-43 y de los 

modelos que explican su mecanismo de acción, y se tratará en mayor detalle la asociación 

de la proteína a la membrana y a los rafts lipídicos. 

3 . 1 . 1  B i o s í n t e s i s  y  a s o c i a c i ó n  a  m e m b r a n a  d e  G A P - 4 3  

a) Biosíntesis de GAP-43 

El gen de GAP-43 contiene tres exones. El primero codifica sólo los primeros 10 ami-

noácidos del extremo N-terminal de GAP-43, mientras que el segundo contiene la ma-

yor parte de la región codificante, e incluye a la Ser-41, el sitio de fosforilación por la 
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proteína kinasa C (PKC). El último exón incluye sólo unos pocos codones junto con 

una larga secuencia no codificante [Benowitz y Routtenberg, 1997]. 

El mRNA de GAP-43 puede hallarse en los axones y en los conos de crecimiento en 

mamíferos [Campbell y Holt, 2001; Smith y col., 2004]. A pesar de ello, algunos auto-

res consideran que si la síntesis en el soma celular está disponible, la síntesis proteica 

axonal puede ser un evento secundario [Zheng y col., 2001]. Es posible, sin embargo, 

que la síntesis proteica local sea necesaria para producir proteínas relacionadas al creci-

miento que sensibilicen la membrana presináptica frente a diversos estímulos [Goldberg, 

2003]. 

La GAP-43 de rata contiene 226 aminoácidos (ver figura 3.1). El valor real de la 

masa molecular de alrededor de 25 kDa es mucho menor que la aparente de 43 kDa que 

se observa en SDS-PAGE. Esto ocurre debido a que la naturaleza altamente cargada 

(25% de aminoácidos ácidos) de GAP-43 provoca que se le una menos cantidad de SDS 

que el promedio por aminoácido [Benowitz y Routtenberg, 1997]. La proteína contiene 

pocos residuos hidrofóbicos (1 Phe, 2 Leu, 3 Ile, 7 Val y ningún Trp o Tyr) y muchos 

residuos cargados (30 Lys, 5 Arg, 3 His, 35 Glu, y 22 Asp; pI teórico = 4,61). La Met 

está presente sólo en las posiciones 1 y 5. GAP-43 contiene una inusualmente alta canti-

dad de Pro (17) y de Ala (46, equivalente al 20,4 % del total de aminoácidos). Debido a 

esto último no es de extrañar que la proteína tenga muy poca estructura secundaria y se 

la pueda considerar “intrínsecamente desordenada” [Hayashi y col., 1997; Vucetic y col., 

2007]. 

1) 2) 3) 

Fig 3.1: Diferentes sitios y dominios de la molécula de GAP-43. En la figura se muestran los siguientes dominios: 
(1) 1-10, dominio de unión a membrana y de activación de la proteína G0; (2) 38-56, dominio efector (IQ) de unión a 
calmodulina y a membrana; (3) 154-210, dominio hipotético de unión al citoesqueleto. También se muestran 
algunos residuos de especial importancia: en verde, Cys-3 y -4, sitios de palmitoilación; en celeste, Ser-41, sitio de 
fosforilación por PKC; en rojo, residuos básicos relevantes en la unión a membrana (ver en el Texto) 

b) Unión de GAP-43 a membranas. 

Inicialmente se propuso que GAP-43 se unía a membrana como resultado de la palmi-

toilación [Skene y Virag, 1989]. Trabajos posteriores mostraron que la proteína es pal-

mitoilada en Cys-3 y Cys-4, dado que una mutación en estos residuos elimina la unión 

de GAP-43 a membranas [Liu y col., 1994; Zuber, 1989]. Aunque la secuencia consenso 

 116



CAPÍTULO 3: I n t e r a c c i ó n  d e  G A P  c o n  s i s t e m a s  m o d e l o  d e  m e m b r a n a  

de palmitoilación de GAP-43 no está clara, la presencia de Met-1 y Leu-2 junto a Cys 3 

y 4 parece ser parte de lo que es reconocido por una palmitoiltransferasa [Linder y Des-

chenes, 2003; Resh, 1999]  

En estado estacionario la mayor parte de GAP-43 se encuentra no palmitoilada, pe-

ro si

3, luego de ser sintetizada en ribosomas libres del soma 

neur

forma no palmitoilada, se une 

in v

n embargo permanece asociada a la membrana. Estos resultados indican que las ca-

denas de palmitato no funcionan como un anclaje permanente a la membrana [Hayashi 

y col., 1997; Liang y col., 2002]. Una proteína acil-tioesterasa citosólica sería la encarga-

da de llevar a cabo la depalmitoilación de GAP-43 [Duncan y Gilman, 1998; Linder y 

Deschenes, 2003; Resh, 1999]. 

Se ha propuesto que GAP-4

onal, no se asocia directamente a la membrana plasmática. En lugar de ello, se une 

primero a las membranas de la vía secretoria temprana, la cual incluye el compartimento 

intermedio de ER-Golgi (ERGIC), la red del cis-Golgi (CGN), y el cis-Golgi, y luego 

viaja por transporte vesicular a través de la vía secretoria hacia la membrana plasmática 

[Appenzeller-Herzog y Hauri, 2006]. En este modelo, la palmitoilación de GAP-43 es el 

evento inicial y es seguido por la interacción de tres residuos básicos del extremos N-

terminal, Arg-6, Arg-7, y Lys-9, con la bicapa lipídica [Liu y col., 1994; Zuber, 1989]. 

Esto sugiere que uno de los propósitos de la palmitoilación es acercar a los tres residuos 

básicos de GAP-43 y alinearlos con la membrana, de manera tal de que la unión pueda 

tener lugar. Estos tres residuos básicos son necesarios y suficientes para completar y man-

tener la interacción con la hemicapa interna de la membrana, rica en fosfolípidos carga-

dos negativamente. Una vez que esto se ha conseguido, las cadenas de palmitato parecen 

no ser necesarias y pueden ser removidas [Denny, 2006]  

Por otra parte, se ha encontrado que GAP-43, en su 

itro a liposomas compuestos de 20% de fosfatidilserina y 80% de fosfatidilcolina 

[Hayashi y col., 1997]. Ciertos autores consideran que este trabajo fue llevado a cabo 

con concentraciones muy elevadas de la proteína, lo cual puede conducir a interacciones 

que pueden no ocurrir a bajas concentraciones. En un estudio realizado utilizando con-

centraciones mucho menores de GAP-43 se encontró que la proteína se une a membrana 

cuando es incubada con microsomas aislados que contienen al compartimiento interme-

dio de ER-Golgi. Esta asociación es bloqueada por agentes que inhiben las palmitoil-

transferasas, tales como el ditiotreitol y la tunicamicina, así como también condiciones 

de baja temperatura [McLaughlin y Denny, 1999], sugiriendo que se requiere de la pal-

mitoilación enzimática para que la GAP-43 se una a membrana, y que esta palmitoila-

ción es lo que inicia la unión de la proteína citosólica a la membrana. Sin embargo, más 

allá de la concentración de proteína utilizada no existe una estimación de la relación de 

proteína a membrana utilizada en estos ensayos. Por otra parte ya se ha mencionado la 
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presencia de síntesis de GAP-43 en el axón y en los conos de crecimiento en donde la 

proteína no puede acceder a las palmitoiltransferasas del ER y el aparato de Golgi para 

ser palmitoilada. 

Numerosos trabajos muestran que los dominios de unión a calmodulina de diversas 

prot

 excluyentes, ya que se pue-

de p

eínas parecen servir también como dominios de unión a la membrana [Taniguchi y 

Manenti, 1993; Kim y col., 1994; Venema y col., 1995]. Estos dominios asumen una 

estructura de hélice α, separando los aminoácidos en dos grupos que se orientan a ambos 

lados de la hélice [O'Neil y DeGrado, 1900;  Blumenthal y col., 1985]. El dominio de 

unión a calmodulina de GAP-43, que es al mismo tiempo, el dominio de fosforilación 

por PKC, pertenece al mismo motivo de unión a la membrana dependiente de la fosfori-

lación, y parece sufrir un cambio conformacional desde una estructura de random coil a 

otra de hélice α que le permite unirse a la membrana. [Dyson y col., 1992;  Manning y 

col., 1988]. El dominio de unión a calmodulina de GAP-43 interactúa con los fosfolípi-

dos de membrana, y la fosforilación por PKC reduce la interacción. La fosforilación pa-

rece afectar a la interacción, no sólo por la reducción de la carga positiva del dominio, 

sino también por la disminución de la capacidad del dominio para formar una estructura 

helicoidal [Hayashi y col., 1997]. Es razonable suponer que el mismo mecanismo está en 

funcionamiento en la regulación de la unión de ese dominio a la calmodulina por fosfo-

rilación dependiente de PKC [Liu y Storm, 1990]. Debido a que la unión de la calmo-

dulina, a su vez, afecta la interacción de los dominios con PKC y con los fosfolípidos, las 

funciones fisiológicas del GAP-43 están reguladas de manera muy compleja e implican 

diversos componentes de las vías de transducción de señales. El dominio de naturaleza 

de hélice α básica y anfifílica puede funcionar como uno de los puntos de entrecruza-

miento en la transducción de señales dependiente de calcio. 

Estos diferentes enfoques no parecen ser necesariamente

ensar en dos tipos de asociación de GAP-43 a membranas. Por una parte, la síntesis 

de la proteína ocurre mayoritariamente en el soma celular y luego de ser sintetizada en el 

citosol se asocia a la membrana del ER y el Golgi a través de la palmitoilación de su ex-

tremo N-terminal y de una posterior interacción del cluster de residuos básicos de ese 

dominio de la membrana (y/o de otros presentes en el resto de la cadena polipeptídica), 

para posteriormente viajar hacia la membrana presináptica. Por otra parte, es posible que 

ocurra una interacción de la proteína con la membrana en los conos de crecimiento neu-

ronal mediada por el dominio de unión a calmodulina, lo cual permitiría una regulación 

fina de la actividad del pool de moléculas de proteína presentes en la célula, pero tam-

bién de la sintetizada de novo en las cercanías de la membrana postsináptica. 
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3 . 1 . 2  G A P - 4 3  y  s u  v i n c u l a c i ó n  c o n  d o m i n i o s  d e  m e m b ran a .  

Existen reportes del enriquecimiento de GAP-43 en DRMs aisladas a través de extrac-

ción con Triton X-100 a partir de células neuronales PC12 (línea celular derivada de un 

feocromocitoma de la médula adrenal de rata que constituye un sistema modelo útil para 

el estudio de la diferenciación neuronal). [Arni y col., 1998] 

Algunos autores proponen que GAP-43 se incorpora a los rafts lipídicos de las célu-

las del tejido nervioso en algún punto a continuación de la unión inicial a membrana del 

ER/Golgi y previo a su transporte a la membrana plasmática, [Denny, 2006; McCabe y 

Berthiaume, 2001]. Los primeros 10 o 20 residuos de la proteína parecen ser suficientes 

para la localización en rafts lipídicos, y se requiere de la palmitoilación para que ello ocu-

rra [Arni y col., 1998] Sin embargo, también se ha sugerido que ciertas partes de GAP-

43 más allá del extremo N-terminal son responsables de dirigir a GAP-43 hacia los rafts, 

y que puedan ser necesarias interacciones proteína-proteína [McCabe y Berthiaume, 

2001]. Resulta probable entonces que los palmitatos deban estar presentes para que la 

asociación de GAP-43 a rafts se mantenga. Los palmitatos pueden no ser necesarios si 

GAP-43, una vez que ha sido conducida por ellos hacia los rafts, se une a otras proteínas 

y lípidos que se encuentran en estos dominios. 

