
DISTRIBUCION DE ACIDOS GRASOS EN 
FOSFOINOSITIDOS DE MEMBRANA PLASMA TICA DE 

LEVADURA ( Saccharomyces carlsbergensis ) · 

T E 5 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

B 1 O L O G O 
P R E S E N T A: 

LEONARDO PEREA MARTINEZ 

1994 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



A mis padres, por darme el regalo de la vida 

A mis hermanos, por brindarme su amistad 

A mi esposa y a mis hijos, con mucho cariño 

A mis amigos y compañeros 

Al Dr. J. Víctor Calderón Salin:ls, por su apoyo y consejos 

A la Q.F.B. Elvira Rios Leal, del área de cromatografía del departamento de 

Biotecnologia del CINVEST AV, por su colaboraci6n en la realización de este trabajo. 



Este trabajo se realizó en el laboratorio 17 

del departamento de Bioquímica del Centro 

de Investigación y de Estudios Avanzados del 

Instituto Politécnico Nacional (CINVEST A V­

IPN), con la dirección del Dr. Jo~ Víctor 

Calderón Salinas, y fue apoyado parcialmente 

por el Consejo Nacional de Ciencia y 

Tecnología (CONACYT). 



11 Lo que estIi quieto se sostiene fácilmente; lo que no ha sucedido se puede resolver; 

lo frágil se rompe en seguida; lo pequeño se puede dispersar. Prevenir antes de que 

suceda y ordenar antes de la confusión. El árbol gigante nació de un gennen 

diminuto; la torre de nueve pisos dio comienzo por un ladrillo; un viaje de mil 

kilómetros .se inicia con un paso. No es raro que un hombre fracase cuando está a 

punto de conseguir el éxito. Cuidando del final tanto como del inicio ninguna obra 

se perdería 11 

Loo Tst 



INDICE 

Página 

Resumen .................................... . 

Introducción ...... .... ......... " ... .. . . . 2 

Antecedentes ... .......... . .... ....... ... ........ 9 

Objetivos .......... ..... .......... ... ........ .. . .. 13 

Estrategias .... o •.......•••••......•••• ••. ...•.• o.. 14 

Materiales y reactivos ... .. ......... . .......... 15 

Metodologfas .. .... " ........ .......... ", .... ... 16 

Resultados y análisis .... ............. ............ 22 

Discusión .. .................... ...... ....... .... 48 

Conclusiones ........... . . ............ 53 

lista de símbolos y abreviaturas .. .... ....... 54 

Bibliografía ................... . . . ....... 55 



RESUMEN 

Una de las propiedades que caracterizan a las membranas biológicas es la asimetría 

funcional y estructural entre sus caras externa e interna, inicialmente descrita para las 

proteínas y posteriormente en los lípidos. Estos últimos, por sus características, presentan 

ciertos problemas metodológicos que complican el estudio de su distribución 

transmembranaJ. 

En los estudios realizados sobre asimetrías de lípidos existen algunas 

contradicciones entre diferentes autores utilizando el mismo modelo experimental, 

principalmente en determinaciones indirectas. 

La mayoría de las determinaciones. realizadas en células animales, indican que 

existe una asimetrfa estructural entre los fosfolfpidos y algunos esfingolípidos 

(esfingomielina) de la cara externa e inlerna de la membrana plasmática. 

En el presente trabajo se propone una metodología para analizar la asimetría de los 

'cidos grasos de fosfatidilinositol de la membrana plasmáti ca de Saccharomyces 

car/sbergensis, utilizando una fosfolipasa tipo e, específica para este fosfoglicérido. y 

cromatografía de gases. 

De nuestros resultados se puede concluir que además de haber una asimetría de 

ácidos grasos, debida a la asimetría de los fosfolfpidos que integran , también existen 

diferencias en la composición de ácidos grasos del fosfatidilinosito l de la cara externa e 

interna de la membrana plasmática de levaduras . 



INTRODUCCION 

La membrana plasmática es una barrera semipermeable que separa a la célula de 

su medio, sin embargo, permite la entrada y salida de sustancias por medio de sistemas 

~pecfficos de transporte, regulando la composición iónica y molecular del medio 

intracelular. Por Olra parte, también controla el flujo de infomlaci6n entre células , por 

medio de receptores especfficos. 

La membrana plasmática está constituida por lípidos . protefnas y carbohidratos , 

los cuales pueden estar asociados como glicoproteinas, glicolípidos o proteolípidos. Los 

tres principales Ifpidos membranales son los fosfolípidos, los glicolípidos y el colesterol; 

de estos, s610 los fosfoUpidos y los glicolípidos contienen ácidos grasos. 

Los fosfoUpidos de las membranas se hallan ordenados en bicapas formando una 

matriz. En esta bicapa, las moléculas lipfdicas individuales pueden moverse lateralmente, 

dotando a la bicapa de fluidez y flexibilidad, además de una resistencia eléctrica elevada 

y de relativa impermeabilidad respecto a las moléculas muy polares (37) . 

Estructuralmente , los fosfolípidos pueden ser deri vados del glicerol 

(fosfoglicéridos) o de la esfingosina (esfingolípidos): un fosfogli cérido esta formado por 

una molécula de glicerol en la cual están unidas dos cadenas de ácidos grasos y un 

alcohol 

fosforilado. Los a1coholes que habitualmente contienen los 

fosfoglicéridos son: etanolamina, colina, glicerol e ¡nositol . los cuaks forman a los 

fosfollpidos correspondientes; en la figura 1 se muestra un esquema de los diferentes 

2 



alcoholes y de la colina estructurada como (os(oglicérido. 

De acuerdo a las propiedades fisicoqufmicas de sus grupos funcionales , los 

fosfolípidos son moléculas anfipáticas , esto es, moléculas que contienen regiones 

hidrofóbicas (cadenas alifáticas) y regiones hidrofí1icas (cabezas polares) . Esta propiedad 

de anfipatfa les permite organizarse en forma de bicapas, permitiendo que se tengan dos 

caras polares que verían ambos ambientes acuosos de la membrana y una región apolar 

intermedia, formando de esta manera , la estructura básica trilaminar de una membrana , 

tal y como se esquematiza en la fi gura 2, donde puede observarse la localización de las 

dos caras de la membrana. 

Los esfingolípidos contienen tres componentes básicos característicos: unesquelelo 

de esfingosina o de uno de sus derivados, una molécula de ácido graso y una cabeza 

polar, la cual, en algunos esfingolípidos, es muy grande y compleja. 

Además de los componentes anteriores, los triglicéridos son otro tipo de 

compuestos que contienen ácidos grasos, 3 ácidos grasos esterificados a glicerol: sin 

embargo. su concentración en la membrana plasmática es reducida. También existe una 

pequeña proporcion de ácidos grasos libres en las membranas biológicas. la membrana 

plasmática no es la excepción y contiene solamente el 0.4 % de ácidos grasos libres (26) . 

De manera que la mayor proporción de ácidos grasos en la membrana plasmática se 

encuentran esterificados en los fosfolípidos. 

Los análisis de la composición global de los ácidos grasos en los fosfolípidos. han 

mostrado que la longitud de cadena puede variar entre 14 y 24 átomos de carbono. siendo 
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Fi gura 1.- Estructura de los alcoholes que habitual me nte 
comien\!n los fos foglicéridos. 
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Figura 2.- Modelo de membrana donde pueden 
observarse las monocapas externa (ME) e 
interna (MI). 
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las de 16 Y 18 las mas comunes; asi mismo, se ha encontrado que el cociente de ácidos 

grasos saturados/no saturados es cercano a uno. 

