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Resumen:

Las membranas celulares contienen una gran
diversidad de lipidos y proteinas. Estas estructuras
presentan un polimorfismo dindmico constituyendo
uno de los estados mas complejos de la materia lo
cual determina reacciones bioquimicas y, por
consiguiente, todas las funciones celulares. Cuando
se combinan la estructura e interacciones de las
moléculas de lipidos y proteinas auto-organizadas
es inevitable la emergencia de tensiones
viscoelasticas, de curvatura y diversas restricciones
termodinamicas y estructurales que ello impone al
sistema. A su vez, las tensiones desarrolladas en
escala supramolecular condicionan y regulan las
interacciones, reacciones enzimdticas, y la
posibilidad de recombinacién de membranas

Abstract:

Cell membranes contain a large diversity of lipids
and proteins. They show a dynamic polymorphism
and can be considered as one of the more complex
states of matter that underlay biochemical reactions
thus being the basis of all cellular functions. At the
local level, the chemical structure and interactions
among components influence the molecular shape
and determine the overall structure, surface
topography, enzymatic reactions and the possibility
for membrane recombination (membrane fusion
and fission). When these effects are taken into
account the emergence of self-organized structures
bearing viscoelastic and curvature tensions, withthe

(fusion, fisibn) en una compleja sinergia
multivariable y multidireccional. Para describir y
entender las estructuras y la dindmica de
membranas biolégicas se requieren elementos de
topologia y termodindmica de interfaces
combinados, construidos sobre la base de
resultados aportados por la biofisica molecular de
lipidos 'y proteinas en  meso-estructuras
polimérficas. AUn mezclas relativamente simples de
glicerofosfolipidos, esfingolipidos y esteroles con
proteinas integrales y anfitrépicas tienen capacidad
de transmitir y transducir informacién molecular y
topoldgica que influencian el comportamiento de
biomembranas.

consequent  thermodynamic and  structural
transductions, becomes inevitable. Conversely, the
tensions developed at the supramolecular scale
determine and condition the local molecular
interactions in a complex multivariable synergy. In
order to describe and understand the structural
dynamics of biomembranes it is necessary to rely on
elements of topology and surface thermodynamics
derived from studies on the molecular biophysics of
lipids and proteins in mesomorphic systems. Even
simple systems of glycero-and sphingo-lipids,
strerols and amphitropic proteins are capable of
transducing molecular and topological information
at the membrane level.

Palabras clave
Biomembranas, interfaces lipidicas, esfingolipidos,
moocapas, bicapas.
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Resumen grafico

Topografia de dominios
segregados de diferente
composicion y estado de fase

Topologia y coexistencia de
estructuras de bicapa lamelar, H-ll y
cubica bicontinua

Introduccién

El titulo de este ensayo ya comienza con una
potencial controversia. Siempre han existido
confusiones sobre como denominar esas fronteras
que ponen en contacto dos o mas regiones
diferentes y cuyas propiedades fisico-quimicas
adquieren caracteristicas particulares y diferentes a
aquellas de las regiones que contactan. El origen de
tales confusiones quizas pueda atribuirse a cierta
dependencia cultural, porque en lengua inglesa se
las denomina usualmente “interfaces”
(fonéticamente ‘interfaeissses’), aunque a veces
esas regiones son referidas también como
(fonéticamente  ‘interfaeizzzes’).
linguistica, el espanol “interfaz” 6
“interfaces” (analogo a la inglesa “interface(s)”)
significa literalmente “entre-cara(s)” o “entre-
superficie(s)” mientras que “interfase(s)” (anadlogo a
la inglesa “interphase(s)”) significa literalmente una
zona “entre-fases” o regiones de cierto volumen
que tienen propiedades fisicas diferentes. Después
de discutir con colegas tan confundidos como yo, y
dejando de lado ejercicios intelectuales que hasta
podrian darnos una apariencia erudita, he concluido
que en nuestra area ambas denominaciones se
refieren esencialmente a la misma region. De
cualquier manera que guste denominarlas, hace
mas de 45 afnos que trabajo en esa ambigua region,
soportando  variadas  tensiones  asimétricas
frecuentemente intensas, tratando de comprender
en términos moleculares a esos espacios
supramoleculares practicamente bidimensionales,
formado por biomoléculas anfipaticas que reciben