En estado estacionario, GAP-43 se encuentra altamente concentrada en la membra-

na plasmática de los conos de crecimiento neuronal, a concentraciones estimadas en 50-

100 µM [He y col., 1997]. Se ha propuesto que GAP-43 se acumula en rafts enriqueci-

dos en el fosfolípido ácido fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PI (4,5) P2), en la hemicapa 

interna de la membrana plasmática [Caroni, 2001; Laux y col., 2000]. La adición de 

ciclodextrina (agente secuestrante de colesterol) disminuye la presencia de GAP-43 en 

estas estructuras [Laux y col., 2000]. Se ha propuesto que GAP-43 se asocia electrostáti-

camente con PI (4,5) P2 [Laux y col., 2000] a través de la región con carga positiva neta 

que se extiende desde Ile- 38 a Lys-56, y que se ha llamado dominio efector [Laux y col., 

2000] o dominio IQ [Chapman, 1991] (ver figura 3.1). La secuencia de esta región en 

GAP-43 de rata corresponde a IQASFRGHITRKKLKDEKK [Chapman, 1991]. Esta 

región contiene una gran cantidad de residuos cargados positivamente (señalados en 

rojo), y también contiene al sitio de fosforilación por la proteína kinasa C, Ser-41 (en 

celeste). Debido a que GAP-43 contiene varias cargas positivas y PI (4,5) P2 múltiples 

cargas negativas, la interacción de las dos moléculas puede conducir a enlaces cruzados y 

a la formación de dominios [Laux y col., 2000]. En concordancia con esta propuesta, la 

adición de péptidos básicos también produce la segregación lateral de PI (4,5) P2 en las 

membranas [Wang, 1986].  
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GAP-43 parece atravesar ciclos de palmitoilación y depalmitoilación en la membrana 

plasmática, posiblemente en respuesta a la unión de componentes extracelulares [Baker y 

Storm, 1997]. Debido a que en la membrana plasmática están presentes palmitoiltrans-

ferasas, siempre puede ser posible palmitoilar a la GAP-43 unida a la membrana plasmá-

tica si Cys-3 y Cys-4 están disponibles y existe un exceso de palmitoil-CoA, y a conti-

nuación podría ocurrir la depalmitoilación por una enzima acil-tioesterasa. De esta 

manera podrían ocurrir ciclos de palmitoilación y depalmitoilación de la GAP-43 en la 

membrana plasmática sin necesidad de tener algún efecto biológico. Sin embargo, no se 

puede descartar que exista un mecanismo de control de palmitoilación y depalmitoila-

ción.  

3 . 1 . 3  M e c a n i s m o  d e  a c c i ó n  y  f u n c i o n e s  d e  G A P - 4 3 .   

GAP-43 está asociada con la formación de filopodios, en respuesta a señales extracelula-

res [Steketee y Tosney, 2002; Gallo y Letourneau, 2004]. Han sido propuestos dos mo-

delos para su mecanismo de acción, que tienen en consideración el hecho de que GAP-

43 es fosforilada por la proteína kinasa C en la célula estimulada. El primer modelo pro-

pone que GAP-43 no fosforilada se une al extremo en crecimiento de los filamentos de 

actina, estabilizándolos pero inhibiendo su extensión. Esta función de “capping” atenúa 

la extensión de los filopodios en los conos de crecimiento. Cuando GAP-43 se encuentra 

fosforilada en Ser-41 funcionaría como un estabilizador lateral de los filamentos de acti-

na, lo que favorece la extensión de filopodios [He y col., 1997]. En este modelo  GAP-

43 también interactúa con otra proteína del citoesqueleto, fodrina o espectrina del cere-

bro [Riederer y Routtenberg, 1999]. En el segundo modelo que propone el mecanismo 

de acción de GAP-43, la proteína se une al PI (4,5) P2, y esta unión secuestra a estos 

fosfolípidos en los rafts lipídicos de la hemicapa interna de la membrana plasmática 

[Laux y col., 2000; Tong y col., 2008]. Esta capacidad de modular la distribución lateral 

y la disponibilidad de PI (4,5) P2 en la membrana interfiere en la función de este fosfolí-

pido en la regulación del citoesqueleto de actina. 

Estos dos modelos del mecanismo de acción de GAP-43 no son mutuamente exclu-

yentes. Una vez que GAP-43 ha sido fosforilada por la PKC y ha sido liberada del PI 

(4,5) P2, sería competente para unirse a la F-actina y actuar como un estabilizador lateral. 

Del mismo modo, la GAP-43 fosforilada sería liberada de la calmodulina y estaría dis-

ponible para la interacción con F-actina. 

GAP-43 también se ha asociado con la liberación de neurotransmisores y con la en-

docitosis y el reciclaje de las vesículas sinápticas en la membrana plasmática presináptica. 

Todos estos efectos están relacionados de diversas maneras con proteínas de unión a 

 120



CAPÍTULO 3: I n t e r a c c i ó n  d e  G A P  c o n  s i s t e m a s  m o d e l o  d e  m e m b r a n a  

GTP. Estas proteínas funcionan como transductoras de señales extracelulares y están 

asociadas a rafts lipídicos [Brown, 2006]. La función de GAP-43 también está asociada, 

actuando como un efector “downstream”, con ciertos miembros de la superfamilia Ras 

de pequeñas GTPasas, extensamente involucradas en el desarrollo neuronal y vinculadas 

a los rafts lipídicos [Grovek y col., 2005]. 

La localización de GAP-43 junto con estas proteínas de señalización en los rafts li-

pídicos, así como su interacción con PI (4,5) P2 es fundamental en el mecanismo de fun-

cionamiento de GAP-43. Es por ello que resulta de particular interés investigar los facto-

res que determinan la asociación de esta proteína con los rafts lipídicos. En particular 

cuáles son las interacciones específicas involucradas en la unión a membrana y que secto-

res de la proteína participan de ellas. 

3 . 1 . 4  O b j e t i v o s .  

En esta parte del trabajo de tesis nos proponemos investigar los mecanismos de interac-

ción de GAP-43 con la membrana. En particular, deseamos estudiar los factores que 

determinan la afinidad de la proteína por los dominios lipídicos ordenados. Para llevar a 

cabo este objetivo nos proponemos: 

 

 Cuantificar la asociación de GAP-43 a la membrana utilizando sistemas lipídicos 

modelo (liposomas) de varias composiciones que presenten diferente ordenamiento 

lipídico. La composición lipídica de los liposomas estará formulada de manera de 

poder evaluar también la presencia de interacciones electrostáticas con la proteína. 

 Investigar el mecanismo de asociación a liposomas tanto de la proteína palmitoilada 

como la de la no palmitoilada.  

 Detectar y caracterizar la unión de la proteína a la bicapa lipídica utilizando marca-

dores de espín liposolubles y espectroscopía de EPR. 

 Investigar las características de la interacción del extremo N-terminal de GAP-43 

unida a liposomas incorporando a la proteína no palmitoilada un marcador de espín 

en las cisteínas 3 y 4 de la cadena polipeptídica. 
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3.2 Materiales y Métodos.  

3 . 2 . 1  P r e pa r a c i ó n  d e  l i p o s o m a s .   

Se tomó el volumen adecuado de soluciones stock en cloroformo de los lípidos indicados. 

Para los experimentos de EPR se agregó a los lípidos una alícuota de solución etanólica del 

marcador de espín n-SASL (1% molar del total de lípidos) y se evaporó con nitrógeno. En 

algunos ensayos se utilizó un 3% molar de n-SASL para mejorar la sensibilidad. El depósi-

to seco se sometió a vacío para evaporación completa del solvente orgánico y posterior-

mente se resuspendió con buffer Hepes 50 mM, pH 8,00 a 50ºC para obtener una sus-

pensión de entre 8 y 10 mM de lípidos totales. 

Esta suspensión de vesículas multilamelares (MLVs) fue extrudida para obtener 

LUVs (vesículas unilamelares). Se utilizó un extrusor (Avanti Mini-Extruder) con bloque 

calefactor a 40-50ºC y se utilizaron membranas de policarbonato de 400 nm. 

Finalmente de determinó la concentración lipídica de la suspensión de LUVs me-

diante técnica analítica [Rouser y col., 1970]. 

3 . 2 . 2  Obtenc ión  de  GAP-43 .   

El plásmido pRK-172 con el inserto correspondiente la proteína GAP-43 de rata 

fue gentilmente cedido por el Dr. Díez-Guerra [Tejero-Diez y col., 1999]. Se transfor-

maron células competentes de E. coli Top10 con el plásmido para su amplificación y se 

purificó por minipreparación. El plásmido purificado se corrió en un gel de agarosa y se 

verificó el tamaño correcto. También se analizó el tamaño del inserto realizando cortes 

con EcoRI y NdeI. Finalmente se transformaron células BL21 y la expresión de la pro-

teína se  indujo a 22°C, durante toda la noche con 0.4mM de IPTG. Se realizó un lisa-

do por sonicación de las células y se procedió a un primer paso de purificación mediante 

calor (80 °C) y ácido perclórico [Gerendasy y col., 1994]. En una segunda etapa se reali-

zó una cromatografía de intercambio iónico en el equipo FPLC-AKTA. Finalmente se 

verificó la identidad e integridad de la proteína mediante Western blot revelado con 

anticuerpos monoclonales y se estableció la pureza de la proteína mediante SDS-PAGE, 

observándose una banda única en tinción con Coomassie blue. 

3 . 2 . 3  Obtenc ión  de  GAP-43  palmito i lada .   

La palmitoilación in vitro de GAP-43 se realizo a través del intermediario químico pal-

mitoil-CoA, el cual reacciona con las cisteínas 3 y 4 de la proteína incorporándose a tra-
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vés de una unión tioester (S-palmitoilación) [Quesnel y Silvius, 1994; Drisdel y col., 

2006] Se utilizo una relación 1:20 proteína/palmitoil-coA, incubando durante una hora 

a 30º C, pH: 8,00, obteniéndose una eficiente S-palmitoilación (ver figura 3.2). La efi-

ciencia de palmitoilación se analizó mediante la técnica de marcación de cisteínas libres 

con Biotina-maleimida. La biotina se incorpora en las cisteínas no palmitoiladas y se 

revela luego por la técnica de western blot con estreptavidina-peroxidasa. Por lo tanto, a 

mayor incorporación de palmitatos se produce una menor incorporación de biotina en 

las dos cisteínas y disminuye la señal quimioluminiscente. 

Figura 3.2: Revelado por quimioluminis-
cencia del ensayo de palmitoilación. En 
la imagen se puede ver que, en las 
condiciones del ensayo, el grado de 
palmitoilación de GAP-43 fue práctica-
mente del 100% (la banda correspon-
diente a GAP-43 palmitoilada no pudo 
ser detectada)

Palmitato (+)                             Palmitato (-) 

3 . 2 . 4  Ensayo  de  a soc iac ión  de  GAP-43  a  LUVs .   

La proteína fue suspendida en buffer Hepes 50 mM, pH: 8,00 y se desechó el excedente 

de DTT utilizado para la resuspensión mediante filtración por centrifugación (Amicon 

filter devices, corte de 10 kDa). El ensayo se realizó a 37º C, durante una hora con una 

proporción molar de lípidos a proteína de 1500 a 1. Se agregó NaCl 150 mM para re-

producir la fuerza iónica del medio intracelular. La suspensión se centrifugó 1 hora a 

25.000 g para separar los liposomas (con la fracción de la proteína asociada) y se cuanti-

ficó la proteína en el sobrenadante mediante densitometría-PAGE. La cantidad de lípi-

dos en el sobrenadante fue menor al 5% del originalmente agregado.  

