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R ESU M E• 

Se ha estudiado la alteración produ ida obre mon apa: d • l citinn por la 

pre encia en la subía e acuosa de un extra to de emilla d M. co1111111111 i • Lo 
re ultado reflej an un aumento , par nte del i rea por molécula d f sfolipido, 

lo que e interpreta como d bido a una p •netración n la mo11oc.1pa por la u t. n ia 
aglutinante contenida en e l extra to. 1 mi 1110 ti mpo e to lla lug-ar a J, npnri ión 

de do fa e inm i cible en 1 fil m. Por otra parte, n pre en ia d 1 • tra t la 

rnonocapa de DPP ve afectada u tran ici6n d fase . El co11ju11 to <l • ' sto r ul· 
tados e di cute e intcrpr ta en rcla i6n con lo dato• obten ido obr el mo le lo 

de liposoma corre pondient . 

U MM AMY 

The changes induccd on P monolaycr. up 
J1f. co m111u11is ubpha 

increa e in th int rpr •ted a 

cxpanded liquid to conden . ed liquid . Th 
interpreted in relation to previou da ta obt nincd u.· ing th 

Lo trabajo qu 
extracto de emilla 
pres 11 ia n llo d 

L T R o D 1 Ó N 

rtega y ols. 1-4) han venido r a liza n<l 
M)irt 11 s co mmimís , pon n d m:rnifi 

una . u tan ia on propi dad . h maglutína n-

(• ) Departamento d Técnica ln trumenta l . Facultad d Hirma 1:1. tni v r
idad de lcalá d H ena res. 
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ci ficidad serológica ni química, ya que u acción no e 

en 
no 

CCJÓX DE ·¡.¡ EXTRA O. E!ULL. DE ,. • C MM. •,·1 ••• 7 

M TERI LE y MÉTOD 

Materiales 

colina D . P , no fu . umini -
n tado cri talino rad ], • 11 

mirto utilizado , tanto n 1 pr 
ol r el mod 1 d lip . oma, fu 

ompl to qu 
to bruto , ya qu 

d pur za. mínima n 

nalizada la capacidad h maglutinant 
duo , pudo comprobar qu la mayor part 
fttndam ntalment , n 1 qu provi 11 el la 
La in corporación d . u. tancia acti va 

·e d . preciable, y por otra part 
difícil man jo. 

Del citado r iduo n qu . onc ntraba la 
nante, e procedió. n una última fa . , a la xtra 
acuo a d !Na O 9 por 100 durant 2-1- h., y a la 
.ación . En análi. i po t rior , d t rminó q11 
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cífica del nuevo extrac to liofilizado, re ulta er doce ' ece nperior 
a la del producto bruto primitiYo. 

M étodos 

L ;\ n 

En pri1m·r 
• l ' ll l . 

e tudio de las capa mono-· 

con xión con un 
ión : 5 cm/ min. 

alco
ara la 
l. I a 

. ract d Jl1ir
daba mon apa~ 

A C!Ó ;>; DE IJN E.'{TR.\ CTO Dl> ºMlll.A DE " • COIJ: lol 1 . , 

En todo lo ca o ·, 
compr 1011 

Jr 
din¡t 

50 

o 50 

...... 
' ' ' 

obtm·o una uperfi i vacía n 1 barrido d 

110 no Á'jmolec. 

F ig . 1.- I oterma de compre ión de J, m nocapa 1 11 lamp 11 

McT lvain pH = 5,45 : a) en a u encia de e.xtra to (-) ; b) con e. tru to 
en la ubfase (1,10 µg/ ml) (- - - - ). 

Al mbrar PC obr 
terma d compr 
formada e. má 
. obr una ubfa 
la d 
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ibilidad . Al mismo tiempo, ello e indicati o de que el aumento de 
presión superficial no conduce a la expulsión de la su tancia que ha 
pen trado en la monocapa, hecho é te que puede apr ciar e n la red 
de isotermas. 

