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ANTECEDENTES

El precursor de las hormonas esteroideas es el colesterol,
molécula excitante, no so6lo por ser responsable de un elevado
namero de alteraciones metabdlicas de mal prondstico, ni siquiera
porque, como recordaron Goldstein y Brown en el discurso de
aceptacion del Premio Nobel de Medicina, sea la molécula
pequefia mas galardonada en la historia de la biologia, sino por su
incorporacion tardia a la cadena evolutiva, su procedencia, sus
funciones, su metabolismo, su finalidad, y por su relacion con

moléculas de sefializacion (1).

Las ceélulas son extremadamente sensibles al exceso o
modificacion estructural de ciertos lipidos como el colesterol o los
fosfolipidos. Dependiendo de las cadenas laterales, del grado de
insaturacion, de la estereoisomeria, de los dobles enlaces y su
namero, conjugacion o glicosilacion, pueden adoptar una
estructura funcional o hacerse toxicos para la célula. La Diabetes
Mellitus Tipo Il muestra una alteracion de la composicion lipidica
en las membranas celulares que disminuye la flexibilidad de la
membrana, por lo que participaria en la patogenia de la

microangiopatia (2).

La dieta moderna, con un contenido menor del 10% del total
de acidos Grasos Poli-Insaturados Q-3, tiene un fiel reflejo en la
composicién de la membrana lipidica. Clinicamente se traduce en
una posible modulacion del estado de inflamacién crénico propio
de diversos sindromes como la  depresion, patologia
cardiovascular, obesidad, resistencia a la insulina, Alzheimer,

hipertension, dislipidemias (3).
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La homeostasis del colesterol y su desplazamiento en la
membrana parece deberse a los oxisteroles, que controlarian la
baja/alta actividad de los dos pool descritos para el colesterol

intra-membranario (4).

El colesterol aparecié en la biosfera después de que la
atmosfera terrestre se hiciera aerdbica, alojado en las
membranas a las que controla su fluidez y desde donde puede
que ejerza funciones de control paracrino. Su ubicaciéon en los
Cinco Reinos se circunscribe al mundo animal, con las
excepciones conocidas, del rango de trazas, como es el aceite
de Camelina.

Los esteranos poseen una antigiedad de 2.700 millones
de afios, el lanosterol esta presente en las bacterias eucariotas
(5). La concentracién de colesterol en la membrana guarda una
relacién directa con los niveles de Oxigeno (0O;) (6). La
asociacion de los esteroides con los vertebrados se remonta a

unos 540 millones de afos (7).

En cualquier caso, todos los lipidos no son equivalentes y
su heterogeneidad quimica, por ejemplo, entre los dos lados de
la membrana, es el resultado de un largo proceso evolutivo. En
el caso de las hormonas esteroideas, su papel de mediadores
gueda bien patente.

Su precursor, el colesterol, una biomolécula que se
incorporo a la cadena evolutiva para controlar la fluidez de las
membranas, hace unos 2.500 millones de afios, con el LECA -
Last Eukaryotic Common Ancestor- (7,8). Resulta interesante
destacar que el oxigeno del carbono 3 procede de la atmoésfera
y que en las células es organificado por la accion de complejas

hidroxilasas u oxigenasas de accidon mixta.
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llustracion I.- Asimetria Fundamental de la Membrana Bioldgica:
Composicion Fosfolipidica en la Cara Externa e Interna. (PC: Fosfatidil
Colina, SM: Esfingomielina, PE: Fosfatidil Etanolamina, PS: Fosfatidil
Serina) (9,10,11).
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Figura 1.- EIl liquido surfactante pulmonar de los mas antiguos respiradores
de aire oxigenado, como el pez pulmonado, es particularmente rico en
colesterol, en concordancia de la posible proteccion del colesterol contra la
vida aerobica. (Brown AJ, Galea AM. Cholesterol as an Evolutionary

Response to Living with Oxygen. Evolution, 2010; 64(7): 2179-2183).
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La mayor parte del colesterol que sintetiza el higado se
utiliza para fabricar los acidos biliares destinados a emulsionar las
grasas en el intestino desde donde se excretan o se reabsorben
sin otros efectos mas delicados que los puramente fisicos de
actuar como jabones.

En los animales se acumula en las glandulas suprarrenales,
sistema nervioso, higado y célculos biliares (5). Por el contrario,
como precursor de las hormonas esteroideas, es responsable del
instinto de continuidad de la especie al aportar el nucleo de las

hormonas sexuales.