Para el ensayo de detección de la asociación de GAP-43 a LUVs mediante EPR, con 

los marcadores de espín liposolubles incorporados en los liposomas, se utilizó una rela-

ción molar de lípidos a proteína de 39 a 1 y las mismas condiciones experimentales antes 

mencionadas. 

Para el ensayo de análisis de cambios conformacionales en GAP-43 en ausencia o 

presencia de LUVs se utilizó una relación molar de lípidos a proteína de 2000 a 1, y las 

mismas condiciones experimentales antes mencionadas. 

La proteína recombinante fue obtenida y purificada como se indica en la sección 

3.2.2. La solución utilizada para realizar los ensayos de asociación mostraba una única 

banda en los geles de SDS-PAGE (figura 3.3a). Sin embargo, luego de la incubación a 
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37ºC, el control de proteína (sin liposomas) presentó un par de bandas (figura 3.3b). Las 

posibles causas de este efecto se discuten más adelante, en la sección 3.4. 

Figura 3.3: SDS-PAGE de GAP-43. (a) Muestra de la proteína luego del proceso de 
purificación donde se observa una banda única (a la izquierda se muestra un patrón 
de pesos moleculares) (b) sobrenadante de incubación, control (sin agregado de 
liposomas) luego de una hora a 37ºC

(a) (b) 

97 

28 

66 

38 

45 

14 

3 . 2 . 5  Marcac ión  d e  GAP-43  con  el  marcador  de  e sp ín  

Male im id o-Tempo .   

Se depositó en el fondo de un tubo un volumen adecuado de una solución 20 mM de 6-

maleimido-tempo (4-maleimido-1-oxyl-2,2,6,6-tetrametilpiperidina) (MT) en etanol, y 

luego se evaporó el solvente con nitrógeno. La proteína fue suspendida en buffer Hepes 

50 mM, pH: 8,00 y desechó el exceso de DTT utilizado para la resuspensión mediante 

filtración por centrifugación (Amicon filter devices, 10 kDa cutoff). Luego se agregó un 

volumen adecuado de esta solución al tubo que contenía el MT. Se utilizó una relación 

de 10 a 1 MT/GAP. Se incubó toda la noche (aproximadamente 17 hs.) a 4ºC y se pro-

cedió a lavar el MT en exceso por filtración centrífuga. Se realizaron entre 3 y 4 lavados, 

hasta verificar en el último lavado la ausencia de señal de EPR proveniente del marcador 

de espín libre. 

De esta manera se consiguió unir covalentemente el grupo MT a las Cys 3 y 4 de la 

GAP, lo cual permite detectar cambios conformacionales del extremo amino terminal de 

la proteína frente a la interacción con LUVs. 

3 .2 .6  Ensayos  de  EPR (Resonancia  Paramagnética  electrónica) .   

Se utilizó espectroscopía de EPR para detectar cambios en el grado de ordenamiento de 

las cadenas acílicas de los lípidos a diferentes profundidades en la bicapa lipídica usando 

5, 12 y 16 doxil ácido esteárico (5, 12 o 16-SASL). Se obtuvieron espectros de EPR a 

diferentes temperaturas a 9,8 GHz (banda X). En este caso, y a diferencia de casos ante-

riores, se evaluó el parámetro hiperfino AMIN, ya que brinda una información similar a la 

proporcionada por AMAX y se evita la interferencia del componente espectral producido 

por el marcador de espín que se particiona por fuera de la bicapa lipídica. Un incremen-
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to de este parámetro indica una disminución del grado de ordenamiento de las cadenas 

acílicas. El aumento de este parámetro a mayor profundidad en la bicapa lipídica (gra-

diente de fluidez) es característica de estructuras de bicapa (ver sección 1.3.3). 

También se utilizó EPR para detectar y caracterizar la conformación espacial de la 

GAP-43 marcada con MT, analizando cambios en el espectro de la proteína marcada en 

distintas situaciones.  

 125



CAPÍTULO 3: I n t e r a c c i ó n  d e  G A P  c o n  s i s t e m a s  m o d e l o  d e  m e m b r a n a  

3.3 Resultados 

3 . 3 . 1  Caracter izac ión  por  EPR  de  los  l i pos omas  ut i l i zados  en  

l o s  e n s a y o s  d e  a s o c i a c i ó n  

Se utilizaron LUVs (Large Unilamellar Vesicles) como sistemas modelo de membrana 

lipídica. Se prepararon a partir de seis composiciones lipídicas diferentes (como se mues-

tra en la figura 3.4), agrupadas en dos conjuntos. El primer conjunto (A, B, C) consiste 

en mezclas de lípidos conteniendo un 20% molar de DPPS para proporcionarle a los 

LUVs una carga eléctrica negativa, de manera de reproducir las características electrostá-

ticas de la monocapa interna de la membrana plasmática [Lodish y col., 2008]. En el 

segundo conjunto de LUVs (α, β, γ), la DPPS fue reemplazada por DPPC. De esta ma-

nera, las composiciones y el estado de fase a 37ºC son similares a los del primer conjun-

to, pero los liposomas carecen de carga eléctrica. 
 

Sistema Lipídico B

DMPC
80%

DPPS
20%

Sistema Lipídico C

DMPC
50%

Colesterol
30%

DPPS
20%

Sistema Lipídico A

DPPC
80%

DPPS
20%

Sistema Lipídico α

DPPC
100%

Sistema Lipídico β
DPPC
20%

DMPC
80%

Sistema Lipídico γ
DPPC
20%

DMPC
50%

Colesterol
30%

(Fase Lo) (Fase Lc) (Fase Gel) 

(Fase Lo) (Fase Lc) (Fase Gel) 

Figura. 3.4: Composición lipídica de los sistemas lipídicos utilizados en el trabajo. En cada caso se indica la fase en 
la que se encuentra a 37ºC  
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Se llevo a cabo una caracterización física de los sistemas lipídicos mediante espectrosco-

pía de EPR utilizando los marcadores de espín liposolubles 5-, 12- y 16-SASL, que sen-

san la bicapa lipídica a diferentes profundidades.  

El marcador de espín incorporado a los liposomas genera un espectro con estructu-

ras hiperfinas características, cuyas separaciones en campo dependen del grado de orde-

namiento lipídico sensado por el marcador. El parámetro hiperfino AMIN, que disminuye 

al aumentar el ordenamiento lipídico, puede usarse para caracterizar el comportamiento 

termotrópico de los sistemas de membrana (Ver sección 1.3.3a). 

Figura. 3.5: Gráficos del paráme-
tro hiperfino AMIN en función de la 
temperatura para los 3 sistemas 
con carga negativa. Un aumento 
de este parámetro implica un 
aumento del desorden de las 
cadenas acílicas (ver Materiales y 
Métodos). Se evidencian las 
transiciones de fase gel-líquido 
cristalino para los sistemas 
lipídicos A y B. La línea vertical 
azul a 310K (37ºC) indica la 
temperatura de incubación de los 
ensayos de asociación con lipo-
somas (ver más adelante) 
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En la figura 3.5 se muestra el comportamiento del parámetro hiperfino AMIN frente a la 

temperatura para los 3 sistemas lipídicos que contienen DPPS, utilizando el marcador de 

espín 16-SASL. Se observa que los sistemas A y B presentan transiciones de fase bien 

definidas, mientras que el sistema C muestra una variación monótona del parámetro 

hiperfino con la temperatura, característica de un sistema en fase líquido ordenada (LO). 

Con el objetivo de calcular la temperatura de transición de fase de los sistemas A y B  

a partir de los datos de la figura 3.5, se ajustaron los datos experimentales con la siguien-

te ecuación empírica, donde P5 corresponde a la temperatura de transición de fase: 

 

⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
+−+

−−+
= 435

25

1
min ).(

)).(exp(12
1 PPPT

PPT
PA                                  (ec. 3.1) 

 

El ajuste de los datos experimentales dio como resultado una temperatura de transición 

de 42,5ºC (315,5K) para el sistema lipídico A (que por lo tanto está en fase gel a 37ºC) 

y de 26,0ºC (299,0K) para el sistema lipídico B (que está en fase líquido cristalina o 
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desordenada LC a 37ºC). En cambio, el sistema C muestra una disminución gradual del 

orden lipídico con la temperatura y no presenta transición de fase (como es esperable 

para un sistema en fase líquido ordenada, LO).  

De esta manera, a 37ºC (310 K, temperatura del ensayo de asociación) el ordena-

miento lipídico de los tres sistemas es marcadamente diferente.  

Los otros tres sistemas lipídicos que no contienen DPPS (α, β y γ) fueron también 

estudiados por EPR y presentan, a 37ºC, un grado de ordenamiento lipídico equivalente 

al de los correspondientes LUVs cargados negativamente. Esto es, α está en fase Gel, β 

está en fase LC y γ está en fase LO a 37ºC. En la figura 3.6 se muestra una comparación 

de los espectros de EPR de los 6 sistemas lipídicos marcados con 5-SASL. 

Figura 3.6: Espectros de EPR 
tomados a 37ºC de LUVs de las 
seis diferentes composiciones 
lipídicas utilizadas en los ensa-
yos de asociación a GAP-43. 
Los LUVs fueron marcados con 
3% molar de 5-SASL para 
mejorar la sensibilidad del 
ensayo (ver Materiales y Méto-
dos)

3300 3330 3360

 B (gauss)

 A    α
 B    β
 C     γ

LUVs de 6 composiciones diferentes con 3% mol 
de 5-SASL a 37ºC

3 . 3 . 2  Ensayo  de  a soc iac ión  de  GAP-43  a  L i posomas .  

Cuant i f icac ión  d e l  porcenta je  de  a soc iac ión  de  la  prote ína .  

Con el objetivo de estudiar la interacción de GAP-43 con sistemas modelo de membrana 

se llevó a cabo la incubación de la proteína con LUVs de las seis composiciones lipídicas 

diferentes (ver sección 3.3.1) en condiciones de temperatura (37ºC) y pH (8,00) contro-

lado, y en presencia de 0,15 M de NaCl. Luego se centrifugó la suspensión y se cuantifi-

có el porcentaje de GAP-43 remanente en el sobrenadante de incubación (no unida a 

liposomas) y en la solución original de la proteína (control) mediante densitometría de 

SDS-PAGE. 

En estos ensayos de asociación se utilizó la proteína original, sin palmitoilar (GAP). 

Las imágenes de los geles se muestran en la figura 3.7. Los resultados de la cuantificación 

densitométrica se resumen en la Tabla 3.1 
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A      B     C Ctrol

GAP 

Figura 3.7: Ensayo de asociación de GAP-43: Sobrenadantes de incubación de GAP-43 (GAP, proteína no palmitoi-
lada) incubada con LUVs de diferente composición y con una con buffer sin LUVs (Ctrol). Las muestras fueron 
analizadas por SDS-PAGE. La proteína no palmitoilada no presentó una asociación significativa con los LUVs no 
cargados α, β y γ (no se muestran los datos). 
Nota: el volumen de sobrenadante sembrado en el gel de SDS-PAGE fue menor para el caso del Ctrol que para las 
muestras incubadas con LUVs con el objetivo de mejorar la cuantificación densitométrica. 

 
Sistema Lipídico A B C α β γ 

Fase a 37ºC Gel Lc Lo Gel Lc Lo 

GAP 43±2 24±1 34±2 n.d. n.d. n.d. 