-··--
11 

. diry'cm 

50 

30 

10 

o+-....;...~~,....~~.....,~~~_,..~~~.;;;::!1111-.. .. __ ~~~--
o 50 150 Á/molec. 

Fig. 2.- l sot nna el compre ión de la monocapa de PC, en tampón Mcllvaine 
H • &, n: ) en u e11ci11 el (- ; ) con 1r cto n 1 u fa 

o ,r.1 /1 •/ mi (- - - -~; e) ltl hl ,1 pg-/ ml (- - - ) ; ídem ,(l.j 1g/ ml 
(- • : () íd ·m (2... µg/ ml) (- • • - ). 

PC 
A2/molec 

18 

140 

100 

~ 

~•din/cm 
..J:---

.....!-· 1odinfcm --~----... 
·-·--.- u din/cm 

n _~ ..J;l.----- _._. 20 dil'l/cm 

~- • .... --~-
•.. ---·-

_3odin/cm --· /\ - ---<· 
, ..... .---- .... • o din/cm .. --------.. ,.........-...-. - ____ ... .-¡ .__. .. .--_ ...... 90 ..... ¡¡¡¡¡¡¡, ________ ....,. ____ ...,. ______ .,... ______ ___ 

o 0 .55 1.10 1.6f5 2·2~19 Exto/ml 

'rig. 3.-\ ariación del área p r molécula d P 011 In con
centración de xtracto en la ubíase, a di tinta presi ne u

pcdicinles . 

"1lI din/cm 

10 

o 

-10-4--------..--------..,..------...... --------.,.-------..-------
0 0.55 1.10 Ul5 2 .20 .10, mg Ex to/ m 1 

Fig. 4.- \ ariación de la pre ión de colapso de monocap de P , for-
madas en presencia de extracto, n función de la concentra i611 de ~ 

en la ubfase . á rr es la diferencia ntre la presión a la qu oh rva 1 
.colapso en la isotermas obt nida en pre encía de e tra cto , y la correa. 

pondiente en au encia del mismo, 
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presion de colapso - respecto a la de PC sobre tampón-, frente a. 
la concentración de extracto . 

Este efecto del extracto sobre la monocapa de PC, refleja la exi -
t ncia d do fa es inmiscible . F.n nue tra opinión, una de ella · 
formada por la molécula. de P libre , y la otra pudiera e tar 
con tituida por un complejo de la sustancia aglutinante-P , 1 cual 
el bido a la fu rte a finidad de aquella por el fosfolípido , penetraría 
n la monocapa, interaccionando , posihlemente, con un reducido nú

m ro el mol 'cula de P ituada a u alrededor. E te compl jo , n<>' 
. erí a mi scible con las molécula d P libre de la monocapa . Al 
aumentar la conc ntración d extracto, y n con ecuencia la propor
ción d su tancia aglutinante que p netra la monocapa, se va reducien
do 1 núm · ro d moléculas d P libre en la up rficie, iendo po
. ihl 1 11 gar a regí. trar la pr . ión de colap o d la nueva monocapa, 
fo rmada por l comp.lejo citado. in mba rgo, el hecho d qu el 
punto d olapso de la P . a todavía observable, y que el colap o· 
el la nu ' va monocapa no s a muy neto -a la concentración má · 
1 vada d xtracto con que se ha trabajado- no indica que no se· 

ha 11 gado a e. tablee r una r !ación t quiométrica del comple jo, im
plicando toda la moléculas de P di ponible . 

Por otra part , l fecto expansivo que s aprecia en las isoter
mas, no d b consid rar como un incremento del área por mo
l ula d fo. folípido, sino qu ería d bido a la incorporación a la 
mono apa d la sustancia aglutinant . n nue tra opinión, la p netra
ci ' 11 d é. ta, ontra ría la monocapa al establ cer e la interacción 
corr . pondi nt , p ro t niendo n cuenta el increm nto de superfici 
qu conll eva la ntrada d una molécula, cuyo tamañoí . s gún 'cab 
. p rar, d -b s r notabl m nt 11p rior a l d la P , el balance final .. ,.. 