Su caracter hormonal lo situaria en la parte alta de la
jerarquia organica, su papel emulsionante en la baja. Sus acciones
sobre las membranas le confieren un caracter de mediador local.
Es alguien que conoce bien la estructura y la funcién de las
membranas, que contribuye a su asimetria y en las que su
presencia no resulta indiferente. La proporciéon molar entre el
Colesterol y los Fosfolipidos en las membranas biolégicas es de

uno. Se encuentra asociado a las caveolas, a la esfingomielina.

Constituye el 25% o mas del contenido lipidico de algunas
membranas y es causa de enfermedades graves (12). Desde 1996,
se sabe que puede unirse a una clase de polipéptidos, codificados
por el gen hedgehog, implicado en el desarrollo de los Metazoos.
Los transportadores intramembranarios ABC de los lipidos también
se asocian a varias enfermedades (13). Aunque las células toleran
cierta variabilidad en la composicién lipidica en la especie
humana, muchas enfermedades se han asociado con Ila
incapacidad de las células para sintetizar lipidos especificos o
para reciclar los lipidos particulares de los nutrientes o dirigir

determinados lipidos especificos a su correcto destino.
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Ilustracién 11 (A y B).- A: Armonifa Fractal en Doflana’. B: Reticulo
endoplasmico liso de la célula viva mostrando la estructura de una
“esponja”, “desordenada”, lo comtGn en las membranas naturales. (Don
Fawcett. Chapter 5, Endoplasmic reticulum. In The Cell, W.B. Saunders
Company. 1981. p. 349).

A pesar de que los derivados hormonales del colesterol
no son estructuras sencillas, o bien son hidr6fobas o son
anfipaticas, necesitadas de transportadores para viajar por la
sangre y que el propio colesterol utiliza un complicado sistema de
transporte para entrar en las células, se acepta desde hace tiempo
que los esteroides atraviesan la membrana plasmatica por difusién

simple, pasiva (14).

Sin  embargo ciertos experimentos muestran que las
caracteristicas de su transporte se ajustan a otros procederes en
el trafico trans-membranario, como es el facilitado (entre otros, los

aportados por el GIM). Por ejemplo, el cortisol, como hormona

YIsla del Trocadero. Ultimo acceso, 14 de Junio 2014. Disponible en:
http://www.idi.mineco.gob.es/portal/site/MICINN/menuitem.c9edfa7c749973a95cb7d
d10al14041a0/?vgnextoid=415c9f434f07e210VgnVCM1000001d04140aRCRD&f1=11
04534000000&f2=1735686#4
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esteroide, mostr6 en los estudios de captacion un proceso
saturable en determinadas condiciones, sugiriendo que es un
proceso de transporte mediado (15).

En su camino hacia los receptores nucleares, las hormonas
esteroides deben atravesar un fluido en movimiento. Los diversos
componentes de las membranas estan sujetos a movimientos
rapidos. Asi, la difusion de los lipidos es del rango de 10® cm? / s,
segun qué tipo de movimiento [-véase llustracion Il y Figura 2
(Tiempos de Relaciéon Molecular)-]. Las proteinas entre 107° y 10°
12

cm? /s. Por otra parte, los movimientos del flip-flop través de la

membrana son lentos, del orden de 107> cm?/ s (14).

Difusion Rotacional

108/sec Protrusion
Isomerizacion o < /.)
i- D M /D X D I o
Anti Gauc\h:a - \,,\ ' \%:‘\J = K,.) 10%/sec
109/5ec D @ )¢ ¢\ Flip-Flop
Vibracion de ,,_;,u.m--,[-—G‘ DI | DI @D ¢ | 10— 10%sec
Enlace —” 4/
¥ NNy ‘
/_\\ | ; ¢ /—\.\' ’r‘-\
000090
s
| Difusion Lateral  Boecs

Ondulaciones
lustracion 111.- Lipidos en Movimiento con sus velocidades.

Esta membrana posee una densidad parecida a la
del aceite de oliva, en la que no deben diluirse los lipidos que la
atraviesan, sino que necesitan seguir una linea directa hacia el
interior de acuerdo a un comportamiento cinético que se postula

especifico y saturable y por tanto con una intervencidon directa de

11
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la membrana. Es muy probable que esta caracteristica se asocie
con la actividad de las proteinas y, en el modelo que se propone, a
la configuracion morfoldgica de lechos, atajos, conductos, canales,
para el transporte de lipidos. Cuando se aportaron pruebas de la
asimetria de los lipidos transmembrana en eritrocitos y poco
después en las membranas plasmaticas de todos los animales, se

asumidé gque esta caracteristica es una propiedad general de los

organismos Vvivos.