“interphases”
Desde la
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Formacion de redes
organizadas de dominios
segregados

Recombinacién (fusion y
fision) de biomembranas

el nombre de biomembranas. En esas elusivas y
delgadas regiones, a las cuales corresponden todas
las membranas celulares, las tensiones
termodinamicas y visco - elasticas pueden relajarse
s6lo parcialmente a la tercera dimension. En ellas,
sinérgicamente  se  combinan, transforman,
transducen y amplifican propiedades moleculares
locales a supramoleculares y topoldgicas
determinando la miscibilidad de sus componentes,
su estado de fase, efectos electrostaticos vy
tensiones estructurales.

Relataré algunas contribuciones de manera
aproximadamente cronoldgica, porque ello resalta
su originalidad en relacién al periodo en que se
realizaron. Ademas, esta forma de presentacién me
permite una personal y somera historia del drea de
Biofisica Molecular de nuestra Facultad. En este
punto, quisiera recordar que cuando yo ingresé en
1963, la Facultad de Ciencias Quimicas era sélo un
Instituto. Yo habria querido estudiar fisica en el
Instituto Balseiro - Bariloche pero, por razones
economicas, no me pude ausentar de Cérdoba y
terminé obteniendo el titulo de Bioquimico,
sabiendo desde el comienzo que, aunque me
gustaba la quimica, nunca me dedicaria a esa
profesion. Ademas, el area de la bioquimica me fue
pareciendo algo ambigua (como lo son todas las
interfaces!...) y con el tiempo se me revel6 cada vez
mas como frecuentemente simulando ser mas
quimica que bioldgica pero, en el fondo, sin
atreverse a dejar de ser mas bioldgica que quimica,
probablemente incapaz de desprenderse de su
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dominante origen biomédico. Gradualmente, me fui
orientando hacia la Biofisica Molecular de
Biomembranas.

iAAhh...las Pero, debo
confesar que éstas tampoco constituyeron mi
interés (jsiempre incierto... como las
interfaces!). En el segundo afo de mi carrera,
comencé a formarme cientificamente en el
Departamento de Fisico-quimica como ayudante
alumno pero luego, me senti atraido por moléculas
mas complejas que las que participan en la cinética
de reacciones en fase gaseosa o la electroquimica
(por aquel entonces, los Unicos temas de
investigacién con nivel internacional en ese
Departamento) y en el ultimo afio de mi carrera me
transferi al Departamento de Quimica Bioldgica. Alli,
si que encontré, desde moléculas y estructuras bien
complejas, con muchas superficies y de cuya
organizacion se conocia muy poco (estoy hablando
de la década de 1960), hasta la estructura del DNA
(que se habia conocido sélo recientemente), la
“biologia molecular”, la “ingenieria genética” o los
incémodos, aunque redituables, “transgénicos” (ni
se hablaba de ellos, pues en esa época los duraznos,
tomates y naranjas todavia tenian gusanos y un
muy buen gusto perfumado), luego todo cambié...
Realicé mi tesis doctoral como becario del CONICET
bajo la direccion del inolvidable Dr. Federico A.
Cumar, pionero del comienzo de nuestra Facultad y
de la Quimica Bioldgica (aquella de enfoque mas

membranas..!

inicial

quimico que bioldgico, que aun era la mayor
orientacion de ese Departamento) sobre la quimica
y metabolismo de glicoesfingolipidos. En mi trabajo
de tesis logré, desde 1969, implementar por primera
vez en Argentina (y en Sudamérica) el modelo de
Encefalomielitis Alérgica (o) Autoinmune)
Experimental (EAE) en ratas y cobayos (originado en
USA alrededor de 1960 como modelo de
enfermedades demielinizantes humanas como la
Esclerosis Multiple) para estudiar la bioquimica de
lipidos de la membrana de mielina del sistema
nervioso central.