Algunos autores han mostrado que diferentes grupos de fosfolípidos pueden tener 

diferente composición de ácidos grasos; por ejemplo, en eritrocitos humanos se ha 

encontrado que la fosfatiditserina (FS) y la fosfatiditetanolamina (FE) contienen mayor 

mlmero de ácidos grasos insaturados que la fosfatidílcolina y la esfingomielina (13,38). 

Lo anterior hace pensar que las modificaciones en la composición de ácidos grasos de los 

diferentes grupos de fosfollpidos podrían tener importancia no sólo estructural, sino 

también funcional . 

Los ácidos grasos que componen un fosfolípido tienen influencia sobre algunas 

propiedades características de la membrana plasmática, tal como la fluidez y la 

permeabilidad (40) . También se ha encontrado que los ácidos grasos participan en algunas 

funciones regulatorias de la membrana, como segundos mensajeros; tal es el caso del 

ácido araquidónico, un precursor de prostaglandinas, prostaciclinas y leucotrienos, 

moléculas de importancia en la regulación metabólica (39). 

Otra propiedad característica de las membranas biológicas es la asimetría entre sus 

dos caras; se sabe que funcionalmente ambas caras de la membrana son diferentes, y 

estudios recientes indican que tanto la composición de las proteínas como la de 

fosfolfpidos , difieren entre ambas caras de la membrana; es decir, que la asimetría 

funcional de la membrana tiene un sustento estructural. 

En estudios realizados con lipesomas se ha encontrado cierta dependencia de la 
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distribución externa-interna de los fosfolípidos con la densidad de carga y el tamano de 

la cabeza polar, además de las cadenas hidrocarbonadas. Debido a la configuración de 

los dobles enlaces, los fosfolfpidos con ácidos grasos insaturados tenderlan a predominar 

en la mollOC8pa menos compacta, según el equilibrio termodinámico (39); en las células, 

la compactación de la monocapa interna de la membrana plasmática no es tan 

pronunciada, debido a que no existe una gran curvatura de la membrana, dado por el 

tamaño de la misma. De cualquier manera, el que los ácidos grasos insaturados de los 

fosfolípidos tuvieran predominancia en la cara externa no podría explicar su empleo como 

segundos mensajeros, dado que las enzimas de degradación son intracelulares (39). 

Uno de los mecanismos que se ha propuesto para la formación de membranas 

asirnttricas es el movimiento transmembranal de los, Jfpidos, el cual se ha propuesto que 

puede ocurrir a travts de varios mecanismos: la traslocación simple, la traslocación 

facilitada o la traslocación activa, existiendo diferentes ejemplos en la literatura al 

respecto (13,18). La traslocación simple se explicaría por mecanismos puramente 

fisicoqufmicos y de gradiente, a diferencia de las traslocaciones facilitada y la activa, que 

involucraría proteinas encargadas del proceso de "f1ip-f1op· . En estos mecanismos no se 

conoce la participación de las cadenas hidrofóbicas de los fosfoUpidos , las cuales podrlan 

participar facilitando la translocación de ácidos grasos libres o confiriendo especificidad 

a las enzimas translocasas. 

Actualmente se tienen abundantes datos sobre la distribución asimétrica que 

presentan, en diferentes células, los aminofosfoUpidos {fosfatidilserina (FS) y 
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fosfatidiletanolamina (FE)): aunque menos contundentes, tambien se tienen algunos datos 

sobre la distribuci6n de fosfatidilcolina, fosfatid ilinositol, esfingolípidos y colesterol. 

En el caso de la distribuci6n que presentan los ácidos grasos en las membranas 

biol6gicas, s6lo se cuenta con evidencias muy indirectas. Dada la importancia estructural 

y funcional que estos componentes tienen, consideramos relevante estudiar la distribuci6n 

de los ácidos grasos en la membrana plasmática: en el presente trabajo se enfatiz6 sobre 

la distribuci6n de los ácidos grasos en el fosfatidilinositol de la membrana plasmatica de 

la levadura. 

Se utiliz6 a la levadura como modelo, debido a que es una célula que se maneja 

fácilmente, en cuanto a su crecimiento y a su curva de desarrollo; además de que se 

cuenta con datos recientes sobre su distribuci6n de fosfolfpidos membranales y. por otra 

parte, se tienen muy pocos datos sobre asimetrías mt"_mbranales de células con pared 

celular, como es el caso de las levaduras y células vegetales. Además, la levadura es una 

célula que tiene varios de los mecanismos que se presentan en eucariontes superiores, y 

es factible de se r analizada por med io de marcaje radioacti vo. como el del f6sforo 32. 

entre otros. 



ANTECEDENTES 

los fosfoJfpidos de las membranas biológicas ticnen una cOlllposidón d&rcll1e en 

su cara interna y externa. Esta organización asimélrica de los fosfolípidos fue primero 

reportada por Brelscher (7.8), en membranas de eritrocitos humanos y posteriormenle e n 

otras membranas biológicas. aunque muy poco se sabe sobre la asimetría de los lípidos 

en células vegetales (13). 

En eritrocitos, que es el modelo biológico mejor estudiado, los aminofosfolfpidos 

(FS y FE) se localizan principalmente en la cara interna de la membrana , mienlras que 

la fosfatidilcolina (Fe) y la esfingomielina (EM) se encuentran esencialmente en la cara 

externa (4,8,24,25 ,33). 

Adicionalmente a la asimetría en la distribución de los fosfo lípidos, también se ha 

reportado que existen cambios en las composiciones de ácidos grasos que forman a los 

diferentes fosfolípidos ; por ejemplo, Fe, EM y otros esfingolípidos muestran una menor 

proporción de ácidos grasos ¡nsaturados que FE y FS; estos últimos son ricos, 

particularmente , en ácido araquidónico (13.38). 

Por otra parte. dentro de una misma clase de fosfolípido se han e ncontrado 

diferencias en la composición de ácidos grasos entre el fosfolípido que se encuentra en 

la cara externa y el de la cara interna ; e n membranas de eritrocitos humanos se ha 

encontrado una distribución asimétrica de ácidos grasos en la EM (6); sin embargo, otros 

autores en el mismo sistema, no han encontrado diferencias entre la composición de los 

ácidos grasos de la FE externa con respecto a la interna (25). 
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Los estudios de fosfatidilinositol (FI), en cuanto a su distribución, han sido muy 

pocos, lo cual se debe en parte a la falta de estrategias de estudio adecuadas: en contraste, 

este fosfolfpido aniónico tiene gran importancia, no sólo COIllO respons;¡bk de la densidad 

de carga de superficie de las membranas, como se ha demostrado en levaduras (10), sino 

tambien por su vital papel como segundo mensajero en multiples respuestas hormonales 

y por la posibilidad que de sus ácidos grasos se generen proslaglandinas (39) . 

Las técnicas utilizadas para determinar la asimetría de los lípidos en las membranas 

biológicas comprenden: A) agentes químicos que no penetran la membrana plasmática, 

por ejemplo el trinitrobenceno sulfonalO (TNBS) o la fluorcscam ina (17,18 ,25); B) 

métodos inmunológicos (14,22); C) digestión con fosfolipasas (10,42,43) y D) métodos 

fisicoqufmicos, como resonancia magnética nuclear (3). Estas técnicas pueden tener 

diferentes utilidades, dependiendo del sistema y el fosfolfpido que se trata de estudiar; sin 

embargo, para FI , y menos aun para ácidos grasos de fosfolipidos, no se cue nta en la 

actualidad con una técnica adecuada, por lo cual seria de gran importancia desarrollar una 

estrategia experimental que permitiera resolver este problema. 