 
Tabla 3.1: Ensayo de asociación: Porcentaje de proteína asociada a cada uno de los sistemas modelo de membra-
na luego de la incubación. El 100% corresponde al contenido total de proteína en la solución original y por diferen-
cia con el contenido de proteína en el sobrenadante se determina el porcentaje de asociación. En la tabla se men-
ciona la fase lipídica en la que se encuentra cada sistema a temperatura fisiológica. n.d.: no detectable 

 

Los resultados que se muestran en la Tabla 3.1 indican que la proteína no palmitoilada 

sólo se une significativamente a los LUVs cargados negativamente, y dentro de este con-

junto tiene mayor afinidad por los sistemas lipídicos ordenados (A y C). Teniendo en 

cuenta que estos tres sistemas lipídicos poseen la misma carga electrostática (todos po-

seen un 20 %mol de DPPS), las diferencias en el grado de afinidad deben atribuirse al 

estado físico en el que se encuentra cada bicapa lipídica. 

En los ensayos de asociación, GAP-43 aparece como una doble banda en el sobre-

nadante de incubación con liposomas, cuando en la solución original aparece como una 

única banda (ver sección 3.2). En la figura 3.7 se observa cómo el grado de asociación de 

las dos bandas difiere para los tres distintos sistemas lipídicos. Este resultado se discutirá 

en la sección 3.4. 

3 . 3 . 3  Ensayos  de  detecc ión  de  la  un ión  de  GAP-43  a  l i posomas  

por  alte rac ión  e n  el  ordenamiento  l i p íd ico .  

Se llevaron a cabo ensayos mediante espectroscopía de EPR para detectar alteraciones en 

el ordenamiento lipídico debidas a la asociación de la GAP-43 a liposomas. Los LUVs 

fueron preparados incluyendo el marcador liposoluble 5-SASL y se los incubó en presen-

cia de GAP-43 no palmitoilada. En la figura 3.8 se muestran los espectros correspon-
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dientes a liposomas de las tres composiciones lipídicas marcados con 5-SASL. Los espec-

tros fueron tomados a dos temperaturas: 37ºC (temperatura del ensayo de asociación) y 

20ºC. Un análisis detallado de los espectros correspondientes al sistema A a 20ºC mues-

tra una disminución del ordenamiento lipídico producido por la unión de GAP. En la 

figura 3.8a (señalado con flechas) se ve un corrimiento del pico de campo alto y un 

cambio de forma del lado derecho de la línea central. El parámetro AMAX correspondiente 

al marcador 5-SASL en liposomas en ausencia de GAP-43 es de 30,9(1) G, y en presen-

cia de la proteína es de 30,6(1) G, lo que significa una disminución en el orden dinámi-

co. La inserción de la proteína en la bicapa lipídica debería restringir los movimientos y 

por lo tanto ordenar los lípidos en un sistema que se encuentra en fase fluida LC, pero en 

una fase gel como en este caso, en la que los lípidos están empacados densamente, se 

espera una disminución del orden ya que la inserción de la proteína dificulta el acomo-

damiento de los lípidos.  

3300 3320 3340 3360 3380

C

B

 (+) GAP
 (-) GAP

T=20ºC

 

 

B (gauss)

A

3300 3320 3340 3360 3380

 

 

B (Gauss)

 (+) GAP
 (-) GAP

T=37ºC

B

A

C

Fig. 3.8: Estudio de la asociación GAP-43/LUVs por EPR. Espectros de EPR de los LUVs marcados con 1% de 5-
SASL. En rojo se muestran los espectros de los LUVs en ausencia de GAP-43 y en negro, en presencia de la proteí-
na. Ambos ensayos corresponden a la proteína no palmitoilada. Los espectros fueron tomados a 20ºC (293 K, 
izquierda) y 37ºC (310 K, derecha). 

A 37º, el sistema A se encuentra en la fase ripple y probablemente la proteína puede in-

sertarse sin producir mayores efectos en el ordenamiento lipídico por las ondulaciones de 

la bicapa. En este caso las diferencias observadas entre los espectros de los liposomas con 

y sin proteína no son significativas. En los otros dos sistemas lipídicos (B y C), en los 

cuales el porcentaje de asociación es menor al del sistema A, tampoco se observan dife-

rencias significativas (tanto a 20 como a 37ºC) en los espectros luego de la incorporación 

de GAP-43. 

 130



CAPÍTULO 3: I n t e r a c c i ó n  d e  G A P  c o n  s i s t e m a s  m o d e l o  d e  m e m b r a n a  

3 . 3 .4  Estudio de  la  dinámica y  la  interacción específ ica del 

extremo N-terminal  de  GAP-43  con la  b icapa  l ip ídica de  LUVs.  

Con el objetivo de estudiar la asociación de GAP-43 con sistemas modelo de membranas 

se llevó a cabo la marcación de la proteína no palmitoilada (con sus dos cisteínas libres) 

con el marcador de espín Maleimido-Tempo (MT), que se une covalentemente a las 

cisteínas libres de la proteína, y se tomaron espectros de EPR de la proteína en solución 

y asociada a liposomas unilamelares (LUVs). 

a) Marcación de GAP con MT.  

La primera parte del estudio consistió en ensayos preliminares de marcación con BSA, a 

partir de los cuales se puedo observar la presencia de dos componentes espectrales (ver 

sección 1.3.3a), que fueron comparados con los del espectro de GAP-43 marcada con 

MT (GAP-MT). Finalmente se estudió la interacción de GAP-MT con LUVs. 

A una solución de GAP-43 no palmitoilada, es decir con sus únicas dos cisteínas li-

bres, se le agregó una solución del marcador de espín MT en las proporciones adecuadas 

para obtener la marcación de la proteína. Luego de separar el exceso de marcador no 

unido se obtuvieron espectros de la proteína en solución. Típicamente, la marcación de 

una proteína con MT genera un espectro de dos componentes, una más móvil y otra 

más inmovilizada, correspondientes a poblaciones de marcador de espín con diferente 

grado de interacción con el resto de la cadena polipeptídica [Alonso y col., 2001]. En la 

figura 3.10 se muestra el espectro de EPR de GAP-43 comparada con el de BSA, ambas 

marcadas con MT. 
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Figura. 3.10: Espectro del marcador de 
espín MT unido a GAP-43  en su extremo 
N-terminal (negro) y unido a BSA (azul) 
Los espectros presentan dos componen-
tes espectrales, una inmovilizada (seña-
lada con flechas negras) y otra de alta 
movilidad (flechas rojas). En el espectro 
de BSA se notan claramente las dos 
componentes espectrales. En cambio, el 
componente fuertemente inmovilizado de 
GAP-43 es proporcionalmente muy pe-
queño. El rectángulo verde señala la 
región del espectro, ampliada arriba a la 
derecha, en donde se observa la compo-
nente inmovilizada de GAP-43  

Como puede observarse en la figura 3.10, el espectro de EPR del MT unido a GAP-43 

consiste prácticamente en sólo una componente espectral isotrópica y de alta movilidad, 

porque la componente inmovilizada está en una proporción muy baja. Para la compo-

nente móvil, es posible calcular el tiempo de correlación rotacional (τC) y compararlo 

con el del marcador MT libre en solución. Este tiempo de correlación fue calculado de 

acuerdo a la siguiente fórmula estándar para un régimen de alta movilidad medido en 

banda X [Raison y col., 1971; Gennaro y col., 1996]:  

 
]1)/[(.10.5,6 2/1

100
10 −∆= −

− hhHCτ                            (ec. 3.2)

 

donde  τC está en segundos, ∆H0 es el ancho pico a pico de la línea central del espectro 

de EPR (en gauss), y h0 y h-1 son las amplitudes de la línea central y de la línea de campo 

alto, respectivamente. El factor numérico depende tanto del campo magnético como de 

las anisotropías del factor g y de la interacción hiperfina. El valor de 6,5.10-10 es el que se 

usa habitualmente para experimentos de banda X. Un aumento de τc puede interpretar-

se como una disminución en la movilidad de la especie marcada.  

El tiempo de correlación rotacional así calculado es de 0,63 ns para el MT unido a 

GAP-43 (a 18ºC), casi 16 veces mayor que el del marcador MT libre en solución (0,04 

ns). Por lo tanto, si bien el espectro de GAP-MT sugiere que el radical nitróxido conti-

núa con un movimiento casi isotrópico al unirse a la proteína, su movilidad está dismi-

nuida. Por otro lado, la interacción hiperfina isotrópica (indicativa de la polaridad del 

medio y evaluada a partir de la separación en campo entre picos del espectro) es similar 

para el marcador en solución y el incorporado a GAP-43. En la consideración de estos 

resultados experimentales debe tenerse en cuenta que debido a su estructura química (ver 
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figura 1.18), el marcador de espín unido a la proteína se ve limitado en sus movimientos 

principalmente al establecer enlaces de hidrógeno con diferentes partes de la cadena po-

lipeptídica. Pero si estos enlaces no están presentes, la componente W (débilmente in-

movilizada) representará la mayor parte del espectro de EPR, como sucede en este caso. 

Esto indica que el marcador unido a la proteína está expuesto a un entorno acuoso. Por 

lo tanto, concluimos que el extremo N terminal de GAP-43 no palmitoilada presenta 

poca interacción con el resto de la cadena polipeptídica, permitiendo que el marcador de 

espín unido a ella tenga una gran libertad de movimiento. Esto se manifiesta en tiempos 

de correlación suficientemente bajos como para producir un espectro de EPR isotrópico, 

pero mayores que el de la molécula de MT en solución.  

b) Ensayos de asociación de GAP-43 marcada con MT a liposomas 

Se incubó la proteína marcada con MT (GAP-MT) en presencia de LUVs de composi-

ción definida: 80% DPPC+20% DPPS (correspondiente al sistema lipídico “A” que es 

el que presenta mayor porcentaje de asociación a GAP-43), utilizando condiciones expe-

rimentales de pH, temperatura y fuerza iónica similares a la del ensayo de asociación 

(sección 3.3.2) pero incorporando a la GAP-43 marcada con MT en una proporción 

proteína/lípidos de 1:2000. Después de centrifugar las muestras, se tomaron espectros de 

EPR a diferentes temperaturas, tanto del pellet (GAP-MT incorporada a LUVs) como 

del sobrenadante (GAP-MT en solución). En la figura 3.11 se muestran los resultados 

obtenidos. 

3330 3360

47 ºC

37 ºC

B (gauss)

 Sdte
 Pellet

18 ºC

Espectros de sdtes (GAP no unida) y pellet (GAP unida a LUVs), luego de incubación
de GAP/MT con LUVs (sist A) en presencia de 0,15 M de NaCl.

Figura 3.11: Espectros de GAP-
MT libre (negro) en el sobrena-
dante de incubación con LUVs en 
presencia de 0,15 M de NaCl; y 
en el pellet (rojo) unido a LUVs 
compuestos de 80% DPPC y 20% 
DPPS. Se muestran espectros 
tomados a tres temperaturas 
diferentes: 18, 37 y 47ºC. 

A primera vista, los espectros de GAP-43 marcada con MT no muestran diferencias sig-

nificativas entre la proteína en solución y unida a membrana. Sin embargo, si se calculan 
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los tiempos de correlación rotacional para cada caso (ver tabla 3.3) se puede observar una 

ligera disminución de la movilidad del MT unido a GAP-43 cuando la proteína interac-

ciona con la bicapa lipídica, en comparación con la de la proteína en solución, para las 

tres temperaturas. Esto estaría demostrando que el radical Tempo unido al extremo N 

terminal de GAP-43 no palmitoilada limita muy débilmente sus movimientos cuando la 

proteína se une a la bicapa lipídica. Por otra parte, la interacción hiperfina isotrópica no 

sufre cambios, indicando que las cisteínas no pierden contacto con la solución acuosa 

 
GAP/MT con LUVs A τC (x10-10s) 

sdte 18ºC 5,0 
Pellet 18ºC 5,3 
sdte 37ºC 2,6 

Pellet 37ºC 2,9 
sdte 47ºC 2,2 

Pellet 47ºC 3,0 

Tabla 3.3: Tiempos de correlación rotacional, τC, 
calculados según la ec. 3.2 correspondientes a 
GAP-43 marcada con MT en solución (sdte) y 
unida a LUVs A (pellet), para las tres temperaturas 
a las que se obtuvieron los espectros de EPR.