Rotacion Molecular |

Colision Isomerizacion | Isomerizacion

Dinamica

Liquidos

Solvatacion SegundOS

Dinamica

L L L

10718 10715 10712 10°%

Cinética
Enzimatica

Decoherencia Vibraciones en

Electrénica Fase

Proteinas

| Fotosintesis | | Energia Vibracional | | Plegamiento de |

Figura 2.-Escalas temporales de diferentes procesos de relajacion molecular en sistemas
bioldgicos y quimicos. En nuestro modelo interesan los Tiempos de Relacion Molecular (z)

del orden de 10*°s hasta los 107s.

cg

F

¥

A\'I

ff»’w.}.
7

% ;:
1%{&.‘;\
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2

Ay
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v Orf

lustracion 1V.- Las estructuras periddicas en las membranas bioldgicas son comunes
en las células vivas. Se relacionan con superficies minimas periodicas: (a) Superficie de
membrana de una hoja, (b) Superficie de membrana en algas y (c) Superficie de
membrana en células epiteliales de lamprea. (Fotos: Tomas Landh, Lund University?).

2Ball P, Nature’s Patterns. Oxford University Press, 2009.
12
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En la ultima ediciéon (72), afio 2013, del monumental libro de
texto Mollecular Cell Biology, editado por Harvey Lodish
(llustracion V), se insiste en que las hormonas esteroideas son
transportadas a través de la membrana celular por difusion simple
(llustracion V) (14). En otro articulo se representa didacticamente
Su paso a través de la membrana plasmética de las células diana
con una flecha, de lo que parece deducirse que no entrafa

dificultad alguna (Figura 14)3.

m Mechanisms for Transporting lons and Small Molecules Across Cell Membranes

A £ e
{} Property —Jpp Simple Diffusion Facilitated Transport Active Transport
v

Cotransport*

Driven by movement
f a cotransported jon

down 1ts gradient

llustracion V.- En la comunidad cientifica es comun aceptar que las
hormonas esteroides como mecanismo de transporte a través de las
membranas bioldgicas se debe a la Difusion Simple.

No soOlo las membranas eucariotas disponen de una variedad
de lipidos quimicamente diferentes si se considera la longitud de
cadena, el grado de insaturaciéon y el grupo funcional de la cabeza
polar, sino gque también los lipidos se distribuyen
heterogéneamente dentro de las diversas organelas e incluso entre
las dos caras de la membrana.

La segregacion de los aminofosfolipidos parece ser debida a
la topologia de enzimas responsables de la sintesis de lipidos o de

las interacciones del citoesqueleto de lipidos (11).

¥ Matsumoto T et al. The Androgen receptor in health and disease. Annu Rev
Physiology. 2013; 75: 201-224 (14).

13



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

Esta heterogeneidad lipidica es una "complicacion de
la Naturaleza". Se transmitié tras un millén de afios a las células
eucariotas y ha sobrevivido al filtro de la evolucion, todo ello
sugiere que la composicion de los lipidos y la distribucion dentro
de una célula no es accidental, tampoco intrascendente, para la
actividad de las células.

En experimentos con bicapas lipidicas puras, es decir, en
membranas sintéticas sin proteinas, se observa que pequefas
moléculas se difunden pasivamente a través de la membrana, tal
como se expresa en la ecuacion (16). Extrapolar estos resultados
a las estructuras complejas de la membrana puede resultar una
simplificacién arriesgada, o, al menos, sin fundamento.

La biofisica del transporte celular y a través de membrana,
asi como su compartimentacion, se matematiza en tres
ecuaciones.

Para los procesos de Difusién Pasiva:

on oC
ot OX

I
)
>

- la tasa de difusion en moles/s,
P - coeficiente de permeabilidad soluto-dependiente,
oC

OXx . .
- el gradiente de concentracion

14



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

ORGANIZACION ESPONTANEA DE LIPIDOS

Los experimentos de Heinen y Lauwers (17) y Loison et
al. (18) sugieren la posibilidad de un proceso reiterativo que podria
generar compuestos de alquilo de cadena larga tales como acidos
grasos y tioles de alquilo graso por la adicion progresiva de

enlaces C-C*.

Meteorite extracts

C
(0]

m
OH

llustracion VI.- Vesiculas Lipidicas como posibles estructuras
prebidticas de membrana. En a) Vesiculas formadas de suspensiones
acuosas de extractos de meteoritos y acido decanoico (Dreamaer et al,
2002, Ed. Mary Ann Liebert), b) Esquema de la vesicula, en c) otra
molécula candidata potencial en los albores de la vida: el acido decil
fosfénico. (McCollom TM. Miller-Urey and Beyond: What Have We
Learned About Prebiotic Organic Synthesis Reactions in the Past 60
Years?. Annu. Rev. Earth Planet. Sci. 2013; 41: 207-29).

