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RESUMEN

Se ha estudiado la alteraciéon producida sobre monocapas de lecitina por la
presencia en la subfase acuosa de un extracto de semillas de M. communis, l.os
resultados reflejan un aumento aparente del area por molécula de fosfolipido,
lo que se interpreta como debido a una penetracion en la monocapa por la sustancia
aglutinante contenida en el extracto. Al mismo tiempo esto da lugar a la aparicion
de dos fases inmiscibles en el film. Por otra parte, en presencia del extracto la
monocapa de DPPC ve afectada su transicion de fase. El conjunto de estos resul-
tados se discute e interpreta en relacion con los datos obtenidos sobre el modelo
de liposoma correspondiente.

SuMMARY

The changes induced on PC monolayers upon addition of an extract from
M. communis seeds to the aqueous subphase have been studied. The apparent
increase in the area per PL molecule is interpreted as a result of the Myrtus
communis agglutinating compound incorporation to the monolayers. Furthermore
two separated phases can be detected in the film. On the other hand, presence of
extract in the subphase also affects the DPPC monolayers phase transition from
expanded liquid to condensed liquid. The whole of these results is discussed an
interpreted in relation to previous data obtained using the liposome model.

INTRODUCCION

Los trabajos que Ortega y cols. (1-4) han venido realizando con
extractos de semillas de Myrtus communis, ponen de manifiesto la
presencia en ellos de una sustancia con propiedades hemaglutinan-
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tes, sin especificidad serolégica ni quimica, ya que su accion no es
especifica de especie animal o grupo sanguineo determinado, y ade-
mas no es inhibida «in vitro» por azticares sencillos.

En opinion de diversos autores (5-7), su caracter hidrofobico ori-
gina una mayor afinidad por lipidos y lipoproteinas, que por sustan-
cias de composicion glucosidica. Ello hace suponer, que, dentro de
la relacion con la membrana que se establece en la primera fase del
proceso de hemaglutinacion, la accion de la aglutinina se realice, al
menos en parte, mediante un mecanismo que implica su incorpora-
cion en la matriz lipidica.

Halperin y Shatiel (8) han demostrado la existencia de areas hi-
drofobas en la superficie de los eritrocitos, lo que permite su discri-
minacion mediante cromatografia de afinidad. Por su parte, Schmidt-
Ulrich y cols. (9) al estudiar la interaccion de la Con A con mem-
branas de timocitos, en condiciones de saturacion, han podido obser-
ar que el 60-75 por 100 de la misma se fija en lugares distintos al
de la glicoproteina que constituye su receptor habitual, siendo la
bicapa lipidica su nuevo sitio de acomodacion.

Esta union, no especifica a la bicapa, puede influir, sin duda, en
de la aglutinacion, al alterar la movilidad de otros componentes no
lipidicos de la misma.

Sobre esta base, se llevo a cabo, con anterioridad, un estudio de
la interaccion del extracto de Myrtus con liposomas de fosfolipidos
puros, utilizados como modelo lipidico de membrana (10).

En el presente trabajo, se ha realizado un intento de obtener
mas informacién sobre el proceso citado. Para ello, hemos acudido
al modelo de capas monomoleculares, siendo la lecitina de huevo y
la dipalmitoil lecitina (lecitina sintética), los dos fosfolipidos utiliza-
dos en su preparacion,

En las monocapas de lipidos, estos adoptan una configuracion
en la interfacie aire-agua, similar a la que poseen en la membrana ;
la formacion espontinea de esta capa monomolecular, cuyas carac-
teristicas permiten asimilarla a una mitad de la capa lipidica bimo-
lecular, facilita el estudio de fenémenos que tienen lugar en la
interfacie agua-liquido, bien sea con los componentes naturales de la
membrana o por incorporacion de un elemento ajeno a ella. De
esta manera, puede obtenerse informacion directa sobre la penetra-
cion o no en dicha estructura, de determinadas moléculas de interés
biologico. Asimismo, es posible conocer las condiciones de inter-
facie que influyen sobre el proceso.

Como en este sentido influye también la composicion lipidica de
la monocapa, decidimos operar tanto con lecitina de huevo, como
con dipalmitoil lecitina, a fin de conocer la influencia del extracto en
los cambios de fase correspondientes.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales

l.a lecitina natural (PC) con que se ha trabajado, fue obtenida
-en nuestro laboratorio a partir de yema de huevo, segin el proce-
dimiento descrito por Folch-Lees (11). Tras purificacion en colum-
na de alimina, el producto se caracterizé finalmente por cromato-
grafia en capa fina, utilizando como soporte Silicagel H, y como
eluyente la mezcla de cloroformo-metanol-NH,OH TM (46:18:8;
v/v/v). Asimismo, y periodicamente, dicha lecitina fue sometida al
control de su estado de oxidacion (12).