Mi actividad
comienza entre los anos 1968-1972, cuando las
molestas inconsistencias que revelaban los
resultados de mi trabajo de tesis estaban ya
sugiriendo la extraordinaria dindmica estructural de

referida a biomembranas
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las biomembranas. Inicialmente, mis resultados
fueron considerados erréneos por algunos de mis
co-autores (;como podrian los primeros resultados
de un incipiente tesista contradecir el dogma que el
“marketing” del modelo de Davson-Danielli habia
impuesto por mas de tres décadas?) y se tardaron
tres anos en aceptar que fueran publicados, siendo
luego largamente  confirmados en  otros
laboratorios. En resumen, los mismos indicaban que
el contenido de lipidos tipicamente mielinicos
como cerebrésidos y sulfatidos se alteraba en el
sistema nervioso central de animales con EAE,
independientemente, de los sintomas neuroldgicos,
pero otros lipidos también abundantes en la mielina
(por ej. colesterol y glicero- o esfingo-fosfolipidos)
no presentaban variaciones. En el contexto
imperante del rigido modelo de membrana de
Danielli, la pérdida o degradacion de wuna
membrana debiera reflejarse en la alteracién de
componentes de manera proporcional a su
contenido. Otro de mis “extrafos” resultados
consisti6 en que la actividad de enzimas
responsables de la biosintesis y la degradacion de
los lipidos alterados, medidas en ensayos
bioquimicos clasicos frente a sustratos exdgenos,
no revelaba variaciones, y sin embargo, esos lipidos
estaban alterados. Esos resultados (comunicados a
congresos desde 1968) también contradecian
dogmas bioquimicos existentes demorandose su
publicacion hasta 1971-1975. En el afio 1972, Singer
y Nicolson presentaron el modelo de “mosaico
fluido” para biomembranas, el cual (aunque ahora
lo sabemos erréneo en la mayoria de sus
caracteristicas) permitié concebir a las membranas
sobre mejores bases fisico-quimicas y con una
organizacion estructural mas dindmica.

En la interpretacion de mis resultados
estaba ya el germen de ideas que contindan siendo
exploradas internacionalmente. Algunas de las mas
importantes se refieren a que los resultados
obtenidos entre 1968 y 1972 permitieron concebir a
las biomembranas como estructuras dindmicas que
deben necesariamente contener dominios lipidicos
de diferente composicion, segregados entre si,
pasibles de degradaciones lipoliticas selectivas e
independientes en el plano lateral de la membrana
dependiendo de variaciones sutiles de la
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organizacion molecular. El estudio biofisico de esos
efectos ocuparia el resto de mi actividad cientifica,
abandonando la tematica de EAE.

Debe enfatizarse que, practicamente, todo el
conocimiento que tenemos sobre la estructura y
dindmica de biomembranas, sobre bases bien
definidas y controladas al nivel molecular requerido,
NO se obtuvo primeramente con membranas de
sistemas celulares (incluyendo la idea misma de
“bicapa lipidica” originada en 1935, a partir de
experimentos en interfaces agua-aire de Gorter y
Grendel) sino, mediante sistemas simplificados de
biomembranas reconstituidos con lipidos vy
proteinas de manera que permiten un control
riguroso a nivel molecular, lo cual, no es posible con
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sistemas  celulares (con cierto peyorativo

dogmatismo vitalista, el fundamentalismo biolégico
determinista denomina usualmente a estos
sistemas como “artificiales”, como si en el universo
hubiera sistemas que no sean “naturales”). También,
debe tenerse muy en cuenta de que la mayoria de
los modelos de membrana que figuran en
populares libros de texto de Bioquimica y Biologia
Celular, son profundamente erréneos a nivel
molecular por no tomar en cuenta varios aspectos,
algunos de los cuales se puntualizan someramente

en el siguiente esquema:

Cuales el problema de estos esquemas estructurales?

ki

Q® o

estructural
[

Second | | LAP SASE |
mrwenger |
eifecs |

Algunosdelos problems son:

Po— Errores de organizaciéon y dinamica

-Todos los lipidos tienen lamisma
geometriay estado de fase

-Cambios delaelectrostaticao forma
molecularnointroducendistorsiones
estructurales

-Laconversion enziméticade
moleculasesindependientedela
estructuray estado defase

-Latopologiaytopografiadela
membranapermaneceindependiente
delos cambios moleculares

Las dimensiones supramoleculares de estos
sistemas abarcan una escala espacial desde decenas
de nanédmetros hasta micrometros. Es en ese rango
“mesoscopico” (japarecerd la “meso-ciencia”?)
donde las propiedades moleculares locales se
traducen, amplifican, amortiguan o son abolidas
cuando las moléculas forman parte de un ensamble
multimolecular. El rango micrométrico incluye
estructuras y transiciones de forma que pueden
visualizarse mediante microscopias convencionales.
En el rango mesoscépico superior, que abarca
decenas a centenas de nandmetros, se vuelven
importantes numerosos factores sinérgicos de la
dindmica estructural, cuya exploraciéon requiere
técnicas con mayor resolucién espacial y temporal.
Para estudiar el rango mesoscépico inferior, de
nanoémetros a decenas de nanémetros, se requieren

técnicas, equipos y modelizaciones especializadas,
debido a que ese nivel es influido directamente por
las propiedades moleculares, las que son altamente
dindmicas y experimentan rapidas fluctuaciones.
Para el estudio de los diferentes niveles en
el area de Biofisica Molecular empleamos diversas
metodologias, algunas de las cuales implementadas
o desarrolladas por primera vez en Sudamérica, en
nuestro laboratorio. Para el rango mesoscépico
inferior, hemos utilizado calorimetria diferencial de
barrido (DSC) o de titulacion (ITC) de alta
sensibilidad,  termodindmica  estadistica  de
transiciones de fase bi-y tri-dimensionales, medidas
de empaquetamiento vy
seccionales promedio en

moleculares
interfaces, densidad
molecular de superficie, energia libre de superficie,
visco-elasticidad  bidimensional,

areas

diferencia de
potencial dipolar, cinética enzimatica bidimensional
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en tiempo real, aplicacién de campos electrostaticos
internos y externos a superficies autoorganizadas,
microscopia electrénica (ME) y de fuerza atémica
(AFM), espectroscopia de fluorescencia en estado
estacionario y resuelta en el tiempo, espectroscopia
de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) y de
reflexion atenuada (ATR), espectroscopia infrarroja
de absorbancia y reflexion con polarizacion
modulada (PM-IRRAS), dispersién dindmica de
radiacion (DLS), espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (NMR) y paramagnética de spin
(EPR), difracciéon de rayos X a pequeno angulo
(SAXS) y éangulo amplio (WAXS). Para el rango
mesoscopico superior, hemos desarrollado técnicas
para reconstituir sistemas biomiméticos lipido-
proteina autoensamblados en condiciones de
organizacion vectorial conocida y controlada. Entre
otras situaciones, utilizamos visualizacion directa en
tiempo real de la forma y dindmica de dominios
segregados en estados de fase coexistentes y con
diferente composicién lipido-proteina, mediante
microscopia de fluorescencia (FM), microscopia de
angulo de Brewster (BAM), elipsometria de
superficie, inmunomarcacién especifica y marcacion
con sondas fluorescentes, fusion de biomembranas
y células inducida quimicamente,
encapsulamiento/liberacion de compuestos
bioactivos en micelas y vesiculas lipido-proteina
uni- y multi-lamelares.