Frecuentemente, cuando un mismo sistema ha sido estudiado por varios 

laboratorios,los resultados difieren considerablemente, debido a: los problemas inherentes 

a las técnicas; lo variable que puede ser el estadio celular; las alteraciones de la 

permeabilidad de la membrana; la accesibilidad del compuesto y a los tiempos 

prolongados de reacción. Sin embargo, las diferentes técnicas son suceptiblcs de ser 

estandarizadas y de ofrecer una gama de resultados que, adecuadamente analizados, 
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constituyan un valioso ava nce en el estud io de la distribución de los componentes 

membra nales. 

La degradación enzirnática de los fos folipidos. con fosfo lipasas. es 1111;1 t":cnica 

usada ampliamente para determinar su distribución transmembranaL Las fosfolipasas tipo 

A, e y D, así como la e.sfingomielinasa, se han empleado con frecuencia para determinar 

topologías de diferentes fosfolípidos. 

Las fos folipasas son enzimas hidrolíticas que desdoblan las moléculas de 

fosfolípidos en sitios específi cos. Como las enzimas se consideran no permeables, se 

puede argumentar que la acción de las fosfolipasas en la membrana plasmática intacta se 

restringe a aquellos fosfolfpidos que están presenles en la cara externa de la membrana 

plasmática. 

Si bien los proouctos de hidrólisis de las fosfol ipasas pueden alterar la integridad 

de la membrana plasmática, con los controles adecuados, de los cambios de 

permeabilidad y estabilidad que pueda sufrir la membrana , se pueden obtener resultados 

cuanlitativos confiables. 

La mayorla de las fosfolipasas Plleden actllar contra cual quier fosfolípido. pero ('n 

general tienen mayor especificidad por la fosfatidilcolina . Sin embargo. existen 

fosfolipasas específicas . como la fosfolipasa tipo C específi ca para fosfatidilinositol. que 

actúa sobre el Fl y lo desdobla a diacilglicerol (DAG) e inositol-fosfato: esta enzima no 

actúa sobre la fosfatidi lcolina. lo que pe rmite tener mayor efi ciencia de hidrólisis sobre 

el FI y aleja la posibilidad de dañar la membrana con los productos de degradación. ya 
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que al limitarse el sustrato (el FI constituye menos del 15 % del total de los fosfolípidos) 

se autolimítan los productos (10). 

Recientemente, en nuestro laboratorio se han determinado las asimetrías de 

fosfolípidos (FS. FE y Fl) de levadura, utilizando agentes químicos y enzimáticos, 

encontrándose una mayor proporciÓn de FI en la cara externa de la membrana plasmMica 

y una menor proporcion de FS y de FE (lO); en este trabajo se involucrÓ a la densidad 

de carga de superficie y al potencial de superficie en la determinación de la asimetría de 

FI. Sin embargo, otros factores podrian estar involucrados. 

En el presente trabajo se trató de determinar la composiciÓn de ácidos grasos de 

los fosfoinositidos de la membrana plasmática de levadura (Saccharomyces 

carlsbergensis), utilizando la fosfolipasa e específica para Fl. para conocer la 

composición de ácidos grasos de FI en ambas caras de la membrana plasmática . 
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InPOTESIS 

Los ácidos grasos del rosratidilinositol di! la membrana plasmática se distribuyen 

asimo.! trica mcnlc. encontrándose los ¡nsatu rados preferentemente e n la cara int.:rna. 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar la composición y distribución de los ácidos grasos del fosfatidi linositol, 

de la membrana plasmática de levadura. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Cuanti ficar los ácidos grasos de membrana de Snccharolllyces cnr/sbergellsis. 

2) Conocer la distribución que lienen los ácidos grasos en la membrana plasmática con 

respecto al total de la célula. 

3) Conocer la distribución de ácidos grasos del fosfatidilinositol con respeclo a los otros 

fosfoglicéridos de la membrana plasmática. 

4) Determinar la distribución de ácidos grasos en el foafalidilinositol de las caras externa 

e inte rna de la membrana plasmática. 
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ESTRATEGIAS 

Para analizar los ácidos grasos de la membrana plasmática de levadura se retirará 

primero la pared celular por digestión enzimática con lilicua y posteriormente la 

membrana plasmática de los protoplastos se purificará por el mttodo de Patton, y cols. 

(2). Para determinar la composición de los fosfolfpidos se emplearAn células crecidas con 

n p_pi. La composición de los ácidos grasos del FI interno y externo se estudiará 

empleando la fosfolipasa C. específica para fosfatidilinositol, cuantificando los ácidos 

grasos en el diacilglicerol generado y el fosfatidilinositol residual. Los ácidos grasos seran 

determinados con cromatografía de gases. 
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MATERIALES y REACTIVOS 

La cepa de Saccharomyces carlsbergellsis (ATCC -90S0) S<; obtuvo del cepario del 

departamento de Biotecnología del Centro de Investigación y Estudios Avanzados dellPN 

(CINVESTAV). El :UP-Pi como ácido ortofosf6rico. fue obtenido de New England 

Research. Los solventes orgánicos: cloroformo, metanol y ácido acético se compraron en 

E. Merck y Balc:er; la ¡iticasa en Lakeside B; y la fosfolipasa C. especifica para 

foafatidilinositol , en Sigma, J .T. Las placas para cromatografía en capa tina se elaboraron 

con siliea gel-G60 de Merck; el análisis de ácidos grasos se realizó en el laboratorio de 

cromatografía de gases del departamento de Biotecnología del CINVEST A V, en un 

cromalógrafo de gas, modelo HewleU- Packard 571OA. En todos los casos se utilizaron 

los estándares adecuados (Lakeside B.). 
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METODOLOGIAS 

Cultivo de levaduras. 

Las levaduras se cultivaron durante 12 horas en un medio de cultivo que tenía: 

caldo de cultivo 8 gil; eltlracto de levadura 3 gIl Y maltosa 5 gil. Se subcuhivaron en el 

mismo medio durante 6 horas antes de emplearlas, en algunos casos, en presencia de 5 

#le; de IIp_Pi. para marcar uniformemente los fosfolfpidos. 

Formación de protoplastos. 

El cultivo de levaduras se lav6 una vez con amortiguador de fosfatos de potasio 

50 mM y azida de sodio 5 mM a pH de 7.5. Después se centrifugó a 500xg por 5 min 

y el precipitado de levaduras se resuspendi6 en amortiguador de fosfatos de potaSio 50 

mM , 2-mercaptoetanol 10 mM y sorbital I M, a pH de 7.5, para tener ulla suspensión 

de células con una absorbancia de 0.8, a 600 nm . En seguida se agregaron 90 U de 

liticasa (0 .3 % del volumen final de la suspensión de células) y se incubó a 37°C durante 

30 min . Posteriormente se centrifugó (500xg por 5 min) y los esferoplastos se lavaron dos 

veces con sorbitol 1 M. 

Purificación de membrana plasm¡Uica. 