La DL-x-dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC), nos fue suminis-
trada por Sigma Chem. Co., en estado cristalino, grado I, y con
una riqueza del 99 por 100.

El extracto de semillas de mirto utilizado, tanto en el presente
trabajo como en los previos sobre el modelo de liposoma, fue obte-
nido siguiendo un método de extraccion mas completo que el que
se utilizaba para la obtencién del extracto bruto, ya que éste no
reunia en principio las caracteristicas de pureza minima necesarias
para nuestros estudios.

El procedimiento seguido para la obtencion del extracto «puri-
ficado», consistio, esencialmente, en la extraccion sucesiva por disol-
ventes organicos. Como primera medida se procedio a la elimina-
cion de la materia grasa. El polvo de semillas desengrasado, fue tra-
tado con metanol, hasta que se comprobd en el mismo una ausencia
total de capacidad hemaglutinante. A continuacion y sobre ¢l residuo
seco del extracto metanolico, se realizaron unas extracciones Soxhlet,
con éter etilico, cloroformo, acetato de etilo y acetona sucesivamen-
te. Las temperaturas alcanzadas, nunca fueron superiores a 50° C,
Los distintos residuos asi obtenidos, tras evaporacion de los respec-
tivos solventes, fueron desecados en estufa de vacio y conservados
en desecador.

Analizada la capacidad hemaglutinante de los mencionados resi-
duos, pudo comprobarse que la mayor parte de ella, se encontraba,
fundamentalmente, en el que proviene de la extraccion con acetona.
[.a incorporacion de sustancia activa en los primeros disolventes,
‘es despreciable, y por otra parte, sus residuos son pequeiios y de
dificil manejo.

Del citado residuo en que se concentraba la actividad hemagluti-
nante, se procedio, en una taltima fase, a la extraccion con solucion
acuosa de CINa 0,9 por 100 durante 24 h., y a la subsiguiente liofili-
-zacién. En andlisis posteriores, se determiné que la actividad espe-



88 J. R. CHANTRES, M.® C. SAINZ, E. OTERO Y M. ORTEGA

cifica del nuevo extracto liofilizado, resulta ser doce veces superior
a la del producto bruto primitivo.

Métodos

El aparato en que se realizaron los estudios de las capas mono-
moleculares fue construido de acuerdo con el esquema de Verger y

de Haas (13), adaptado por nosotros para el conocimiento dinamico-

de las mismas. Dicho sistema consta de una camara termostatizada
en cuyo interior se encuentra la cubeta que ha de contener el sustra-
to, asi como el mecanismo de arrastre de la barrera de compresion
de la monocapa. El dispositivo utilizado para medir la variaciéon de
las presiones superficiales consta de una placa de Wilhelmy que cuel-
ga de uno de los brazos de una electromicrobalanza Beckman LM-
600, cuya sefial pasa a un sistema electrénico, alternativamente ba-

rostatico, con indicador digital y en conexion con un registrador

Baush & Lomb. Velocidad de compresion: 5 ecm/min. Sensibilidad :
+ 0,1-0,01 din/cm.

De cada monocapa, se obtuvieron dos tipos de registros; en el
primero, la subfase estaba constituida por un medio tampon de 4cido
citrico/PO ,HNa, pH = 5,45, exclusivamente, mientras que en el se-
gundo se habia solubilizado el extracto en dicho tampon.

[Las muestras para la siembra fueron preparadas tomando un vo-
lumen conveniente de la solucién cloroférmica madre de fosfolipido
y evaporacion subsiguiente del solvente bajo corriente de N,, hasta
sequedad. A continuaciéon se disolvia el residuo en un volumen ade-
cuado de éter de petroleo-etanol (4:1, v/v), con una gota de alco-
hol amilico para favorecer la extension de las monocapas. Para la
siembra, se hizo uso de una microjeringa Hamilton de 50 pl. La
‘antidad de fosfolipido depositada sobre el soporte, fue, en todas
las pruebas, de 2,41 .10°* moles. L.a temperatura del sustrato se
mantuvo siempre a 22 4+ 1° C mediante la termostatizacion indepen-
diente del mismo,

Ante la inviabilidad de llevar a cabo todos los ensayos utilizan-
do una solucion de extracto Gnica y homogénea, ya que el almace-
namiento de la misma conduce a degradaciones, cuya influencia es
facilmente detectable por la técnica de monocapas, se opto por re-
constituir diariamente la solucion del extracto, a partir de los liofili-
rados, para realizar con ella cada grupo de experiencias.