Aunque solamente los compuestos cuya cadena es de 5

carbonos han sido identificados en los experimentos hasta

*El 4cido heptanoico es un prometedor tratamiento en la G1D (Glucose Transporter
I-deficient).[Marin-Valencia I, Good LB, Ma Q, Mallow CR, Pascual JM. J Cereb

Blood Flow Metab. 2013, Feb;33(2): 175-82]
15
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ahora, una reaccion puede permitir el desarrollo de cadenas de
carbono mas largas.

Que las primeras vesiculas, proto-membranas, aparecieran
abioticamente, hallan un soporte en los experimentos llevados a
cabo con extractos de meteoritos (llustracién VI).

El mecanismo de reaccion es claramente diferente del
proceso de Fischer-Tropsch y se produciria bajo condiciones ricas
en azufre (17), destructivas para los catalizadores de Fischer-
Tropsch. Por lo tanto, esta via podria haber proporcionado una
ruta alternativa a la formacion de compuestos formadores de
membrana, en un ambiente que también podria haber sido propicio
para el desarrollo de redes de reacciones proto-metabdlicas (18).

Es decir, la primitiva membrana, podria originarse sin la

ayuda de un genoma, ni siquiera basado en el ARN>®

Los procesos de difusion pasiva, espontadneos, y debido a
una concentracién (gradiente) en el equilibrio termodindmico son,
sobre todo, dependientes del tamafio de la molécula y del grado de
polarizacién. Asi, se admite que los iones son practicamente
incapaces de ajustarse a esta difusion pasiva a través de las

membranas bioldgicas.

El proceso de transporte de lipidos esteroides a través de la
membrana plasmatica podria concebirse como autocatalitico. Nos
brinda la posibilidad, avalada por los experimentos, de un “extra”

en la disipacion de energia (Figura 3).

*Del Bianco C, Mansy SS. Heterotrophic model protocells. In Genesis, The Beginning: Precursors of
Life, Chemical Models and Early Biological Evolution. Springer, 2012. pp. 709-722.
® Segré D, Ben-Eli D, Deamer DW, Lancet D. The lipid world. Origin Life Evolution Biosphere. 2001;
31(1-2): 119-45.
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4 Energia Libre Parcial Disipada

por Procesos Autocataliticos

o
| .
2
-l
8
o
.
o
c .
w Energia Libre
Disipada por
Procesos
C Lineales
Accion Fisica
>

1 Tiempo

Figura 3.- Los procesos autocataliticos, de naturaleza no lineal,
cursan la accion fisica (movimiento) con una porcidon “extra” parcial
de la Disipacion de Energia Libre. Esta contribucion para la verificacién

del fendmeno, sin fuentes ajenas de energia, asegura el proceso (19A).

La velocidad de difusion pasiva es proporcional al
gradiente entre ambos lados de la membrana, por lo tanto, la
difusion puede ser descrita por un coeficiente de permeabilidad

soluto-dependiente, P [cm [/ s].

La existencia de Estados Estacionarios habla de una tasa,
cambio, incremento de la funcién de Gibbs que no sea cero

(Esquema | de esta memoria, pagina 64, sobre los Estados
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Estacionarios). La Difusion Pasiva en la representacién de Hanes-
Woolf es rotunda, en tanto que el cambio de un incremento del
Cociente [S]/v respecto a la [S] es cero, en la grafica es una recta

paralela al eje de las X (Figura 4).

Cuando la tasa de transporte no aumenta linealmente con el
aumento de gradiente de concentracion, pero alcanza una

saturacién (estado estacionario) a un nivel determinado por Vpax
con las dimensiones de [moles] / [cm® - s], sigue una ecuacién

hiperbdlica, siendo la exhibida por los canales y la difusion
facilitada (16):

Vimax
K
oC/ox

on/ot =

I+

En donde K, con dimensiones de [mol] x [cm™), esta
determinando la velocidad de saturacién, y ocurre tras un tiempo

hasta alcanzar, numéricamente, % Vmax.
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Facilitated

diffusion

Passive
diffusion

[5]
Lineweaver—Burk
Passive
diffusion
Facilicated
1 diffusion
1
|
[5]
Hanes—Woolf
Passive
diffusion
5
1r
Facilitated
diffusion
[5]

Figura 4.- Tres representaciones de los procesos de Permeacion. La de
Hanes-Woolf ( ) es muy elocuente: la o(S/v) / §, es cero. En
Biotermodinamica se interpreta como una tasa de incremento o de
disipacion de entropia igual a cero. (S: Sustrato; v: velocidad de la
reaccion). (Garrett & Grisham, 2013. Biochemistry, Fifth Edition) (9).
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Las caracteristicas esenciales de los canales vy
compuertas se asientan en la selectividad sobre los sustratos y
sus propiedades de regulaciéon, es decir, cOmo se mantiene o0 se
interrumpe el flujo dependiendo de las sefales externas. Estas
sefiales pueden ser mediadas por moléculas que tienen la categoria
de biosefales, tales como iones, la fosforilacion/desfosforilacion, las

variaciones de tension, etc.