Los protoplastos se lavaron dos veces con amortiguador de fosfatos de potasio 50 

mM y sorbitol I M, centrifugando a 500xg durante 5 min .; e l precipitado se resuspendió 
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agregando gota a gota un amortiguador de fosfatos 50 mM con concanavalina-A (3.5 

mg/g cd .). agitando suavemente. y se dejaron reposar 10 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente se centrifugó a 500xg por 5 min; se realizaron dos lavados con 

amortiguador y concanavalina, y se resuspendió en amortiguador de lisis: Pipes 5 mM 

y EDTA 2 mM a pH de 7.5 (50 01113 g cel. ). Los protoplastos se homogenizaron en baño 

de hielo sonicando 5 ciclos de 30 seg. a 60 watts y el lisado se centrifugÓ a baja 

velocidad (lOOxg durante 5 min) para separar las células que pudieran haber quedado 

intactas. 

El sobrenadante se centrifugó a 1500xg a 4°C durante 15 min o El precipitado 

conteniendo las membranas plasmáticas se incubó con cloroforrno-metanot 1: I (v/v) para 

extraer los Iípidos de la membrana plasmática e hidrolizar y analizar sus ácidos grasos, 

o bien. para separar los diferentes fosfolfpidos y el diacilglicerol. Una alicuota de este 

precipitado también se empleó para determinar la pureza de esta membrana. 

Actividad de la fosfolipasa e especifica para FI. 

Para fosfolípidos aislados se realizÓ el sigu iente ensayo: la mezcla de reacción fue 

fomada por O. I mi de enzima (1 Vl /ml ), I mI de desoxicolato 0.8 %. 0.2 mI de borato 

de sodio 100 mM , pH 7.0 Y 0 . 1 mi de una emulsión de fosfolfpidos 10 mM. Se incubÓ 

por 20 mino a 37°C. La reacciÓn se detuvo con 2.5 mI de cloroformo- metanol-HCI 

(66:3 .3:0 .1 v/v/v). Las fases se separaron y en la fase acuosa se cuantificó fosfato 

(inorgánico o radioactivo) y en la fase del solvente se analizaron los fosfolípidos por 
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cromatografía y se cuantificó la radioactividad asociada. 

La reacción en las células se llevó a cabo de la siguiente manera: las células 

previamente marcadas con )lP_Pi (O.I~Cjjml) se trataron con lilicasa para obtener los 

protoplastos, los cuales se lavaron en: tris·borato 20 mM y sorbitol I M a pH de 7.0; se 

resuspendieron en el mismo amortiguador y se incubaron a 36°C con 1-2 Ul de 

fosfolipasa e por 20 min; la reacción se detuvo con TeA AL 10 %: de la pastilla, 

obtenida centrifugando a lOOxg por 10 min ., se extrajeron, separaron y cuantificaron los 

fosfolípidos por cromatografia de capa fina y la radioactividad asociada. 

Extracción de lIpidos. método 1 

A las pastillas obtenidas en cada caso se agregaron 10 volúmenes de c1oroformo­

metanol (1: I v/v), y se mezcló con agitación mecánica por dos mino Luego se incubó 

durante una hora con agitación suave y se centrifugó por 10 min a 500xg; se colectaron 

los solventes en otro tubo y se agregaron 5 mI de c1ororormo y 3 mi de agua, se mezcló 

con agitación mecánica y se centrifugó durante 5 min a 500xg desechándose la fase 

acuosa. La fase del solvente se purificó agregando 4 mi de c1oroformo-melanol-agua 

(3:48:47 v/v/v) , mezclando con agitación mecánica, centrifugando 1 min a 500xg y 

removiendo la fase acuosa. 

Método 11 

Las levaduras se lavaron 2 veces con agua y después se agregaron 5 mi de ácido 
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tricloro.acélico a130% , resuspendiendo las células con agitación mecánica, centri fugando 

(500xg por 5 min.) y desechando el sobrenadante . 

La pastilla se incubó con 3 101 de metanol por 15 min a 50 oC , luego se agregaron 

6 mi de cloroformo incubando otras 2 horas a 40 oC. Posteriormente se separó la fracción 

sólida con un filtro whatman no. l . 

Al filtrado se agregaron 5 101 de c1oroformo.melanol 2: 1 v/v y 5 mI de KCI 2M 

(con unas gotas de HCI); se separó la fase acuosa después de centrifugar (500xg por 5 

min) y se realizó un lavado con 3 mi de cloroformo-metanol (2: I v/v) , centrifugando 

(500xg por 5 min) y separando la fase acuosa. 

Cromatografla en capa fina. 

El extracto lipídico se secó bajo una corriente ligera de nitrógeno y se aplicó a una 

placa cromalográfica para separar las diferentes fracciones lipídicas por corrimiento 

bidimensional ; primer dimensión: cloroformo·metanol-agua (65:25:4 v/v/v): segunda 

dimensión: cloroformo-metanol+ácido acético.agua (85 :20:8:4 por volumen). Los 

fosfoUpidos y el diacilglicerol se identificaron con vapores de iodo, se rasparon de la 

placa y se recuperaron con cloroformo.metanol (2: 1 v/v), identificándolos con estándares 

y reacciones características (22). En la figura 3 se muestra un cromalograma de la 

separación del diacilglicerol. 
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Cuantificación de la radioactividad. 

Para medir la radioactividad asociada a los fosfolfpidos, estos se suspendieron en 

200 /.d de cloroformo y se tomaron 10 1'1 para cuantificar la radioactividad asociada, 

usando aquasol y detectando en un contador de centelleo líquido l.S6000 TA. 

Cuantificación de ácidos grasos 

Una alicuota de fosfolfpidos, o los lípidos recuperados de las pastillas, se 

hidrolizaron para transmetilar los ácidos grasos con 0 .5 M de hidróx ido de sod io y 

trifluoruro de boro al 14 % en metano!. incubando a 7fJ'C durante una hora (1) . Los 

ésteres metilados de ácidos grasos se aplicaron a un cromatógrafo de gas modelo Hewlett ­

Packard 5710A. con columna FFAP 15 % Chromasorb HP SO/ 120m, bajo las siguientes 

condiciones: temperatura de inyector 25fJ'C: temperatura de columna 235"C-8 min­

I°C/min-245"C-1O min; temperatura de detector de ionización de flama 300"C; flujo de 

nitrógeno: 28 ml/mi n. La recuperación del estandar interno (C20:0 araquidato) fue del 

85.2-99.7 %. 
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Figura 3.- Cromatograma que muestra la separacón 
del diacilglicerol (DAG). 
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RESULTADOS y ANALISIS 

Extracción de lípidos. 

La composición de ácidos grasos en la membrana plasmática (MP) depende, 

inicialmente. de la distribución que en ésta presenten los fosfolfpidos , ya que en ellos se 

encuentra la mayor parte de los ácidos grasos que estructuran la membrana. 

En estudios previos, realizados en nuestro laboratorio, con levaduras 

(Saccharomyces carlsbergensis), se ha encontrado que los fosfolípidos mcmbranalcs: 

fosfatidilserina (FS) , fosfatidiletanolamina (FE) y fosfatidi linositol (FI), tienen una 

distribución asimétrica, como se muestra en la tabla 1, lomada de un trabajo anterior 

(10) . Los aminofosfolípidos (FE y FS). al igual que el FI, se encuentran notablemente 

sesgados hacia la monocapa interna de la membrana plasmática. 

Dado que el interés de este estudio es el análisis de la asimetría de ácidos grasos 

de fosfolípidos se tuvo mucho cuidado en el proceso de extracción y cuantificación de los 

ácidos grasos. 