REsvrLTADOS

En primer lugar, se procedié a comprobar si el extracto de mir-
to, en las concentraciones en que iba a ser utilizado, daba monocapa.
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En todos los casos, se obtuvo una superficie vacia en el barrido de
compresion
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Fig. 1.—Isoterma de compresion de la monocapa de PC, en tampon
Mcllvaine pH = 5,45: a) en ausencia de extracto (—); b) con extracto
en la subfase (1,10 ug/ml) (— ———).

Al sembrar PC sobre una subfase que contiene extracto, la iso-
terma de compresion que se registra (fig. 1) indica que la monocapa
formada es mas expandida que la que se obtiene con la misma PC
sobre una subfase carente de extracto. En la figura 2 presentamos
las isotermas de PC registradas en ausencia de extracto, y para
cuatro concentraciones crecientes de éste, Dado que en presencia de
liposomas, el extracto pierde su capacidad hemaglutinante, al tiem-
po que los modelos sufren una serie de transformaciones (10), nos-
otros postulamos que la sustancia que es capaz de interaccionar con
los fosfolipidos, dispuestos en forma de capa monomolecular, es la
misma que provoca los mencionados cambios.

La figura 3 corresponde a la representacion, para distintos valo-
res de presion superficial (=), del drea media ocupada por cada mo-
lécula de fosfolipido, frente a la concentracion de extracto. De ella
se deduce la existencia de una proporcionalidad entre el efecto ex-
pansivo y la concentracion de extracto en la subfase.

Las lineas rectas ajustadas para representar dicha proporciona-
lidad directa, a cada =, son practicamente paralelas entre si, confir-
mando con ello la ausencia de cambios significativos en la compre-
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sibilidad. Al mismo tiempo, ello es indicativo de que el aumento de
presion superficial no conduce a la expulsion de la sustancia que ha
penetrado en la monocapa, hecho éste que puede apreciarse en la red
de isotermas.
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Fig. 2.—Isotermas de compresion de la monocapa de PC, en tampén Mcllvaine

pH = B AG: a) en ausencia de extracto (=); b) con extracto en la subfase

(0560 ug/ml) (— ——=); ¢) idem 1,10 pg/ml (— ——); e) idem 1,65 pg/ml
(== o) ) idem (2,20 pg/ml) (— o » —).

Para presiones superficiales = > 40 din/cm, entramos en la zona
de colapso de la monocapa, donde se producen importantes alte-
raciones por la presencia del extracto, y que a continuacion pasamos
a analizar,

l.a monocapa de PC sobre tampoén, colapsa en la region de
47 din/em. Cuando la subfase estid constituida por extracto a dis-
tintas concentraciones, todas las isotermas presentan un punto sin-
gular en dicha region, cuya localizacién corresponde a la presion a
la que comienza el colapso de la PC. Dicho punto. va siendo pro-
gresivamente més impreciso a medida que la concentracion de ex-
tracto aumenta, llegando a aparecer a presiones mayores un nuevo
colapso. En la figura 4, hemos representado el incremento en la

PC
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Fig. 8.—Variacion del area por molécula de PC con la con-
centracion de extracto en la subfase, a distintas presiones su-

perficiales.
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Fig. 4.—Variacion de la presion de colapso de monocapas de PC, for-

madas en presencia de extracto, en funcién de la concentracion de éste

en la subfase. A = es la diferencia entre la presion a la que se observa el

«olapso en las isotermas obtenidas en presencia de extracto, y la corres-
pondiente en ausencia del mismo,
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presion de colapso —respecto a la de PC sobre tampon—, frente a
la concentracién de extracto.

Este efecto del extracto sobre la monocapa de PC, refleja la exis-
tencia de dos fases inmiscibles. En nuestra opinion, una de ellas
formada por las moléculas de PC libres, y la otra pudiera estar
constituida por un complejo de la sustancia aglutinante-PC, el cual
debido a la fuerte afinidad de aquella por el fosfolipido, penetraria
en la monocapa, interaccionando, posiblemente, con un reducido na-
mero de moléculas de PC situadas a su alrededor. Este complejo, no
seria miscible con las moléculas de PC libres de la monocapa. Al
anmentar la concentracion de extracto, y en consecuencia la propor-
cion de sustancia aglutinante que penetra la monocapa, se va reducien-
do el niimero de moléculas de PC libres en la superficie, siendo po-
sible el llegar a registrar la presion de colapso de la nueva monocapa,
formada por el complejo citado. Sin embargo, el hecho de que el
punto de colapso de la PC sea todavia observable, y que el colapso
de la nueva monocapa no sea muy neto —a la concentracion mas
elevada de extracto con que se ha trabajado— nos indica que no se
ha llegado a establecer una relacion estequiométrica del complejo, im-
plicando todas las moléculas de PC disponibles.