ACCIÓN DE UK EXTRACTO Dll t::ll lLL.~ ' DE " i.& . l.IM UN I 

·de agua de hidratación del 2Tupo polar. pr 
. uperiore a la corre pondient al final d la t ran i ión 
r flej a un comportami nto car cterí ti o de mono pa. ond n. ad., 
fruto de la fuerte interacción ntre la - cad na hidro arb nada de 
lo folípido. 

n din/cm 

60 

l . 

20 

so 1&0 200 

A1fmo1 c. 

Fig. 5.-1 otermas de omprc ión d la monocap d 
DPP en tampón :f 111" ine pH • ú,4;; : a) n u en i 
de extracto (-) ; b) con extract o en l. ubfa e (1,10 

pg/ ml (- - -) . 

R emo d eJ'ialar qu la equi alencia 
men ional y Ja que corr pond al pa. o 
líquido en un si tema d tre . dim n ion 
..ampliamente probado (13 . 

De la i oterma registrada cua ndo en la subfa e ncu ntra pr -
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sente el extracto, puede deducirse por tanto que el efecto inmediato de 
éste es el de difuminar la transición. Por otra parte, a presiones super
ficiales bajas, y con anterioridad a la transición, se observa una av-
ción condensante, que puede ser atribuida a un fenómeno de ocupa
ción de huecos, como el descrito por Shah y Shulman (14), e inter
acción atractiva con las cadenas totalmente saturadas de la DPPC .. 
A partir de 7: = 2 din/cm, la monocapa, en presencia de extracto, 
presenta una compresibilidad uniforme como consecuencia de la difu- · 
minación de la transición de fase. Con posterioridad a ésta, y a . 
medida que 7t aumenta, la isoterma tiende a converger con la corres
pondiente a la monocapa de DPPC sobre tampón. 

La interpretación clásica de este tipo de fenómeno, es la de que, 
al aumentar la 1:, la especie molecular que había penetrado ta monocapa 
va siendo progresivamente excluida de la misma. En nuestro caso, 
e. timamos que dicha expulsión comenzaría a una presión superficiar 
de alrededor de 18 din/cm. Hemos de añadir, que la causa de esta 
expulsión se encuentra, obviamente, en el establecimiento de inter-
acciones entre las cadenas de fosfolípido, que al ser energéticamente· 
más favorables, desplazan al otro componente de la monocapa. 

D1SCUSJÓN 

En trabajos anteriores llevados a cabo sobre el modelo de tipo-· 
somas (10), pudo comprobarse, haciendo uso de la microscopía elec
trónica, que el efecto provocado por el extracto conduce a la fusión 
de los mismos, transformándolos en extensas masas de fosfolípido, 

n las que se conserva, no obstante, la estructura en bicapa a largo
ulctmc . 

l<..n uanto a la xpnnsión qu !'e produ en la monocapa de PC, 
nu . .tra hip t '"i . - basada en lo hecho que acabamos d mencio-
11ar- . f•s qu ' In . 11 . tanda aglutinante puede penetrar entre las molécu
la . d (o folipido. pero mnnt niendo parte d su propia e tructura en 
In p.roximidnd de lo grupo · potare . . Quizá s mantenga unida a la 
int.erfade, debido a la ex i t ncia d .un grupo polar en su molécula, 
lo qu ya ht> mo po, tulado n trabajos pr vio (10 . En relación con 
·. to , s orpr ndent qu una molécula qu pu de penetrar la mono
capn. d otro ·ompuesto, y a la que se reconoce un carácter anlifílico. 
no form m nocnpa por . í mi!lma. Realmente. no podemo dar un a 
xpli • ción a e. t h cho, xccpto el apuntar la posibilidad de que la 

mi m~ mu 111 tr di. tinta c-onformaci6n en un medio acuoso y en 
un m dio polar. Si e.. a!li. 1 cambio debe ser Tevcrsihle, ya que
In utiliza i(m d di. o1v •nt . orgánico. . no alter:i fa po terior acti
vidad henm~lutin:rnte valuada en m dio acuoso (1 fl) . U n c.imbio 

m. jant· n.I :ipuntado. pned t ner lugar en la monocapa . 