Para poder cuantificar los ácidos grasos de los fosfolipidos de la MP se estandarizó 

la técnica de extracción de Iípidos, lo cual se llevó a cabo comparando básicamente dos 

métodos; los resultados se muestran en las tablas 2 y 3. donde se presentan las 

recuperaciones de los métodos de extracciÓn cuantificados por el 12p_Pi asociado a los 

fosfolípidos. Como puede observarse en las tablas, el porcentaje de recuperaciÓn de 

lfpidos fue de 57.51 % Y 29.86 % para el método I y 11 respectivamente. Por lo cual. el 
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TABLA 1. - Asimetría de fosfolípidos de la membrana plasmática de levadura. 

% de fosfolípidos % de fosfolípidos 

Fosfolípido Cara externa Cara interna 

FI 14.5 85 .5 

FS 10.3 89 .7 

FE 14.6 85 .4 

Datos tomados de la referencia 10. 
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TABLA 2.- Recuperación de fosfolípidos con el método de extracción l. 

Fracción c.p.m. % de recuperación 

Acuosoluble 17151 22.11 

Sobrenadante l 11474 14.79 

Sobrenadante 2 4334 5 .58 

Extracto lipídico 44609 57 .51 

El método de extracción 1 consiste en incubar con agitación por una hora con cloroformo­
metanol 1: 1 y lavar el extracto lipídico. La cuantificación se realizó con 32P-Pi en las 
diferentes fracciones. Se muestran los resultados de un experimento representativo. 

TABLA 3. - Recuperación de fosfolípidos con el método de extracción 11 . 

Fracción c. p .m. % de recuperación 

Acuosoluble 34040 29.82 

Sobrenadante 1 34080 29.86 

Sobrenadante 2 10410 9 . 12 

Extracto lipídico 35600 29.86 

El método de extracción 11 consiste en incubar durante 2 horas con cloroformo-metano) 
2: 1 y, junto con estos solventes, hacer un lavado con KCI ácido. La cuantificación se 
realizó con 32P-Pi en las diferentes fracciones.Se muestran los resultados de un 
experimento representativo. 
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metodo I (modificado de Fo1ch) (15) , resultó finalme nte 

el mas efectivo, debido a que se obtuvo el mayor porcentaje de recuperación de 

fosfolípidos . con un error eslandar menor del 5 %. Es posible lograr una mayor eficiencia 

en la extracción con procedimientos de recuperación y reextracción. sin embargo. la 

reproducibilidad disminuye notablemente (desviación estanclar de hasta un 35 %). 

La recuperación de fosfolípidos también podría aumentarse si se reduce la cantidad 

de lavados de la muestra, sin embargo, en este tipo de trabajos se requiere que la muestra 

esté lo mas pura posible, ya que la presencia de otros componentes podría modificar 

notablemente los resultados. 

Obtención de pl"otoplastos. 

Dado que la base de la separación de ácidos grasos del FI de la monocapa externa 

requiere el empleo de una enzima que ataque a este fosfolíp ido, es indispensable que ésta 

tenga acceso a la mayor parte posible del FI externo, para lo cual es necesario retirar la 

pared celular, esto es, formar protoplastos . 

La formación de proloplaslos se realizó con la enzima liticasa. que ataca la pared 

celular. Para conocer la eficiencia de formación de proloplastos se determinó la actividad 

de la ¡iticasa con el método de choque osmótico, en el cual se realiza un ensayo con y sin 

estabilizador osmótico (sorbitol 1M); basándonos en el hecho de que ¡as levaduras sin 

pared se rompen al disminuir la osmolaridad, pero quedan íntegras al mantener la 

osmolaridad con sorbitol. las rupturas pueden ser evaluadas por la disminución de la 
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dispersión óptica a una longitud de onda de 6OOnm. 

En la tabla 4 se muestran los resultados de los ensayos correspondientes; como se 

puede observar en la tabla , el agregar sorbitol permite que se estabilice el protoplaslo y 

sólo una parte de estos se rompen. La eficiencia en la formación de proloplaslos se 

calculó en un 80%. por lo que esta preparación nos permite hacer los experimentos de 

manera confiable . 

Purificación de membrana plasmática. 

El ¡nleres del presente trabajo se centra en el conocimiento de la asimetría de los 

ácidos grasos que constituyen el Fl de la membrana plasmática. par" lo cual se tiene que 

lener una referencia de la composición de Fl y de los ácidos grasos asociados a este 

fosfolfpido en tal membrana . 

Para poder obtener resultados cuantitativos confiables se analizó la pureza de la 

membrana plasmática aislada, midiendo la actividad de las enzimas características de los 

sistemas membranales contaminantes mas frecuentes: los resultados de este estudio se 

muestran en la tabla 5, en la cual puede observarse que la actividad de ATPasa de 

Na ·/K~ se nsible a vanadato, enzima que es exclusiva de la membrana plasmática, 

presentó un porcentaje de 71.2 ± 10.2 (promedio y desviacion eSlandar) en nuestro 

purificado: mientras que la actividad de otras enzimas de naturaleza microsomal (a· 

manosidasa) o mitocondrial (N ADP-CiLC red uct8sa) fue de menos del 10% en nuestra 

preparación, con respecto al lotal . Estos resultados concuerdan con otros autores que han 
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TABLA 4.- Obtención de los protoplastos . 

-

Tiempo o 15 30 45 
(min) 

Sorbitol - 0.894 l 0.478 0.311 0.236 
Liticasa + ± 0.007 ± 0.014 ± 0.017 ± 0.011 

Sorbitol - 0.898 0.886 0.872 0.870 
Liticasa + ± 0.002 ± 0.012 ± 0.011 ± 0.014 

Sorbitol + 0.906 0.894 0.904 0.890 
Liticasa - ± 0.004 ± 0.008 ± 0.011 ± 0.01 

Sorbitol + 0.806 0.726 0.659 0.620 
Liticasa - ± 0.001 ± 0.023 ± 0.029 ± 0.025 

Los datos muestran la absorbancia a 600 nm de las muestras en diferentes condiciones 
y tiempos de incubación. El sorbitol se empleó a 1 M y se emplearon 90 U de liticasa. 
Se muestra el promedio de un experimento representativo por triplicado. 
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TABLA 5.- Parámetros de la purificación de la membrana plasmática. 

Parametro % con respecto al homogenado total 

Proteína 7.4 ± l.9 

Lipidos 36.2 ± 6.1 

ATPasa (sensible a vanadato) 71.2 ± 10.2 

a-Manosidasa 5.3 ± 4.1 

NADP-Cit.C reductasa 14.1±9.0 

La membrana plasmática purificada se comparó con las células íntegras en los diferentes 
parámetros. Se muestra el promedio y la desviación estándar de por lo menos 3 
determinaciones por triplicado. 
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empleado la misma técnica de purificación, coincid iendo que los resultados son lo 

suficientemente aceptahles para hacer los cálculos correspondientes (21 .27). 

Cuanlificación de ácidos grasos 

Los ¡leidos grasos de los fosfolíp idos fueron cuantifi cados por cromatografía de 

gases, después de una hidrólisis alcalina para desesterificar y derivatizar. En la tabla 6 

se muestran los da ws de los ácidos grasos de los fosfolípidos totales de diferentes 

fracciones. En general , se puede observar que existen ácidos grasos de enl rc 14 y 22 

carbones, predominando los de 16 y 18 carbones (CI6 y CI8) . 

El análisis de los ácidos grasos en células íntegras, protoplastos y membrana 

plasmática. mostró que sólo existen diferenci as discretas entre sus composiciones , siendo 

mas sobresalientes en el ácido graso saturado C16:0 y el ácido graso ¡nsaturado C18:1. 

En general. los datos que obtuvi mos son concordantes con los datos generales de la 

literatura (13,26). 