 

Estos resultados indican que el extremo N-terminal de GAP-43 no se incorpora a la re-

gión hidrofóbica de la bicapa lipídica en la unión de la proteína, ya que en ese caso la 

movilidad del marcador hubiese disminuido marcadamente, al igual que la magnitud del 

desdoblamiento hiperfino. Por otra parte, el ligero aumento del τC del radical nitróxido 

luego de producida la unión a liposomas podría deberse a la rigidización del extremo N-

terminal debido a una asociación superficial de carácter electrostático con la bicapa lipí-

dica cargada negativamente. Teniendo esto presente es posible concluir que si el extremo 

N-terminal de GAP-43 se une a los liposomas, el marcador unido a la proteína (a través 

de su grupo maleimido) queda expuesto al exterior de la membrana. Sin embargo, no 

debe descartarse que la ligera disminución de movilidad pueda deberse a cualquier otro 

cambio conformacional de la proteína resultante de la unión a membrana que limite 

débilmente los movimientos del marcador de espín. 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la fuerza iónica en la interacción de GAP-43 

con los LUVs cargados eléctricamente, se repitió el ensayo de asociación, eliminando de 

la solución de incubación el NaCl. En la figura 3.12 se muestran nuevamente los espec-

tros de GAP-43/MT en solución y unida a LUVs obtenidos en estas condiciones. 
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3320 3340 3360

 

B (gauss)

 Sdte
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Figura 3.12: Espectros de GAP-MT 
libre (azul) en el sobrenadante de 
incubación con LUVs sin NaCl; y en 
el pellet (rojo) unido a LUVs A,  
compuestos de 80% DPPC y 20% 
DPPS. Espectros tomados a 18ºC.

Aquí tampoco se pueden observar diferencias significativas entre los espectros de la pro-

teína libre y la unida a liposomas, lo que indicaría que aun con una fuerza iónica menor, 

la interacción entre el extremo N terminal de la proteína y los LUVs no sufre modifica-

ciones considerables. Sin embargo, al igual que en el ensayo anterior en donde se utiliza-

ba NaCl para aumentar la fuerza iónica del medio, la asociación de la proteína a la bica-

pa lipídica produce una ligera disminución de τC, es decir de la movilidad del MT unido 

a la proteína. Los valores de τC para este caso se muestran en la tabla 3.4. 

 
GAP/MT con LUVs A sin NaCl τC (x10-10s)

sdte 18ºC 4,0 
Pellet 18ºC 4,3 

Tabla 3.4: Tiempos de correlación rotacional, τC, 
calculados según la ec. 3.2 correspondientes a 
GAP-43 marcada con MT en solución (sdte) y unida 
a LUVs A (pellet). Incubación sin NaCl. 

 

 

Finalmente se llevó a cabo un análisis detallado del efecto de la temperatura sobre los 

espectros de EPR de GAP-MT asociada a LUVs de tipo A con el objetivo de comple-

mentar el estudio de la interacción de la proteína con los liposomas. En la figura 3.13a se 

muestran los espectros a dos temperaturas diferentes: 18 y 47º C, esto es por debajo y 

por encima, respectivamente, de la temperatura de transición de la bicapa lipídica. Co-

mo comparación, en la figura 3.13b se muestran los espectros de MT libre en la suspen-

sión de liposomas, a las mismas temperaturas. 
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3330 3360

hiperfina
17,08

 

16,91

 291K
 320K

MT(libre) + LUVs A (DPPC/DPPS, 8:2), en buffer Hepes (50mM, pH:8,00), sin NaCl

Campo Magnético (gauss)
3320 3340 3360

Campo Magnético (gauss)

 291K
 320K

hiperfina
17,05

GAP/MT + LUVs A (DPPC/DPPS, 8:2), en buffer Hepes (50mM, pH:8,00), sin NaCl (a) (b)

16,96

Figura 3.13. Modificación de los espectros de EPR con la temperatura. Espectros de MT (a) unido a GAP-43 y (b) en 
solución, en presencia de LUVs de tipo A (DPPC/DPPS 8:2, fase gel a Tamb, Tc = 42.5ºC). En ambos paneles se 
muestran espectros tomados a dos temperaturas diferentes 18ºC (291K, en azul) y 47ºC (320K, en rojo). En este 
ensayo se omitió el agregado de NaCl con el objetivo de maximizar la interacción de GAP/MT con los LUVs. En 
ambos ensayos la concentración de LUVs y de MT (unida a GAP-43 o libre en solución) fue la misma 

Comparando ambas figuras, se observa que los espectros de GAP-MT en LUVs evolu-

cionan con la temperatura en forma diferente a MT libre en presencia de LUVs. Para 

cuantificar estas diferencias, calculamos los tiempos de correlación isotrópicos usando la 

ecuación 3.2 para ambos sistemas y a todas las temperaturas. Los resultados se muestran 

en la figura 3.14. 
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MT libre
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Figura 3.14: Evolución del τC de 
MT libre y unido a GAP-43 con la 
temperatura en presencia de 
LUVs. A partir de los espectros de 
EPR de MT unido a GAP-43 (GAP-
MT) y de MT libre en solución, en 
presencia de una suspensión de 
LUVs de tipo A se calculó el τC, 
utilizando la ec. 3.2, y se lo graficó 
en función de la temperatura. 
Notar la disminución monótona de 
τC en GAP/MT y el aumento para 
MT libre alrededor de la tempera-
tura de transición de la bicapa 
lipídica. 

En la figura 3.14 se aprecia que para el marcador libre en la suspensión de liposomas 

(rojo) el tiempo de correlación disminuye inicialmente a medida que aumenta la tempe-

ratura, indicando la disminución de viscosidad del medio de suspensión. Pero a medida 

que la temperatura se aproxima a la transición de fase gel-líquido cristalina de los LUVs 

(315,5 K o 42,5 ºC), τc aumenta abruptamente, y luego de la transición de fase comien-
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za a disminuir nuevamente. Hay evidencia experimental de que el marcador Tempo 

(parte de la molécula de MT) es anfifilo y particiona en la bicapa lipídica en fase líquido 

cristalina [Polnaszek y col., 1978] y por lo tanto su comportamiento dinámico es sensi-

ble a la transición de fase de los liposomas. En este caso, nuestros experimentos parecen 

indicar que al menos la porción Tempo del MT, si el MT está en solución, puede inser-

tarse en la bicapa cuando los LUVs pasan a la fase líquido cristalina, sufriendo un au-

mento del tiempo de correlación rotacional debido a la mayor viscosidad de la bicapa 

lipídica relativa al medio de suspensión. En cambio, según se observa en la figura 3.14, el 

MT unido al extremo N-terminal de GAP-43 (negro) sólo muestra una disminución 

monótona con la temperatura, producto de la disminución de la viscosidad de la solu-

ción, pero no es sensible a la transición de fase de la bicapa lipídica. Esto representa una 

evidencia adicional de que esta parte de la proteína no se incorpora a la bicapa lipídica 

3 . 3 . 5  E n s a y o  d e  a s o c i a c i ó n  d e  G A P -43palmito i lada  a  L i posomas .  

Cuant i f icac ión  d e l  porcenta je  de  a soc iac ión  de  la  prote ína .  

GAP-43 sufre una modificación postraduccional en las células del tejido nervioso que 

consiste en la unión de dos cadenas de palmitato en las cisteínas 3 y 4. Se cree que una 

palmitoiltransferasa unida a membrana cataliza la palmitoilación [Tsutsumi y col., 2008] 

aunque la especificidad hacia GAP-43 todavía no ha sido confirmada. En nuestro labo-

ratorio obtuvimos GAP-43 palmitoilada (GAP/Pal) por medio de una tioesterificación 

química con palmitoil co-A. Una vez purificada la proteína se llevó a cabo un ensayo de 

asociación a LUVs de las 6 composiciones lipídicas descriptas en la sección 3.3.1, y se 

cuantificó el porcentaje de asociación de la proteína mediante centrifugación y SDS-

PAGE de manera similar a lo hecho con la proteína no palmitoilada (ver sección 3.3.3). 

En la figura 3.15 se muestran los geles de SDS-PAGE correspondientes al sobrenadante 

de incubación de la proteína con los LUVs luego de la centrifugación (GAP/Pal no uni-

da a LUVs), y el resultado de la cuantificación densitométrica se muestra en la tabla 3.5 

GAP/Pal 
Ctrol A      B      C α       β        γ

Figura 3.15: Ensayo de asociación de GAP-43 palmitoilada. Sobrenadantes de incubación de GAP-43 palmitoilada, 
(GAP/Pal) incubada con LUVs de diferente composición y con buffer sin LUVs (Ctrol). Las muestras fueron analiza-
das por SDS-PAGE. 

 

 



CAPÍTULO 3: I n t e r a c c i ó n  d e  G A P  c o n  s i s t e m a s  m o d e l o  d e  m e m b r a n a  

Sistema Lipídico A B C α β γ 

Fase a 37ºC Gel Lc Lo Gel Lc Lo 

GAP/Pal 51±8 33±3 47±5 89±4 26±3 13±6 

Tabla 3.5: Ensayo de asociación. Porcentaje de proteína asociada a cada uno de los sistemas modelo de membra-
na luego de la incubación. El 100% corresponde al contenido total de proteína en la solución original y por diferen-
cia con el contenido de proteína en el sobrenadante se determina el porcentaje de asociación. En la tabla se men-
ciona la fase lipídica en la que se encuentra cada sistema a temperatura fisiológica. 

 

Los resultados mostrados en la tabla 3.5 indican que la proteína palmitoilada presenta 

un grado significativo de asociación a LUVs, tanto cargados eléctricamente como sin 

carga neta. En el caso de los primeros, la tendencia es similar a la proteína no palmitoi-

lada, esto es, mayor afinidad por los sistemas lipídicos ordenados, sin embargo el porcen-

taje de asociación es algo mayor que en el caso de la proteína no palmitoilada. Esto su-

giere que la adición de las dos cadenas de palmitato potencia la unión de la proteína a los 

LUVs. En cuanto a los liposomas sin carga neta es de particular magnitud la asociación a 

los LUVs de tipo α, los cuales están compuestos únicamente de DPPC (di-palmitoil-

fosfatidilcolina). 

3 . 3 .6  Ensayos  de  detección de  la  unión de  GAP-43  palmitoilada 

a  l iposomas  por alteración en el  ordenamiento l ip ídico.  

Con el objetivo de estudiar la interacción de GAP-43 palmitoilada con la bicapa lipídica 

se llevaron a cabo ensayos mediante espectroscopía de EPR para detectar alteraciones en 

el ordenamiento lipídico debidas a la asociación de la proteína a liposomas. Los LUVs 

fueron preparados incluyendo el marcador liposoluble 5-SASL y se los incubó en presen-

cia de GAP-43. En esta oportunidad se utilizaron LUVs sólo de dos composiciones lipí-

dicas diferentes: C (DMPC/Col/DPPS, 5:3:1) y α (DPPC puro) preparados con un 3% 

molar de 5-SASL (para aumentar la sensibilidad de la detección de la asociación). Con 

estos LUVs se llevó a cabo el ensayo de asociación utilizando la GAP-43, tanto la proteí-

na original sin palmitoilar (GAP) como la proteína palmitoilada (GAP/Pal). Luego de la 

incubación, y la posterior separación por centrifugación de la proteína no asociada, se 

tomaron espectros de EPR a 19 y a 37º C (temperatura del ensayo de asociación) En la 

figura 3.16 se muestran los resultados obtenidos. 
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Los datos mostrados en la figura 3.16 confirman los resultados de ensayos anteriores 

(sección 3.3.3): la asociación de la proteína no palmitoilada a LUVs tipo C no produce 

cambios significativos en la dinámica del marcador de espín 5-SASL. Sin embargo, en el 

caso de la GAP-43 palmitoilada asociada a LUVs de DPPC puro (sistema lipídico α) es 

posible apreciar cambios en el ordenamiento lipídico sensado por el marcador de espín. 