La Biofisica en Cérdoba fue iniciada entre
1969 y 1972 por el Dr. Luis Beaugé, desde el
Instituto de Investigaciones Médicas Mercedes y
Martin Ferreyra, y fue su primer profesor en el
Departamento de Quimica Bioldgica de la Facultad
de Ciencias Quimicas. Nuevas circunstancias
docentes en este Departamento requirieron que en
el ano 1973 se me encargara el area de Biofisica
Molecular. Redefini su enfoque hacia la dinamica
estructural de biomembranas, tematica en la que
implementé el sistema de vesiculas multilamelares y
unilamelares o liposomas (técnica que introduje por
primera vez en Argentina entre 1969 y 1972)
utilizando lipidos y proteinas de mielina. Para
profundizar estudios a nivel molecular de la
organizacion supramolecular de esos sistemas no
existia equipamiento en el pais. Debido a ello, a
fines del ano 1973 obtuve una beca del Consejo
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Britdnico en el Department of Biochemistry &
Chemistry, Royal Free Hospital School of Medicine,
University of London, UK, con el Prof. Jack A. Lucy,
y con el Dr. Alec. Bangham en el Institute of Animal
Physiology Cambridge University, donde investigué
aspectos moleculares referidos a la inestabilizacion
y fusion de biomembranas.

Mis trabajos alli, demostraron por primera
vez que cambios de la organizacion intermolecular
y del campo eléctrico asociado a interfaces de
fosfolipidos, con formacion de  dominios
segregados con una topologia particular, eran
capaces de reducir la asimetria de la membrana.
Estos efectos estructurales son imprescindibles para
permitir la formacién de fases no-bicapas, lo cual es
esencial para el proceso de fusion de
biomembranas. Esos resultados fueron las primeras
evidencias moleculares directas sobre el tipo de
interacciones responsables de la formaciéon de
estructuras  no-bicapa, en procesos  de
recombinacién de membranas inducida por lipidos
y proteinas.

A mediados de la década de 1970, me
reintegré al Departamento de Quimica Bioldgica de
la Facultad de Ciencias Quimicas como investigador
Adjunto de la carrera del investigador cientifico del
CONICET vy, al afo siguiente, fui designado Profesor
Adjunto (DE) para el area de Biofisica. Por no
disponer de fondos para adquirir el equipamiento
necesario diseAé y construi un equipo para el
estudio de films monomoleculares de lipidos y
proteinas en interfaces utilizando elementos de
descarte de equipos obsoletos (con la invalorable
ayuda del Sr. DiVito, encargado del taller mecénico
que disponia nuestra Facultad en esos anos). A
juzgar por publicaciones internacionales, ese fue el
primer equipo de este tipo en Sudamérica. Entre
1978 y 1980 demostramos que varios glico-
esfingolipidos pueden regular la fusion de
membranas y en 1979, describimos a la proteina
basica de mielina como la primera proteina de
mamiferos para la que se demostro su capacidad de
inducir fusion celular. En ese periodo, también se
demostré definitivamente que, a diferencia de la
concepcion corriente de la época, la cadena
oligosacarido de glicoesfingolipidos se orienta en el
medio acuoso de manera perpendicular al plano de
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la interfaz; esto afecta propiedades de hidratacion,
diferencia de potencial electrostético, estado de
fase, curvatura y capacidad de interaccion con
ligandos, enzimas y otras membranas. Alrededor de
1980, propuse que las interacciones y estado fisico
de interfaces que contienen esfingolipidos y
proteinas deben considerarse de manera integrada
lo cual determina su organizacidon espacial vy
temporal termodindmicamente espontadnea,
conceptos que se fueron comprobando y
reforzando en la literatura internacional. En esos
anos, iniciamos por primera vez estudios de
interaccion de proteinas y lipidos empleando
monocapas, espectroscopias de absorcién y de
fluorescencia.

Nuevamente, por de equipos
necesarios en Coérdoba, obtuve fondos de la

carecer

National Multiple Sclerosis Society, U.S.A. en el afio
1983, para realizar estudios calorimétricos sobre el
mesomorfismo termotrépico de sistemas de
membrana que contienen esfingolipidos en el
Department of Neurology y en el Department of
Chemistry, Molecular Biophysics and Biochemistry
de la Universidad de Yale, U.S.A. con los Dres- R.K.
Yuy J. Sturtevant.