En la tabla 6 ta mbién se puede observar que el porcentaje de los ácido~ grasos 

¡nsaturados de la membrana plasmálica tiene valores que son cercanos a una distribución 

equitativa con respecto a los ácidos grasos saturados, siendo el cociente de saturados/no 

saturados de 1.04; en protoplastos y células íntegras esta relación es de 1.29 y 0.80. 

respectivamente. 

En la figura 4. se muestran los datos de la tabla anterior graticados corno la 

proporción de ácidos grasos ¡nsaturados totales en las diferentes fracc iones: en la figura 
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TABLA 6.- Composición de ácidos grasos de diferentes fracciones . 

Acidos graso Células 
1 

Protoplastos Membrana 
íntegras 1 plasmática 

Cl4:0 0.51 0.73 0.69 

C16:0 26.60 33. 12 30.04 

C16:1 3.14 3.75 2.92 

Cl8:0 15. l l 19.06 16.99 

Cl8:1 23 .21 18.86 21 .08 

Cl8 :2 27.42 19.27 23.11 

Cl8:3 0.51 0.21 0.31 

C20:0 0.52 0.69 0.64 

C22:0 0.90 1.02 0.93 

Rel. sat/insat 0.80 1.30 1.04 

Los ácidos grasos fueron desesterificados de los fosfolípidos y cuantificados con 
cromatografía de gases. Se muestran los resultados de un experimento representativo. 
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Figura 4.- Porcentaje de ácidos grasos insaturados 
totales de diferentes fracciones (CJ = células 
íntegras , P = protoplastos y MP= Membrana 
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Los datos de esta figura se tomaron de Ja tabla 6. 
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se puede observar que las células íntegras tienen un incremento en la proporción de 

ácidos grasos ¡nsaturados con respecto a los de la membrana plasmática, y sobre todo, 

esta diferencia es aún mayor con los protoplastos. Las diferencias entre las células 

íntegras y los protoplastos se pueden explicar como un ajuste metabólico que se logra al 

estar retirando la pared celular, sin embargo, esta es sólo una explicación especulativa. 

Una vez determinada la proporción de ácidos grasos en el total de fosfolípidos de 

las diferentcs fracciones, se procedió a estudiar la distribución de ácidos grasos en los 

diferentes fosfolípidos . los datos se muestran en la figura 5; como se puede observar, no 

existen diferencias sjgnjficaliva.~ en la composición de ácidos grasos entre los diferentes 

fosfolípidos del protoplasto. 

Sin embargo. a diferencia de la distribución encontrada en los protoplaslos, cuando 

se estudió el contenido de ácidos grasos insaturados en los fosfolipídos provenientes de 

la membrana plasmática. se encontró que FS y FI presentan una mayor cantidad de ácidos 

grasos ¡nsaturados que la FE y Fe, rebasando ambos el 50% del total de ácidos grasos 

(figura 6). E~tos result<ldos indica n que existe un enriqueci miento real de ácidos grasos 

¡nsaturados en FS y FI de la membrana plasmática; enriquecimiento que no es posible 

observar cuando se analizan las membranas totales en células completas o protoplaslos . 

Cabe mencionar que el FT y la FS panicipan en funciones y propiedades 

especffi cas de la membrana plasmática. tanto en su cara externa como en la interna. por 

lo que podríamos pensar en que esta distribución de ácidos grasos ¡nsaturados, responde 

a funciones especfficas de estos fos folípidos en la membrana plasmática. 
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Figura 5.- Porcentaje de ácidos grasos insaturados 
en fosfolípidos de protoplastos. 
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Los ácidos grasos de los fosfolípidos se cuantificaron 
por cromatografía de gases. Se muestra el promedio 
y la desviación estandar de por lo menos 3 
determinaciones por dupl icado. 
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Figura 6. - Porcentaje de ácidos grasos insaturados 
en fosfolípidos de membrana plasmática. 
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Los ácidos grasos de los fosfolfpidos se cuantificaron 
por cromatografía de gases. Se muestra el promedio 
y la desviación estandar de por lo menos 3 
determinpor duplicado. 

34 



Si se analiza mas detenidamente la composición de icidos grasos en FI, podemos 

observar (figura 7) que el porcentaje de ácidos grasos insaturados en el FI de la 

membrana plasmática aislada es un 20% mayor que en el total de las membranas (en 

protoplastos). Un discreto y no significativo incremento en la cantidad de ácidos grasos 

insaturados tambil!n se puede observar en FS, FE y Fe de la membrana plasmática, con 

respecto al total de las membranas (figura 8), lo cual indica que existe una tendencia 

general de los fosfoUpidos a presentar una mayor proporción de ácidos grasos insaturados 

en la membrana plasmática, diferencia que sólo es significativa para FI. 

El predominio de los ácidos grasos ¡nsaturados en la membrana plasmática tiene 

varias ventajas; en primer lugar, le da una mayor fluidez , lo cuaJ favorece el movimiento 

lateral de sus componentes, principalmente proteínas. Aunque esta interpretación deberla 

de ser contrastada con otros estudios, debido a que los ácidos grasos no son los únicos 

componentes que pueden influir en esta propiedad, ya que la fluidez también puede ser 

influenciada por el colesterol, las mismas proteínas y las cabezas polares de los 

fosfolípidos (39,40). 

Distribución de lkidos ¡rasos en n de la membrana plasmática. 

Una vez determinada la composición de los diferentes fosfolfpidos de la membrana 

plasmática, estuvimos en condiciones de estudiar cuál era la distribución de ácidos grasos 

del FI en la membrana plasmática. Para esto se realizaron ensayos con fosfolipasa e, 

específica para FI, pensando en que la enzima, al no poder penetrar al interior del 
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Figura 7. - Porcentaje de ácidos grasos insaturados 
del fosfatidilinositol de protoplastos y membrana 
plasmática . 
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Figura 8.- Porcentaje de ácidos grasos insaturados 
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protoplasto, tendrfa que atacar solamente el FI de la cara externa de la membrana 

plasmática. 

La anterior aseveraciÓn es posible de aceptar si se demuestra que las células no 

alteran su permeabilidad; en la tabla 7 se muestran resultados que indican que la 

pemleabilidad celular no es afectada durante la acciÓn de la fosfolipasa-C. ya que, como 

se muestra en esta tabla. la salida de K+, fosfatos y proteínas es mínima y comparable 

al control en los protoplaslos tntados con la fosfolipasa C, 

La canlidad de enzima y las condiciones del ensayo fueron similares a las 

empleadas en los trabajos previos del laboratorio, sin embargo, como se muestra en la 

tabla 8, la degradación de FI que se logró en células integras)' en proloplaslos fue mayor 

en estos últinlOs, como era de esperarse. La degradación de FI es casi un 30% mayor en 

protoplaslos que en células íntegras, lo cual está delenninado por la accesibi lidad de la 

enzima al protoplaslo. 

El empleo de la fosfolipasa e, específica para FI, para cuantificar el contenido de 

ácidos grasos en FI de la cara externa de la membrana plasmátic:l, se basa en principio 

en la posibilidad de separar el FI de la cara externa e interna y cuantificar los ácidos 

grasos que contienen. En nuestro sistema, la acción de la fosfolipa~a e degrada el FI y 

forma diacilglicerol e inositol fosfato , quedando los ácidos grasos en el diacilglicerol, 

como se muestra en la siguiente reacción: 

FI + H20 --- 1,2-diacilglicerol + D-myo-inositol-fosfato 
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TABLA 7. - Permeabilidad de los protoplastos después de la actividad de las fosfolipasas. 