"CCIÓN DE UN EXTRACTO l>E SElllLI.AS l>E " 111 . OlllMl:NlS" 

Evidentemente, se podría renunciar a este argumento i e acep
tara que la interacción con la monocapa, ocurre, tan solo, a nivel. 
de los grupos polares. Sin embargo, esto no es pr-0bable : 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 expulsión 
de la sustancia aglutinante desde i;;u localización original, a la fase 
acuosa. Es más, los sucesos que tienen lugar a altas presiones super
ficiales en las monocapas de PC son muy relevantes. La presencia del 
extracto en la suhfase, conduce. en nuestra opinión. a la aparición de· 
una situación de inmiscibilidad en la monocapa, que se detecta por la 
existencia de un precolapso en la isoterma .típica de la PC, el cual va 
desapareciendo a medida que aumenta la concentración de extracto 
en la subfase. Estos hechos no pueden explicarse si 110 e admite que · 
la sustancia aglutinante ha introducido al menos parte de su estructu
ra entre las moléculas de fosfolípido. En esa situación, se produciría 
una asociación con las moléculas lipidicas más próximas, 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 et efecto que, sobre 
la transición de fase de la DPPC, hemos puesto de manifiesto en· 
este traba.jo. Es muy probable que el estado físico de las cadenas 
de las moléculas de PC asociadas íntimamente con la sustancia agluti
nante difiera de las del resto, siendo ésta la causa de la inmlscibilidad. 
Esta posibilidad ha sido invocada por distintos autores para expli
car efectos de modulación de la permeabilidad de membranas bioló
gicas y de funciones enzimáticas que tienen lugar en las mismas (1&}; 
el mecanismo de acción d.e los anestésicos locales (16), y ta acción de 
la Con A sobre liposomas de DPPC (17). A semejanza de este úl
timo caso, se puede interpretar el fenómeno de fusión de los tipo o
rnas que en nuestro caso hemos descrito (10), admitiendo la existencia 
de límites de fases, que se comportan como auténticas faltas en el 
plano de la bicapa, a través de las cuales se pueden de encad nar tos 
efectos de la fusión. Las moléculas de fosfolípido que forman par
te de estos límites, deben tener conformaciones. -afectando a las 
cadenas y a los grupos polares-, que son distintas, y quizás int~r
medias, entre las que se adoptan en los estados fluido y sólido. 

Et resultado obtenido con las monocapas de DPPC, corrobora 
las observaciones realizadas sobre el modelo de liposoma utitizando
et marcador fluorescente ANS (.10). En ambos ca os, et efecto pro
vocado por el extracto tiende a hacer desaparecer las diferencias 
entre dos estados de distinta ordenación: el estado condensado gel, 
y el estado fluido cristal-líquido. · 

La menor capacidad de la sustancia aglutinante para penetrar entr 
las moléculas de DPPC ordenadas en el estrecho empaquetami.ento 
que supone la fase gel, se refleja en su paulatina expulsión de la co-
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rrespondiente monocapa a medida que aumenta la pre ión superficial 
y con ello el grado de condensación de la molécula de fo folípido y 
la fuert interacción entr cadenas . E to aclara el hecho de que lipo-
oma de DPPC, a temperatura inferior a la de la transición gel-cri -

·tal líquido, muestren m nor ten dencia a la fu ión que lo con titui
. dos por 1 C. 
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