Por otra parte, el efecto expansivo que se aprecia en las isoter-
mas, no debe considerarse como un incremento del area por mo-
lécula de fosfolipido, sino que seria debido a la incorporaciéon a la
monocapa de la sustancia aglutinante. En nuestra opinion, la penetra-
cion de ésta, contraeria la monocapa al establecerse la interaccion
correspondiente, pero teniendo en cuenta el incremento de superficie
que conlleva la entrada de una molécula, cuyo tamafio; segin cabe
esperar, debe ser notablemente superior al de la PC, el balance final

o A Vi vy spene o Aoty

Tras el andlisis de la influencia de la concentracion de extracto
sobre la monocapa de PC, no parece existir fundamento para la
eleccion preferente de una determinada concentracién de trabajo para
el estudio sobre otros fosfolipidos. Por ello, y dado que la de
1,1 10" mg Exto/ml, corresponde —segin el nimero de molécu-
las de lipido sembradas— a la misma relacion Exto/PL (p/p), que
la utilizada en las pruebas con el modelo de liposoma (10), se ha
escogido esta concentracion para el estudio de la influencia del ex-
tracto, sobre monocapas de dipalmitoil lecitina.

En la figura 5, ofrecemos las isotermas de compresion sobre
sustrato tamponado y cuando a éste se ha incorporado el extracto,
Como puede apreciarse, en el primer caso el trazado concuerda con
la isoterma tipica de DPPC a 22° C, con la transicion de fase carac-
teristica. ksta, segun la opinién cominmente aceptada, supone el
paso de una sitnacion de liquido expandido, a otra de liguido con-
densado. Algunos autores, la atribuyen a una pérdida de moléculas
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de agua de hidratacion del grupo polar. A presiones superficiales
superiores a la correspondiente al final de la transiciéon, la isoterma
refleja un comportamiento caracteristico de monocapa condensada,
fruto de la fuerte interacciéon entre las cadenas hidrocarbonadas de
fosfolipido.
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Fig. 5.—Isotermas de compresion de la monocapa de

DPPC en tampon Mcllvaine pH = 5,45: a) en ausencia

de extracto (—); b) con extracto en la subfase (1,10
pg/ml) (———).

Hemos de seialar que la equivalencia entre esta transicién bidi-
tyensional y la que corresponde al paso de una fase gel a cristal
liquido en un sistema de tres dimensiones (bicapas), es un hecho
ampliamente probado (13).

De la isoterma registrada cuando en la subfase se encuentra pre-
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sente el extracto, puede deducirse por tanto que el efecto inmediato de-
éste es el de difuminar la transicion. Por otra parte, a presiones super-
ficiales bajas, y con anterioridad a la transicion, se observa una ac-
cion condensante, que puede ser atribuida a un fenémeno de ocupa--
cion de huecos, como el descrito por Shah y Shulman (14), e inter-
accion atractiva con las cadenas totalmente saturadas de la DPPC.
A partir de = = 2 din/cm, la monocapa, en presencia de extracto,
presenta una compresibilidad uniforme como consecuencia de la difu-
minacion de la transicion de fase. Con posterioridad a ésta, y a
medida que = aumenta, la isoterma tiende a converger con la corres-
pondiente a la monocapa de DPPC sobre tampon.

La interpretacion clasica de este tipo de fendmeno, es la de que,
al aumentar la =, la especie molecular que habia penetrado la monocapa
va siendo progresivamente excluida de la misma. En nuestro caso,
estimamos que dicha expulsion comenzaria a una presion superficial
de alrededor de 18 din/cm. Hemos de aifiadir, que la causa de esta
expulsion se encuentra, obviamente, en el establecimiento de inter-
acciones entre las cadenas de fosfolipido, que al ser energéticamente
mas favorables, desplazan al otro componente de la monocapa.