Compuesto liberado al medio externo 

K+ H3P04 Peptidos 

(pmolas/ml) (pmolas/ml) (µg/ml) 

Control 2.4 ± 0.04 1.8 ± 0.10 0 .7 ± 0.02 

Fosfolipasa C 2.9 ± 0.07 2.1 ± 0.22 1.1 ± 0.09 

Fosfolipasa A2 98 .9 ± 10.8 75 .5 ± 6.98 15 . I ± 1.8 

El control son protoplastos sin tratamiento, la incubación con fosfolipasa C específica 

para FI (1 µg/ml) y con fosfolipasa A2 (2 µglml), se realizó por 40 min, después de los 

cuales se centrifugó y en una alícuota del sobrenadante se determinó potasio con 

espectrofotometría, fosfatos con radioactividad y péptidos con espectrofotometría. Se 

muestra el promedio y la desviación estandar de 3 experimentos por triplicado. 
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TABLA 8.- Actividad de la fosfolipasa C específica para FI en células íntegras y en 

protoplastos . 

FI transformado 

Células íntegras 2.82 ± 0.20 

Protoplastos 3.89 ± 0.29 

Las células o los protoplastos fueron ajustados a 10 millones/mi, la fosfolipasa se empleó 

en ambos casos a 10 U/mi, el resultado se expresó como la cantidad de FI que 

desapareció del ensayo comparado con un control sin enzima. Se muestra el promedio y 

la desviación estandar de tres experimentos por duplicado. 
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Con una actividad extensiva de la fosfolipasa tendríamos que el FI que quedara en 

la membrana plasmática, seria el FI de la cara inlerna de la membrana, el cual podría ser 

extraído e hidrolizado para conocer el contenido de sus ácidos grasos . 

Por otro lado, el diacilglicerol que se encuentre seria el resultado del FI atacado, 

esto es. el PI externo, por lo que los ácidos graso del diacilglicerol representarían los 

ácidos grasos del PI externo. El diacilglicerol separado por cromatografía en capa fina 

y recuperado con cloroformo-metanol, se pudo fraccionar en sus dos cadenas de ácidos 

grasos y un glicerol. por medio de una hidrólisi s alcalina . De esta mancra se pudo 

cuantificar los ácidos grasos del FI de la cara externa. 

Al analizar los ácidos grasos totales del fosfa t idili l1Q.~ itol en la membrana 

plasmática se restaron los obtenidos a partir del diaci lglicerol para obtencr los ácidos 

grasos totales de la monocapa interna del FI. de tal manera que los ácidos grasos 

detectados en el diacilgl icerol deben coincidir con los ácidos grasos que se pierden en el 

FI residual de la reacción de la fosfolipasa C. 

Los resultados de los experimentos anteriormente analizados se mue!itran en la 

figura 9. donde se puede observar que ex iste una relación inversa. casi estequiométrica, 

entre la cantidad de diacilglicerol que aparece con la cantidad que desaparece de FI. 

La tabla 9 nos muestra la distribución de ácidos grasos en el FI de las monocapas 

externa e interna de la membrana plasmática; como puede observarse, el FI de la 

monocapa interna presentÓ un mayor porcentaje de ácidos grasos insaturados con respecto 

al FI de la cara externa. En general, los ácidos grasos saturados (C I4:0, C16:0, CI8:0. 
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Figura 9.- Cantidad de fosfatidilinositol (FI) hidrolizado 
y diacilglicerol (DG) formado a diferentes tiempos de 
acción de la fosfolipasa C, específica para FI. 
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TABLA 9.- Composición de ácidos grasos en el FI externo e interno de la membrana 
plasmática de levaduras. 

Acido graso FI externo FI interno 

Cl4:0 1.44 0.38 

Cl6:0 38.12 18 .04 

Cl6:1 1.19 4.92 

Cl8 :0 20.04 10.33 

Cl8:1 15.12 29.55 

Cl8:2 16 .94 30.88 

C20:0 1.88 0 .27 

1 
C22:0 2.17 0.42 

El FI externo fue cuantificado del diacilglicerol después de la actividad de la fosfolipasa 
C específica para FI. Los ácidos grasos fueron cuantificados por cromatografía de gases. 
Se muestran los resultados de un experimento representativo. 
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C20:0 y C22:0) se presentaron de 2 a 6 veces incrementados en el FI de la monocapa 

externa, mienlras que en el FI de la monocapa interna los insaturado~ (e 16: l. e 18: 1 y 

CI8:2) tienen un porcentaje 2 a;\ veces mayor que en el FI extano. 

Es importante resaltar que el hecho encontrado en la tabla anterior y remarcado 

en la figura lO, con respecto a la distribución de ácidos grasos ¡nsaturados entre FI de 

ambas monocapas de la membrana plasmática, no es un efecto de la distribución 

asi métrica del F1, que en este trabajo y en trabajos previos del laboralOrio se ha 

postulado. Cuando realizamos la corrc(,;ción de la distribución asimétrica de FI 

inlerno/externo. encontramos (figu ra 11) que la distribución de ácidos grasos insaturados 

está notablemente a favor del FI interno, lo cual indica que el FI interno contiene mas 

ácidos grasos insaturados que el FI externo de la membrana plasmática de levadura. 

No sabemos cuál es la composición de ácidos grasos del resto de los fosfolipidos 

(FE . FS y FC) , sin embargo, si consideramos que también podrían presentar una 

distribución asimétrica de sus ácidos grasos, la mayor cantidad de ácidos grasos saturados 

en la monocapa externa podría dar a la membrana plasmática la rigidez y el soporte 

necesarios para mantener la individualidad necesaria de su entorno. C0l110 medio efc(,;tivo 

de evitar la entrada de macromoléculas que pudieran afectar a la célula; y por otro lado. 

al mantenerse una mayor proporción de ácidos grasos ¡nsaturados en la monocapa interna 

se asegurarla una constante disponibilidad de ácidos grasos que contribuyan a la 

formación de segundos mensajeros u hormonas, ya que estos elementos se forman a partir 

de derivados de ácidos grasos insaturados, principalmente, como el araquidonato y el 
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palmitolalO. 
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Figura 10.- Porcentaje de ácidos grasos insaturados 
del fosfatidilinositol de las monocapas de la 
membrana plasmática. 

'°º1 
so L MONOCAPA 

INTERNA 

60 f-
1 

40 ~ MONOCAPA 
EXTERNA 

1 

20 r 
o 

Los datos de esta figura se tomaron de la tabla 9 . 
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Figura 11.- Porcentaje de ácidos grasos insaturados 
del fosfatidilinositol de las monocapas de la 
membrana plasmática. 
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Los datos de esta figura se tomaron de la tabla 9 
y se corrigieron tomando en cuenta la asimetría 
que presenta el fosfatidilinositol en la ' 
membrana plasmática de levadura . 
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DISCUSION 

Las lluevas técnicas bioquímicas de análi _~ i s aplicadlls al estudio de la célula y sus 

componentes han cambiado la idea simpl ista que se tenía de la membra na plasmáti..:a . ..:n 

el sentido de pensar e n ésta como una estructura que separa dos compartime nlOs; e n la 

actualidad se piensa en la membrana plasmática como un mediador dinámico altamente 

sofisticado entre el citoplasma y el medio externo de la célula. 