Postrioremente, entre 1989 y 1995, me desemperié
como Full Professor en la Virginia Commonwealth
University, USA. En esos periodos, publiqué los
Unicos datos existentes que explican la influencia
del grupo polar en el estado de fase de
esfingolipidos. Obtuve los diagramas de fase
completos de mas de 30 tipos de esfingolipidos y
sus mezclas con fosfolipidos asi como su topologia
estructural. Fue muy importante la demostracién
que cantidades muy pequeias de gangliésidos (< 2
mol %) tienen un efecto extraordinario sobre la
formacion de fases no-bicapas tipo Hy , estructuras
esenciales para la fusion de biomembranas y cual es
la influencia del tipo de grupo polar sobre ese
proceso.

Desde 1996, en el grupo de Biofisica
iniciamos por primera vez en Argentina, el estudio
de interfaces lipido-proteina con técnicas de
microscopia (angulo de Brewster y epifluorescencia
de monocapas de Langmuir, interfaces de Gibbs y
films Langmuir.Blodgett transferidos a soportes
sélidos) lo cual permitié visualizar en tiempo real la
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topografia lateral y transversal de superficies lipido-
proteina. Demostramos desde 1989, que los
esfingolipidos son capaces de modular la actividad
de enzimas fosfohidroliticas (las que generan lipidos
intermediarios en la transduccion de sefales
celulares) a través de cambios de interacciones y de
la topografia de superficie. Se describié por primera
vez que existe intercomunicacion mutuamente
regulada entre la actividad biocatalitica y la
dindmica de la topografia interfacial, lo cual explica
las razones moleculares y cinéticas por las que se
originan dominios segregados de diferente formay
composiciéon. Estos estudios se extendieron a la
organizacion molecular y estado de fase de
dominios enriquecidos de ceramidas. Desde 2005,
implementamos técnicas originales para aplicar
campos eléctricos externos sobre monocapas
lipidicas, con lo que se demostré directamente la
naturaleza dipolar de dominios segregados vy la
posibilidad de alterar la topografia de las interfaces
sin cambiar la composicion lipidica.

Desde la década de 1990, somos uno de los
pocos grupos en el mundo que desarrollamos una
técnica original para la formacioén, caracterizacion y
transferencia sobre soportes sélidos y liquidos de
capas monomoleculares formadas con membranas
celulares completas de origen neuronal y glial de
mamifero. Esto permitié estudiar la expresion,
exposicién de antigenos y el reconocimiento de
superficie de células neurales como respuestas al
contacto inter-membrana en condiciones conocidas
de organizacién molecular.

Fui afortunado en contar con |la
colaboracion de brillantes becarios tesistas y
postdoctorales, lo que nos permitié realizar avances
originales sobre la compleja estructuracién de
interfaces hidrofilico-hidrofébicas como
biomembranas. No he mencionado a ninguno de
mis colaboradores en particular para evitar énfasis u
omisiones indebidas (sus nombres pueden
encontrarse en la lista de referencias y en las
citaciones de esos trabajos). Como es comun para
cientificos que trabajan en paises latinoamericanos,
combinado con nuestra natural tendencia de no
sobre-enfatizar una propaganda de nuestros logros,
la originalidad de nuestros avances no siempre fue
debida y oportunamente reconocida por la ciencia
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de los “paises centrales” (asi llamados...) aunque
corresponde decir que existieron colegas honestos
que asi lo hicieron, lo cual redund6é en que,
actualmente, nos constituyéramos en el grupo de

referencia sobre biofisica molecular de

biomembranas en Sudamérica, y uno de los pocos
reconocidos a nivel internacional en esta tematica:
hasta la fecha, se publicaron unos 160 trabajos en
las mejores revistas internacionales indexadas,
merecimos 6207 citaciones totales, 2371 desde
1999; figuro con indice H - Scopus de 23 e indice H -
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