Discusién

En trabajos anteriores llevados a cabo sobre el modelo de lipo-
somas (10), pudo comprobarse, haciendo uso de la microscopia elec-
tronica, que el efecto provocado por el extracto conduce a la fusion
de los mismos, transformandolos en extensas masas de fosfolipido,
en las que se conserva, no obstante, la estructura en bicapa a largo
alcance,

En cuanto a la expansion que se produce en la monocapa de PC,
nuestra hipotesis —basada en los hechos que acabamos de mencio-
nar—, es que la sustancia aglutinante puede penetrar entre las molécu-
las de fosfolipido, pero manteniendo parte de su propia estructura en
la proximidad de los grupos polares. Quizd se mantenga unida a la
interfacie, debido a la existencia de un grupo polar en su molécula,
lo que ya hemos postulado en trabajos previos (10). En relacion conm
esto, es sorprendente que una molécula que puede penetrar la mono-
capa de otro compuesto, y a la que se reconoce un caracter anfifilico,
no forme monocapa por si misma. Realmente, no podemos dar una
explicacion a este hecho, excepto el apuntar la posibilidad de que la
misma muestre distinta conformacién en un medio acuoso y en
un medio apolar. Si es asi, el cambio debe ser reversible, ya que
la utilizacion de disolventes orginicos, no altera la posterior acti-
vidad hemaglutinante evaluada en medio acuoso (10). Un cambio
semejante al apuntado. puede tener lugar en la monocapa.

.
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Evidentemente, se podria renunciar a este argumento si se acep-
tara que la interaccion con la monocapa, ocurre, tan solo, a nivel
de los grupos polares. Sin embargo, esto no es probable ; de hecho,
en monocapas de DPPC, en las de dicetil fosfato (10), e incluso en
las de colesterol (10), asistimos a un auténtico proceso de expulsiéon
de la sustancia aglutinante desde su localizacion original, a la fase
acuosa. Es mas, los sucesos que tienen lugar a altas presiones super-
ficiales en las monocapas de PC son muy relevantes. La presencia del
extracto en la subfase, conduce, en nuestra opinion, a la aparicién de
una situacion de inmiscibilidad en la monocapa, que se detecta por la
existencia de un precolapso en la isoterma tipica de la PC, el cual va
desapareciendo a medida que aumenta la concentracion de extracto
en la subfase. Estos hechos no pueden explicarse si no se admite que
la sustancia aglutinante ha introducido al menos parte de su estructn-
ra entre las moléculas de fosfolipido. En esa situacion, se produciria
una asociacion con las moléculas lipidicas mas proximas, de forma
que el complejo formado no resulta miscible con el resto del
sistema, constituido por moléculas de PC libres. La causa de
esta inmiscibilidad tiene que estar asociada con el efecto que, sobre
la transicion de fase de la DPPC, hemos puesto de manifiesto en
este trabajo. Es muy probable que el estado fisico de las cadenas
de las moléculas de PC asociadas intimamente con la sustancia agluti-
nante difiera de las del resto, siendo ésta la causa de la inmiscibilidad.
Esta posibilidad ha sido invocada por distintos autores para expli-
car efectos de modulacién de la permeabilidad de membranas biolo-
gicas y de funciones enzimdticas que tienen lugar en las mismas (15);
el mecanismo de accién de los anestésicos locales (16), y la accion de
la Con A sobre liposomas de DPPC (17). A semejanza de este l-
timo caso, se puede interpretar el fenémeno de fusion de los liposo-
mas que en nuestro caso hemos descrito (10), admitiendo la existencia
de limites de fases, que se comportan como auténticas fallas en el
plano de la bicapa, a través de las cuales se pueden desencadenar los
efectos de la fusion. Las moléculas de fosfolipido que forman par-
te de estos limites, deben tener conformaciones —afectando a las
cadenas y a los grupos polares—, que son distintas, y quizis inter-
medias, entre las que se adoptan en los estados fluido y sélido.

El resultado obtenido con las monocapas de DPPC, corrobora
las observaciones realizadas sobre el modelo de liposoma utilizando-
el marcador fluorescente ANS (10). En ambos casos, el efecto pro-
vocado por el extracto tiende a hacer desaparecer las diferencias
entre dos estados de distinta ordenacion: el estado condensado gel,
y el estado fluido cristal-liquido.

La menor capacidad de la sustancia aglutinante para penetrar entre
las moléculas de DPPC ordenadas en el estrecho empaquetamiento
que supone la fase gel, se refleja en su paulatina expulsion de la co-
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rrespondiente monocapa a medida que aumenta la presion superficial
y con ello el grado de condensacién de las moléculas de fosfolipido y
la fuerte interaccion entre cadenas. Esto aclara el hecho de que lipo-
somas de DPPC, a temperatura inferior a la de la transicién gel-cris-
tal liquido, muestren menor tendencia a la fusion que los constitui-
dos por PC.
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