La asociación de la proteína palmitoilada produce una disminución del orden dinámico 

de la bicapa lipídica de los LUVs de DPPC puro a 19º C, visible no sólo por la disminu-

ción del AMAX, sino también por la aparición de estructuras características del espectro. Se 

observa a demás, un ligero aumento del orden a 37º C, temperatura a la que DPPC se 

encuentra en la fase gel ondulada o ripple [Chapman, 1993]. 

3280 3300 3320 3340 3360 3380
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 GAP
 GAP-Pal
 LUV
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Lipid System C

Lipid System αAmax
26,2
27,1
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Figura 3.16: Estudio de la asociación GAP-43/LUVs por EPR. Espectros de EPR tomados a 19ºC (izquierda) y a 
37ºC (derecha) de 5-SASL en LUVs de dos composiciones lipídicas diferentes (α y C, ver en el texto), en presencia 
de GAP-43 sin palmitoilar (negro), de GAP-43 palmitoilada (azul) y en ausencia de proteína (rojo). Un círculo verde 
en el gráfico de la izquierda señala las características que indican una mayor fluidez (además del valor de AMAX) de 
los LUVs de tipo α, en presencia de GAP-Palm a 19ºC con respecto a los LUV sin proteína. 
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3.4 Discusión 

El objetivo principal de esta parte del trabajo de tesis fue investigar los mecanismos de 

interacción de GAP-43 con la membrana. En particular, deseamos estudiar los factores 

que determinan la afinidad de la proteína por los dominios lipídicos ordenados.  

Muchos autores indican que la unión de GAP-43 a membrana se produce inicial-

mente como consecuencia de la palmitoilación de la proteína en los residuos Cys-3 y 

Cys-4, y que la presencia de las cadenas de palmitato dirige  la proteína hacia los rafts. 

Además, la incorporación de las cadenas de palmitato a la membrana induce algún tipo 

de cambio conformacional en la proteína que permite la interacción electrostática de 3 

residuos básicos del extremo N-terminal (Arg-6, Arg-7, y Lys-9) con los fosfolípidos 

cargados negativamente de la membrana. Debido a esta interacción electrostática la pro-

teína permanece unida a membrana a pesar de que las cadenas de palmitato hayan sido 

removidas [Denny, 2006]. Muchas de las proteínas de membrana que poseen un ancla 

lipídica muestran una interacción electrostática adicional con la bicapa lipídica, pero sólo 

permanecen asociadas a la membrana si se encuentran aciladas [Murray y col., 1997].  

Por otra parte, en la literatura existen reportes de la unión de GAP-43 no palmitoi-

lada a vesículas lipídicas artificiales que contienen un 20% de fosfatidilserina (fosfolípido 

cargado negativamente a pH fisiológico) [Hayashi y col., 1997; Tong y col., 2008] y se 

muestra que la región correspondiente al dominio efector polibásico experimenta un 

cambio conformacional (la formación de una hélice α) cuando la proteína se une a lipo-

somas [Wertz y col., 1996; Hayashi y col., 1997].  

Con el objetivo a analizar la relevancia de cada uno de estos factores en el proceso 

de unión de GAP-43 a la membrana se prepararon liposomas unilamelares de diferentes 

composiciones lipídicas con el objetivo de simular a la membrana biológica en diferentes 

estados físicos. Se estudiaron las propiedades de los diferentes sistemas lipídicos y se pu-

do determinar su estado de ordenamiento mediante EPR. Se comprobó que a la tempe-

ratura del ensayo, éstos presentan grados de ordenamiento marcadamente diferentes. 

Luego se realizaron diversos ensayos de asociación a LUVs con la proteína no palmitoi-

lada y con la proteína palmitoilada. 

3 . 4 . 1  U n i ó n  d e  G A P  s i n  p a l m i t o i l a r .  

Comprobamos que la proteína se une a LUVs sin necesidad de contar con las cadenas de 

palmitato. Pero esta unión ocurre sólo a liposomas con carga negativa, lo que permite 
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concluir que la interacción proteína-lípido para la proteína no palmitoilada es princi-

palmente de carácter electrostático. 

Entre los liposomas con carga negativa, se encontró mayor afinidad por los sistemas 

lipídicos ordenados. Estos resultados son consistentes con la asociación de esta proteína a 

rafts [Arni y col., 1998], donde las cadenas lipídicas tienen un ordenamiento alto y se 

postula que están en una fase similar a la líquido ordenada.  

La interacción con la bicapa lipídica se pudo detectar como una disminución del 

ordenamiento lipídico en el sistema A. Si bien el ensayo de asociación se llevó a cabo a 

37º C, el efecto de la alteración del ordenamiento lipídico es más notable a 20º C, cuan-

do el sistema se encuentra en fase gel. Cuando la bicapa lipídica se encuentra en esta fase 

los lípidos están empaquetados densamente. La inserción de la proteína dificulta el aco-

modamiento de los lípidos, lo que explica la disminución del orden observada. A 37º C, 

el sistema A se encuentra en la fase ripple y probablemente la proteína puede insertarse 

sin producir mayores efectos en el ordenamiento lipídico por las ondulaciones de la bi-

capa. 

A continuación llevamos a cabo una serie de ensayos para detectar específicamente 

una posible interacción del extremo N-terminal de GAP-43 con la membrana. Para tal 

fin se incorporó el marcador de espín MT en las Cys 3 y 4. En los espectros de EPR de 

GAP-MT en solución, el componente fuertemente inmovilizado está prácticamente au-

sente, lo que indica que el marcador de espín unido covalentemente a las cisteínas del 

extremo N terminal presenta una interacción muy pobre con el resto de la cadena poli-

peptidica. Como comparación, muestras de BSA marcadas con MT (en diferentes sitios 

de la proteína) presentan espectros de EPR compuestos con una importante fracción del 

marcador fuertemente inmovilizado (figura 3.10). La marcación de un conjunto hetero-

géneo de proteínas también presenta estas características (figura 1.19) [Alonso y col., 

2001]. Por otra parte, las características de los espectros de GAP-MT indican también 

una movilidad del extremo N-terminal llamativamente elevada. En los trabajos de Alon-

so y colaboradores [Alonso y col., 2001; Alonso y col., 2003], el componente espectral 

débilmente inmovilizado W, generado por la subpoblación de moléculas del marcador 

que interactúan principalmente con el solvente y muy poco con la cadena polipeptídica, 

presenta tiempos de correlación rotacional significativamente mayores al del componen-

te W de GAP-43. En cambio, en un estudio de la microviscosidad de eritrocitos [Gen-

naro y col., 1996] se obtuvieron espectros de MT unido a glutation (un tripéptido) indi-

cativos de movimientos isotrópicos, con tiempos de correlación del mismo orden de 

magnitud que los de GAP-MT (4.10-10 s). De todo lo anterior podemos concluir que el 

extremo N-terminal de GAP-43, no sólo presenta una interacción muy débil con el resto 

de la cadena polipeptídica, sino que también muestra una elevada movilidad. Estos resul-
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tados están de acuerdo con el alto grado de desorden conformacional de GAP-43 

[Hayashi y col., 1997; Vucetic y col., 2007].  

Los ensayos de EPR donde se muestra que GAP-MT no detecta la transición de fase 

de liposomas indican que el extremo N-terminal no se inserta en la bicapa, descartando 

contribuciones de tipo hidrofóbico de esta porción de la proteína a la interacción de 

GAP-43 no palmitoilada con los liposomas [Ellena y col., 2003]. El hecho de que el 

marcador de espín continúe detectando un entorno acuoso cuando la proteína se une a 

los liposomas también apoya esta interpretación Estos resultados muestran que, de existir 

una interacción del extremo N-terminal de GAP-43 con la membrana, ésta sería funda-

mentalmente de carácter electrostático, de manera similar al reportado en otras proteínas 

aciladas [Murray y col., 1997]. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que 

las variaciones en el grado de movilidad del marcador de espín unido al extremo N-

terminal de GAP-43, observadas luego de la unión a liposomas, se deban a un cambio 

conformacional de la proteína no relacionado a la unión del extremo N-terminal a la 

bicapa lipídica.  

3 . 4 . 2  Unión  de  GAP/Pal  

Llevamos a cabo la palmitoilación de GAP-43, a través de la cual se le incorporan a la 

proteína dos cadenas de palmitato en las cisteínas 3 y 4. La asociación a LUVs cargados 

(con un 20% de DPPS) de la GAP-43 palmitoilada muestra la misma afinidad hacia los 

sistemas ordenados que la de la GAP-43 no palmitoilada. Pero la proteína palmitoilada 

presenta también una asociación significativa a los LUVs sin carga eléctrica neta, espe-

cialmente al sistema α (DPPC puro). Por lo tanto, la alta afinidad de la proteína palmi-

toilada por la bicapa lipídica se debe al efecto conjunto de interacciones electrostáticas e 

hidrofóbicas [Murray y col., 1997; Tong y col., 2008]. 

Una situación particular se produce en la interacción de la proteína palmitoilada 

con los liposomas de DPPC puro (sistema α). La alta afinidad que presenta la proteína 

por este sistema puede deberse a la particular facilidad que encuentran las cadenas de 

palmitato para incorporarse a una bicapa de PC cuyos cadenas acílicas son todas de ácido 

palmítico. La asociación de GAP-43 palmitoilada a los liposomas de DPPC puro fue 

evidenciada mediante espectroscopía de EPR. En la figura 3.16 podemos observar cómo 

la presencia de la proteína palmitoilada genera un aumento del desorden de las cadenas 

acílicas de la bicapa lipídica de los liposomas de DPPC puro a 19º C, mientras que a 

37ºC la inserción de la proteína en la bicapa lipídica genera un aumento del ordena-

miento lipídico. La diferencia entre estos comportamientos puede hallarse en que a 

19ºC, el DPPC se encuentra en fase gel, con sus cadenas ordenadas y fuertemente em-
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paquetadas, y la superficie de la bicapa es básicamente plana. La asociación de la proteína 

provoca un desorden en ese empaquetamiento debido a la inserción de los dos palmita-

tos asociados a la proteína. En cambio, a 37º C la bicapa se encuentra aun en fase gel, 

pero en el estado denominado "ripple", donde se postula la coexistencia de regiones or-

denadas y desordenadas. En esas condiciones, la inserción de los palmitatos unidos a 

GAP-43 sería mas fácil en las regiones desordenadas, que se volverían más rígidas por la 

cercanía de la proteína.  

3 . 4 . 3  Relevanc ia  de  cada  una  de  la s  interacc iones  

Se ha mostrado que las interacciones de carácter hidrofóbico entre la membrana y las 

proteínas aciladas son de particular importancia en su anclaje a la membrana; sin embar-

go, en muchos casos, también es necesaria la interacción electrostática de clusters de 

aminoácidos básicos con fosfolípidos ácidos para mantener dicha asociación [Murray y 

col., 1997; McLaughlin y col., 2005]. En nuestro sistema experimental observamos por 

un lado que GAP-43 no palmitoilada se une solamente a liposomas cargados eléctrica-

mente (con un 20% de DPPS), y por otro lado GAP-43 palmitoilada se une a cada uno 

de estos liposomas con una afinidad mayor que la de la proteína sin palmitoilar. En este 

caso estaríamos ante el efecto sinérgico de las interacciones electrostática e hidrofóbica. 