Los ácidos grasos son moléculas muy importantes en la membrana plasmática, en 

diferentes aspectos: como componentes de los fosfolípidos y glicolípidos. como moléculas 

energéticas y como precursores de hormonas o mensajeros intracelulares; así mi smo, los 

ácidos grasos libres y esterificados pueden mooificar de manera importante las 

propiedades estructurales de la membrana, y podrfan también mooificar algunas 

capacidades funcionales dependientes de estos ácidos. 

El análisis cuantitativo de los componentes estructurales. de la célula en general. 

y particularmente de la membrana plasmática. implica varios problemas metooológicos. 

lo cual ha hecho difícil el estudio de la participación de estos eleme ntos en la fisiologfa 

de la membrana. Dentro de estos problemas tenemos la extracción. la identifi cación y la 

cuantificación de sus componentes; estos problemas se multiplican cuando queremos 

estudiar la distribución asimétrica de estos elementos. eSla t!s la razón por lo cual pocos 

trabajos existen al repecto. 

En el presente trabajo nos interesó conocer la distribució n de los ácidos grasos de 

FI entre la cara externa y la interna de la membrana plasmática. para lo cual formamos 
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protoplastos que se hicieron reaccionar con una fosfolipasa e, específica para FI. en la 

cara externa, cuantifidtndose los ácidos grasos en la cara externa (en el diacilglicerol 

resultante de la reacción) y en la cara interna (en el FI residual de la membrana 

plasmática). 

Con el empleo de esta estrategia experimental, aplicada con los controles 

adecuados, fuimos capaces de conocer la composición y distribución de los ácidos grasos 

en el FI de lá membrana plasmática. 

Esta distribución asimétrica que presentaron los ácidos grasos de el FI podría estar 

implicada en algunas propiedades de la membrana ; sin embargo, es importante mencionar 

que la insaturación de los ácidos grasos no es la única característica que define las 

propiedades de la membrana; la longitud de cadena. la posición y número de los dobles 

enlaces también definen gran parte de la estructura y función de las membranas . La 

función primaria de los ácidos grasos insaturados. en general. es la de proveer una fase 

flu ida para que las proteínas puedan funcionar óptimamente (40), lo cua l es una propiedad 

de gran imortancia. 

La participación e importancia que especulamos podrían tener los ácidos grasos de 

FI en la cara interna de la membrana plasmática, se verla reforzada si otros fosfo1fpidos 

presentaran la misma asimetría de ácidos grasos; estudios en nuestro laboratorio se están 

llevando a cabo para establecer la distribución asimétrica de los ácidos grasos de otros 

fosfolípidos de la membrana plasmática. 

Si no existiera una distribución asimétrica de los ácidos grasos de los otros 
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fosfolfpidos, o incluso si la distribución fuera inversa, en cuaJquiera de estos casos, la 

concentracion de ácidos grasos en la monocapa interna dependiente de FI podría ser 

insignificante, y su influencia sobre las propiedades generales de la membrana ser 

mínima . 

En tales circunstancias nos quedarían dos posibilidades; una de ellas es que se 

formen ánulos de alta concentración de FI en las cercanías de una proteína, lo cuaJ 

provocaría que se encontrara una aJta densidad de estos ácidos grasos en la parte interna 

de la membrana en las cercanías de la proteína. Otras propiedades que podrían verse 

influidas por la distribución asimétrica de los ácidos grasos, serian las específicas de los 

fosfolfpidos. 

Una función directa del predominio de los ácidos grasos ¡nsaturados en la cara 

interna podría ser la de proveer de precursores de eicosanoides (C20), que son utilizados 

por el metabolismo de la célula y que en el caso de FI. se ha involucrado como un 

mediador en la formación de prostaglandinas. prostaciclias y leucotrienos; esta propiedad 

podría verse aumentada notablemente. ya que la aJta densidad de FI con ácidos grasos 

insaturados en la mon0C8pa interna de la MP, incrementaría notablemente la posibilidad 

de atacar a un FI con este tipo de cadenas ¡nsaturadas; si n embargo. ninguna de estas 

respuestas hormonales se han demostrado que tengan alguna función determinada en las 

levaduras. 

Un modelo acerca de como visualizamos nuestros resultados se muestra en la 

figura 12; en este se representa la distribución proporcional del FI en ambas caras de la 
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Figura 12.- Representación de la asimetría del 
fosfatidilinositol y de sus ácidos grasos en 
la membrana plasmática (ME= monocapa 
externa y MI= monocapa interna) . 
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membrana, así como de los ácidos grasos que lo componen. 

En la figura se resalta que el FI de la cara interna presenta un mayor porcentaje 

de ácidos grasos insaturados que el de la cara externa, lo cual obligaría a que una 

proporción de FI en la cara interna presentara dos ácidos grasos insaturados, en lugar de 

una cadena saturada y una insaturada, como podría esperarse si no existiera una asimetría 

de ácidos graso en el FI. De igual forma , una proporción del FI de la cara externa 

presentaría dos ácidos grasos saturados. 

En la misma figura se presenta la posibilidad de que en la monocapa interna los 

ácidos grasos insaturados puedan ser empleados para la formación de compuestos 

metabólicamente activos. 

Una posible explicación de la distribución asimétrica de los ácidos grasos del FI 

podría ser el mecanismo de translocación de los fosfolípidos, los cuales podrían ser 

discriminados por procesos fisicoquímicos o por la enzima encargada del movimiento 

transmembranal, esto hablaría de una facilitación del FI con menos ácidos grasos 

insaturados para movilizarse a traves de la membrana( y/o una dificultad del FI con mas 

ácidos grasos insaturados para realizar este movimiento. 
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CONCLUSIONES 

Del presente trabajo se puede concluir lo siguiente: 

1.- Los protoplastos y las células íntegras presentan una relación de ácidos grasos 

saturados/insaturados diferente a la de la membrana plasmática, siendo esta de l .30 para 

el primero y de 0.80 para las células intactas. 

2 .- Los ácidos grasos de la membrana plasmática de levadura (Saccharomyces 

carlsbergensis) presentan una relación de saturados/insaturados de 1.04. 

3.- Los ácidos grasos de 16 y 18 carbonos son los mas abundantes en la membrana 

plasmática de levadura. 

4.- El fosfatidilinositol de la membrana plasmática de levadura presenta mas ácidos grasos 

insaturados que el resto de los fosfoglicéridos. 

5.- El fosfatidilinositol de la membrana plasmática de levadura de la cara interna presenta 

más ácidos grasos insaturados que el fosfatidilinositol de la cara externa. 

53 



LISTA DE SIMBOLOS y ABREVIATURAS 

C14:0 Miristico 
C 16:0 Palmitico 
C16: 1 Palmitoleico 
C18:0 Esteárico 
CI8:! Oleico 
C18:2 Linoleico 
C 18:3 Linolénico 
C20:0 Araqufdico 
C22:0 Behenídico 
Cil-C Citocromo e 
DAG Oiacilglicerol 
EM Esfingomielina 
FC fosfat idilcolina 
FE Fosfatidiletanolamina 
Fi F osfatidilinositol 
FS Fosfatidilserina 
K' Potasio 
M Molar 
min Minutos 
mi Mililitros 
mM Milimolar 
J'Ci Microcuries 

"8 Microgramos 
"1 Microlilros 
~molas Micromolas 
N,' Sodio 
NADP Niacinadenindifosfato 
om Nanómetros 
»P-Pi Fósforo 32 como fósforo 

inorgánico 
pmolas Picomolas 
TCA Acido tricloroac6tico 
TNBS Trinitrobencenosulfonalo 
U Unidades 
Ul Unidades internacionales 
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