En cambio, el porcentaje de asociación de GAP-43 palmitoilada con liposomas sin carga 

neta muestra sólo el efecto de las interacciones hidrofóbicas entre las cadenas de palmita-

to y la bicapa lipídica. El hecho de que GAP-43 permanezca asociada a liposomas sin 

estar palmitoilada implica la intervención de interacciones diferentes a la inserción de los 

palmitatos en la bicapa lipídica. Es posible que exista una interacción de tipo electrostá-

tica entre el cluster de residuos básicos del extremo N-terminal de GAP-43 con los fosfo-

lípidos ácidos de la bicapa lipídica y que esta interacción mantenga al extremo N-

terminal unido a la superficie de los liposomas sin penetrar la membrana. Pero, inde-

pendientemente de esta posible interacción, GAP-43 seguramente interactúa con la bi-

capa lipídica a través del dominio efector que posee una gran cantidad de residuos bási-

cos, como han demostrado otros autores [Hayashi y col., 1997].  

3 . 4 . 4  A s o c i a c i ó n  d e  G A P  a  d o m i n i o s  o r d e n a d o s  

En función de todos estos resultados es posible discutir los factores que determinan la 

afinidad de GAP-43 por los dominios lipídicos ordenados de la membrana (rafts). La 

segregación de proteínas aciladas en este tipo de dominios se ha reportado en un gran 

número de casos [Resh, 2004]. Sin embargo, en el caso de GAP-43 es probable que la 
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localización de la proteína en estos dominios esté mediada, no sólo por la afinidad de las 

cadenas de palmitato unidas al extremo N-terminal, sino también por interacciones de 

carácter fundamentalmente electrostático entre el cluster de residuos básicos de la cadena 

polipeptídica y los fosfolípidos ácidos de la hemicapa interna de la membrana plasmáti-

ca, ya que tanto la proteína palmitoilada como la no palmitoilada muestran mayor afini-

dad hacia las bicapas ordenadas que hacia las desordenadas. 

3 . 4 . 5  Observac iones  acerca  de  los  ensayos  de  a soc iac ión  

Un aspecto interesante de los ensayos de asociación de GAP-43 no palmitoilada fue la 

especificidad de los distintos sistemas lipídicos hacia una u otra banda de la solución de 

GAP-43 (ver Materiales y métodos). Existen reportes que indican la presencia in vivo de 

GAP-43 junto con dos productos de la proteólisis sitio-específica de la proteína. Uno de 

los productos es consecuencia de la proteólisis de los primeros 4 aminoácidos del extre-

mo N-terminal, designado como GAP-435-226 (para la proteína de rata, de 226 aminoáci-

dos), y el otro es consecuencia de la proteólisis de los primeros 40 aminoácidos, designa-

do como GAP-4341-226. Esta proteólisis estaría mediada por la calpaína presente en el 

tejido nervioso [Zakharov y Mosevitsky, 2007]. Este fenómeno es impensable en el sis-

tema de expresión transgénica utilizado en este trabajo. Sin embargo es posible que al-

gún tipo de proteasa se haya co-purificado junto con la GAP-43 recombinante, y la se-

gunda banda que aparece en la SDS-PAGE sea GAP-4341-226 (GAP-435-226, no difiere 

significativamente de la proteína entera en cuanto a su peso molecular por lo que no se 

puede resolver mediante SDS-PAGE). Estos resultados serán objeto de futuras investiga-

ciones. 
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Todas las membranas biológicas están constituidas por una gran variedad de lípidos y 

proteínas. Durante muchos años se pensó que las biomembranas eran simplemente un 

fluido bidimensional constituido por la bicapa lipídica en la cual estaban homogénea-

mente distribuidos sus componentes. Sin embargo, hace algunos años se propuso la exis-

tencia de dominios microscópicos segregados lateralmente con una composición lipídica 

y proteica diferente a la del resto de la membrana denominados rafts (balsas). Se cree que 

están enriquecidos en esfingolípidos, colesterol y glicerofosfolípidos de cadenas saturadas 

y que presentan un mayor ordenamiento lipídico que la membrana que los rodea. Los 

rafts han sido vinculados a un gran número de procesos biológicos, tales como el tráfico 

de lípidos y proteínas, la transducción de señales intracelulares, la motilidad y adhesión 

celular y el proceso de infección-entrada de patógenos y/o sus toxinas. A pesar de los 

numerosos esfuerzos conducidos a dilucidar la naturaleza y función de los rafts aún exis-

te un intenso debate acerca de sus propiedades y características. 

En la descripción de estos microdominios todavía no resulta totalmente claro qué 

papel cumplen los lípidos de la bicapa y cuál las proteínas. En este trabajo nos plantea-

mos dos estrategias diferentes para abordar el estudio de los rafts.  

Por una parte utilizamos un sistema biológico sencillo (la membrana eritrocitaria) 

para investigar las propiedades de los rafts mediante la obtención de DRMs (Membranas 

Resistentes al Detergente) con detergente no-iónico en frío. Aquí se discute la importan-

cia de la composición lipídica y del ordenamiento de la membrana en la capacidad del 

detergente de extraer material a partir de la membrana. 

Por otro lado llevamos a cabo un estudio de las interacciones de la proteína GAP-43 

(reportada como perteneciente a rafts de neuronas e involucrada en el crecimiento neu-

ronal) con sistemas modelo de membrana. Aquí estudiamos la relevancia de las interac-

ciones proteína-lípido que determinan la afinidad de GAP-43 hacia los dominios lipídi-

cos ordenados. 

4 . 1 .  E stud io  de  la  interacc ión  entre  la  membrana  

e r i t r o c i t a r i a  y  e l  d e t e r g e n t e  n o - i ó n i c o  T r i t o n  X - 1 00  

La insolubilidad frente a detergente es la principal herramienta bioquímica para el estu-

dio de rafts lipídicos en la membrana. De hecho, la definición de proteína constituyente 

de raft es que se obtenga en la fracción de baja densidad (debido a su asociación con 

lípidos de membrana) después de la extracción en frío con Triton X-100 y la centrifuga-

ción en gradiente de densidad (constituido usualmente por fracciones de 40%, 35% y 

5% de sacarosa).  
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La hipótesis de trabajo establece que el tratamiento con detergente desestabiliza la mayo-

ría de las interacciones lípido-lípido, pero una pequeña parte de la membrana original se 

preserva y puede ser aislada en la interfase entre 5% y 35% de sacarosa del gradiente 

como una fracción de membrana resistente a detergente denominada DRMs. Esta frac-

ción probablemente se origina a partir de los rafts lipídicos, que resisten la extracción 

debido al estrecho empaquetamiento de sus lípidos. La extracción con detergente tam-

bién interfiere en las interacciones lípido-proteína de manera tal que la mayoría de las 

proteínas de membrana se solubilizan. Sólo unas cuantas proteínas mantienen su asocia-

ción con los lípidos y se recuperan en las DRMs 

Se ha mostrado que el citoesqueleto permanece intacto luego del tratamiento con 

TX-100. Teniendo presente este hecho se pueden plantear dos situaciones diferentes al 

momento de aislar membranas resistentes a detergente mediante ultracentrifugación en 

gradiente de densidad (ver figura): 

(a) las proteínas integrales de membrana que participan en el anclaje del citoesqueleto a 

la membrana quedan excluidas de las vesículas resistentes a detergente y por lo tanto 

el citoesqueleto se desvincula de las DRMs, que pueden por lo tanto ser aisladas en la 

zona de baja densidad del gradiente, o 

(b) estas proteínas que vinculan el citoesqueleto a la membrana quedan asociadas a las 

DRMs y por lo tanto el citoesqueleto también. Al someter la mezcla de extracción a 

un gradiente de densidad, el citoesqueleto arrastra a las vesículas de material insolu-

ble e impide su aislamiento en la zona de baja densidad del gradiente. 

 

 

 

 

 

 

(b) 

(a) 

Fracción aislada en 
la zona de máxima 
densidad del 
gradiente

Fracción aislada 
en la zona de baja 
densidad del 
gradiente

Incubación con TX-
100 en frío y separa-
ción por gradiente de 
densidad

Membrana original 

Referencias: Proteína de anclaje a membrana Dominio lipídico ordenado (rafts)

Dominio lipídico desordenadoProteína segregada en rafts

Citoesqueleto Proteína excluida de rafts
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En los ensayos de obtención de DRMs a partir de eritrocitos se ha mostrado cómo el 

citoesqueleto interfiere en el aislamiento de las vesículas insolubles. Utilizando un trata-

miento con carbonato se consigue desestabilizar el citoesqueleto, permitiendo que sus 

componentes se solubilicen, y aislar DRMs en las cuales se encuentra la proteína integral 

Banda 3 (involucrada en el anclaje del citoesqueleto). 

De esta manera, el aislamiento de las membranas resistentes a detergente mediante 

ultracentrifugación en gradiente de densidad conduce a alguna de estas dos situaciones: 

 

(i) Si no se utilizan agentes desestabilizantes del citoesqueleto (como por ejemplo el 

carbonato de sodio) las vesículas de DRMs que permanecen asociadas al mismo no 

pueden ser aisladas en la zona de baja densidad (caso (a) en la figura). 

(ii) Si se utiliza una técnica que permita separar el citoesqueleto de la membrana, se 

pierde información acerca de la interacción de éste con las DRMs. 

 

Ahora bien, si en lugar de aislar las vesículas de proteínas y lípidos insolubles mediante 

un gradiente de densidad se las sedimenta por microcentrifugación, éstas pueden ser 

separadas del material solubilizado independientemente de si están o no asociadas al 

citoesqueleto, ya que éste último también se obtendrá en el pellet de centrifugación. En 

esta parte del trabajo nos propusimos estudiar de manera integral el proceso de solubili-

zación de la membrana eritrocitaria aislando el material insoluble mediante microcentri-

fugación.  

 

Con este proceso, al someter a la membrana de eritrocitos humanos a la acción del de-

tergente en las proporciones utilizadas en la literatura para la obtención de DRMs (1% 

de TX-100) observamos que: 

 

 En la fracción insoluble se obtiene el 45% de PL y el 73% de Col de la membrana 

original junto con un conjunto complejo de proteínas en el cual se encuentran tres 

bandas polipeptídicas tentativamente asignables a actina y a la espectrina (α y β) 

constituyentes del citoesqueleto cortical del eritrocito, pero reportadas en algunos 

trabajos como proteínas solubles en Triton X-100.  

 Las DRMs presentan un enriquecimiento en esfingomielina y colesterol, en relación 

a la membrana original.  

 El aumento del contenido relativo de estos lípidos se ve acompañado con un au-

mento en el ordenamiento lipídico detectado mediante espectroscopía de EPR 
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De acuerdo con los modelos de solubilización de vesículas lipídicas, se espera que la 

composición del material insoluble dependa de las concentraciones relativas de detergen-

te y de membrana. Es por ello que decidimos llevar a cabo un estudio de la resistencia de 

la membrana eritrocitaria al Triton X-100, abarcando un amplio rango de concentracio-

nes de detergente. Las curvas de solubilidad de los fosfolípidos y del colesterol de la 

membrana del eritrocito humano muestran un proceso de solubilización monótono cre-

ciente con el aumento de la concentración de TX-100, lo que indica que, al menos desde 

el punto de vista de los lípidos, no existe un rango de concentración de detergente para 

el cual la cantidad de lípido insoluble se mantenga constante. Esto implica que una va-

riación de la proporción de detergente/membrana conduce al aislamiento de fracciones 

insolubles de diferentes características. En el caso de que existieran dominios de mem-

brana “relativamente” insolubles, éstos deberían poder detectarse en estas curvas como 

regiones en las cuales un aumento de la concentración de detergente no provoque un 

aumento considerable de la cantidad de lípidos solubilizados. 

Investigamos la influencia del contenido de Col y SM de la membrana en la suscep-

tibilidad al detergente. Encontramos que los eritrocitos humanos reducidos en Col pre-

sentan una mayor tendencia a la solubilización por el TX-100 que la membrana del eri-

trocito intacto, pero que luego de la reducción del contenido de colesterol de la 

membrana original, aún es posible aislar una fracción insoluble que contiene cantidades 

significativas de PL y Col cuando se utiliza 1% de TX-100. Encontramos que la mem-

brana del eritrocito bovino (que posee una composión lipídica similar a la del eritrocito 

humano pero con mucha mayor proporción de SM) posee una alta resistencia a la acción 

del detergente. En este caso, para 1% de Triton (relación molar detergente/lípidos 

aproximadamente igual a 12) permanece insoluble el 72% de los PL y el 90% del coles-

terol de la membrana. A diferencia de lo que ocurre con eritrocitos humanos, estas 

DRMs poseen una composición y un ordenamiento lipídico similar al de la membrana 

original. Parece evidente que la naturaleza y la composición del material insoluble obte-

nido no sólo depende de la relación detergente a lípido utilizada sino también de la 

composición lipídica de las membranas. 

Se hicieron ajustes experimentales que permitieron cuantificar la susceptibilidad de 

cada uno de los sistemas de membrana (IHE, CDHE, IBE y CDBE) frente al detergente 

a través de un parámetro de resistencia al detergente, D0:  

 

 Observamos que D0 muestra un incremento monótono cuando se lo grafica contra el 

contenido conjunto de los dos lípidos (Col+SM). Encontramos que la composición 

lipídica de estas membranas se asemeja a la de ciertos sistemas modelo en los cuales 
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los mecanismos que gobiernan la resistencia a detergente parecen estar relacionados 

con interacciones selectivas entre SM y Col 

 Vimos que la región más hidrofóbica de la bicapa el ordenamiento está gobernado por 

un efecto conjunto SM+Col, en donde estos lípidos interactúan fuertemente y deter-

minan un mayor ordenamiento lipídico. En cambio, en la zona más externa de la 

membrana la SM por sí sola gobierna el ordenamiento en la región más externa de las 

cadenas acílicas. En este caso se espera que el colesterol tenga un efecto espaciador de 

los grupos de cabeza polares y no contribuya al ordenamiento de la membrana. 

 Demostramos que el ordenamiento lipídico de las cadenas acílicas de la membrana 

(en el centro de la bicapa lipídica) está relacionado con la resistencia a la acción del 

detergente. Un mayor ordenamiento lipídico de la región hidrofóbica de la mem-

brana implica una mayor resistencia al detergente, independientemente de la com-

posición lipídica de la membrana de los sistemas estudiados. De esta manera, parece 

claro que la insolubilidad en las membranas de eritrocito está directamente relacio-

nada con el ordenamiento de las cadenas acílicas. La comparación con sistemas mo-

delo de membrana sistemas sugiere que una importante porción de los lípidos en la 

membrana no se encuentran en una fase fluida líquido cristalina, sino más bien en 

una fase similar al estado líquido ordenado 

 Determinamos la relación PL/Col  de las DRMs obtenidas a partir de eritrocitos 

humanos y bovinos en función de la concentración de TX-100, y encontramos una 

disminución inicial de la relación molar PL/Col hasta llegar a un valor de 1,1. Es 

decir que, a pesar de la notable diferencia de proporción de SM (y de PC) en las 

membranas eritrocitarias de ambas especies, el material insoluble presenta una rela-

ción molar PL/Col similar. Sin embargo, la concentración de TX-100 a la que las 

DRMs de eritrocito bovino alcanzan esta relación de PL/Col es superior a la de los 

eritrocitos humanos. 

 

Obtuvimos DRMs utilizando el protocolo estándar de ultracentrifugación en gradiente 

de la mezcla de incubación de membranas de eritrocitos bovinos con 1% de TX-100 

(R=12) y encontramos que no es posible aislar el material flotante en la zona de la inter-

fase entre 5% y 35% de sacarosa. Un tratamiento con Na2CO3 previo a la ultracentrifu-

gación permitió la obtención de cantidades adecuadas de DRM en esa zona. Estas mues-

tras de DRM fueron estudiadas mediante EPR y muestran un ordenamiento lipídico 

prácticamente idéntico al observado en las muestras tratadas en condiciones similares 

pero aisladas por microcentrifugación 
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La relevancia de los resultados obtenidos mediante la técnica de DRMs en el estudio 

de rafts lipídicos sigue siendo un tema ampliamente discutido. En nuestro trabajo reali-

zado con eritrocitos hemos mostrado que:  

(1)  las características del material insoluble obtenido dependen de la composición de la 

membrana original. Este hecho implica que el protocolo de obtención de DRMs 

debe adecuarse al tipo de célula utilizado.  

(2)  no parece existir un rango de concentración de TX-100 para el cual la cantidad de 

lípidos insolubles se mantenga constante, es decir que no existe un rango de “inso-

lubilidad efectiva” de cierto subconjunto de lípidos de la membrana. Esto implica 

que los dominios ordenados en la membrana original no muestran una susceptibili-

dad al detergente lo suficientemente diferente al resto de la membrana como para 

tener un criterio objetivo que permita precisar cual es la relación detergente/lípido 

adecuada para la obtención de una muestra de DRMs que los represente. 

(3) la relación molar PL/Col en función de la concentración de detergente varía de un 

sistema lipídico a otro, pero a grandes concentraciones de TX-100 esta relación 

tiende al mismo valor (1,1).  

(4)  la asociación del citoesqueleto cortical del eritrocito con las vesículas de lípidos inso-

lubles interfiere en el aislamiento de DRMs mediante ultracentrifugación en gra-

diente de densidad. El uso de agentes desestabilizantes del citoesqueleto permite ob-

tener DRMs pero se pierde información de la posible relación in vivo de los 

dominios ordenados con el citoesqueleto.  

 

La metodología de DRMs ha demostrado ser una herramienta útil en el estudio de do-

minios de membrana, ya que se ha comprobado por diferentes métodos que la mayoría 

de las proteínas que están normalmente presentes en DRMs se encuentran asociadas a 

rafts [Salzer y col., 2007]. Por otra parte, la utilización del TX-100 nos permitió explorar 

las interacciones lipídicas en sistemas de membrana complejos.  

De las conclusiones enumeradas anteriormente surgen numerosos interrogantes y 

estrategias experimentales para intentar dilucidarlos: 

 

I. Realizar todo un conjunto de ensayos similares a los de este trabajo utilizando 

vesículas constituidas a partir de los lípidos de la membrana original. 

II. Ampliar el análisis de las DRMs obtenidas con diferentes concentraciones de 

TX-100 analizando su contenido proteico mediante técnicas que permitan la 

identificación específica de dichas proteínas.  
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III. Profundizar el estudio de las DRMs obtenidas mediante ultracentrifugación en 

gradiente para comparar los resultados obtenidos con el método de aislamiento 

utilizando microcentrifugación. 

IV. Utilizar otras técnicas experimentales que permitan abordar el estudio de los 

dominios de rafts lipídicos en membranas biológicas. 

4 . 2  E s t u d i o  d e  l a  i n t e r a c c i ó n  d e  G A P  c o n  s i s t e m a s  m o d e l o  d e  

membrana  

En esta parte del trabajo de tesis nos propusimos investigar los mecanismos de interac-

ción de GAP-43 con la membrana, y en particular, los factores que determinan la afini-

dad de la proteína por los dominios lipídicos ordenados 

Preparamos liposomas unilamelares de diferentes composiciones lipídicas y verifi-

camos que a la temperatura del ensayo, éstos presentan grados de ordenamiento marca-

damente diferentes 

Comprobamos que la proteína se une a LUVs sin necesidad de contar con las cade-

nas de palmitato. Pero esta unión ocurre sólo a liposomas con carga negativa, lo que 

permite concluir que la interacción proteína-lípido para la proteína no palmitoilada es 

principalmente de carácter electrostático 

Encontramos que entre los liposomas con carga negativa, GAP-43 presenta mayor 

afinidad por los sistemas lipídicos ordenados. La interacción con la bicapa lipídica se 

pudo detectar como una disminución del ordenamiento lipídico en el sistema A. 

Investigamos una posible interacción del extremo N-terminal de GAP-43 con la 

membrana. Observamos que el marcador de espín unido covalentemente a las cisteínas a 

esa parte de la proteína presenta una interacción muy pobre con el resto de la cadena 

polipeptídica, y sugiere que el extremo N-terminal posee una movilidad llamativamente 

elevada. Mostramos que el extremo N-terminal no se inserta en la bicapa, descartando 

contribuciones de tipo hidrofóbico de esta porción de la proteína. De lo anterior con-

cluimos que, de existir una interacción del extremo N-terminal de GAP-43 con la mem-

brana, ésta sería fundamentalmente de carácter electrostático.  

Mostramos que GAP-43 palmitoilada muestra la misma afinidad hacia los sistemas 

ordenados que la GAP-43 no palmitoilada. Pero la proteína palmitoilada presenta tam-

bién una asociación significativa a los LUVs sin carga eléctrica neta, especialmente al 

sistema α (DPPC puro). Concluimos que la alta afinidad de la proteína palmitoilada por 

la bicapa lipídica se debe al efecto conjunto de interacciones electrostáticas e hidrofóbi-

cas. 
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En cuanto a los factores que determinan la afinidad de GAP-43 por los dominios lipídi-

cos ordenados de la membrana (rafts), es probable que la localización de la proteína en 

estos dominios esté mediada, no sólo por la afinidad de las cadenas de palmitato unidas 

al extremo N-terminal, sino también por interacciones de carácter fundamentalmente 

electrostático entre el cluster de residuos básicos de la cadena polipeptídica y los fosfolí-

pidos ácidos de la hemicapa interna de la membrana plasmática, las cuales muestran una 

selectividad hacia las bicapas ordenadas 

A partir de los resultados y conclusiones de esta parte del trabajo de tesis surgen las 

siguientes consideraciones para futuras investigaciones acerca de la interacción de GAP-

43 con membranas, su segregación en dominios lipídicos y las implicancias de ello en las 

funciones de la proteína en las células nerviosas: 

 

I. Generar una serie de proteínas mutantes, mediante técnicas de ADN recombi-

nante, para reemplazar los residuos originales por cisteínas y poder incorporar el 

marcador de espín MT en distintos sitios de interés en la proteína, como por 

ejemplo el dominio efector, y de esta manera detectar cambios conformacionales 

que permitan estudiar la interacción de GAP-43 con membranas. 

II. Construir mutantes con dos residuos de cisteína en posiciones estratégicas, lo 

que permitirá mediante su doble marcación explorar la posibilidad de estimar las 

distancias intramoleculares correspondientes por acoplamiento espín-espín 

III. Investigar la localización de GAP-43, tanto palmitoilada como no palmitoilada, 

en dominios lipídicos utilizando sistemas modelo de membrana de composición 

adecuada y Microscopía de Fuerza Atómica (AFM). De esta manera se espera 

poder evaluar la localización de GAP-43 en el plano de la bicapa lipídica. Even-

tualmente se podrá estudiar el efecto sobre la localización de la proteína de la de-

palmitoilación con hidroxilamina, del tratamiento con MβCD para reducir el 

contenido de colesterol, y con detergente TX-100 para separar la fracción inso-

luble de la bicapa. 
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