Considerar a los lipidos moléculas pasivas formando
s6lo un cemento viscoso que contiene proteinas de membrana,
filtrando las moléculas hidrofilas, supone alejarse de lo que es la
bicapa lipidica. Hace tiempo que ha dejado de considerarse,
aunque se sigue arrastrando algo de aquella concepcién al
mantener que atraviesan la membrana por difusion simple debido a

la homogeneidad o a la solubilidad.

Los lipidos de la membrana plasmatica conforman una
estructura sofisticada capaz de un notable polimorfismo con el
agua. De tal manera que el atajo morfoldgico, el lecho, incluso un
Canal, como un agregado cooperativo, con dominios cataliticos,
enzimaticos y de polimeros podran intervenir de manera
determinante en la capacidad irritativa, excitable, transmisora de la

informacion bioldgica.

La expulsiobn de algunas moléculas de agua de estos
agregados se ha podido comprobar. Corroborando la importancia
de la transicion Gel-Sol-Gel... como mecanismo princeps en la
morfogénesis bioldégica. La caracteristica fisica de una bicapa
lipidica permite no s6lo el movimiento de proteinas, también las

deformaciones en su estructura que, junto con las del
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citoesqueleto, proporcionan a la membrana de la célula sus

propiedades mecanicas, elasticas.

REACCION E INFORMACION SON INSEPARABLES
EN EL METABOLISMO,

(¢EXISTE ALGUN GESTO QUE CAREZCA DE INFORMACION?)

La comunicacion bioldgica se establece entre un efector
0 emisor y su correspondiente receptor encargado de interpretar el
mensaje que se le transmite. Estd claro que el principal
responsable de la transmisién es el aparato receptor. En la
transmision biolégica mas compleja, como es el sistema visual, es
la retina quien descifra la secuencia de fotones que recibe, lo
mismo que es el oido interno quien traduce las ondas sonoras a

potenciales de accidén que interpreta el SNC.

Ademas de la transmision especifica de mensajes que
realizan los sistemas especializados como el nervioso o el
endocrino, todas las moléculas organicas son portadoras de
informacion, que interesa a todo aquello con lo que se relaciona

para mantener una corriente de entendimiento (20).

Cualquier ruta metabdlica conlleva un procesamiento de
informacion que puede descomponerse siempre en dos partes: el
efector y el aceptor. Por ejemplo, la primera reaccion de la
glucolisis, en la que la glucosa se convierte en glucosa 6-Fosfato,

puede ser interpretada como una secuencia informatica (Tabla 1).

La hexoquinasa informa a la glucosa que hay fosfato
disponible dispuesto a unirse a ella y que el flujo energético es
favorable por lo que la reaccién se puede realizar. En este caso la
enzima se encarga de ejecutar la orden de la que saldra un nuevo

mensaje en forma de glucosa seis fosfato (Glucosa 6-P). Esta
21
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fosforilacion cambia radicalmente el contenido, la biosemiodtica
(21), significa otra cosa de lo que queria decir la glucosa sin
fosforilar.

La cinética michaeliana con un tratamiento de regresion
muestra mas que una curva hiperbélica (Figura 5). En algunos
tratamientos de modelos michaelianos, las soluciones numeéricas
muestran un sistema con la existencia de un torus-like estacionario

conformando ciclos limite bidimensionales (19B) y (Anexo I111).

s

-
1

05 10 15 20 25
Vm

S : [Sustratol; Vm- Velocidad Méaxima; K; Constante de Michaelis

30 35

Figura 5.- Izquierda: Lineas de nivel para la ecuacion del modelo de
Michaelis-Menten. Se puede apreciar la forma elipsoidal que se
encuentra cerca del minimo, ademds se acompafia de una fuerte
asimetria. Derecha: Una vision en perspectiva de S en funcién de Vm, y
de K. [Moroz A. Chapter 3, Variational and the Optimal Control Models
in Biokinetics. p. 158. En The Common Extremalities in Biology and
Physics. 2012].
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El control llevado a cabo en este primer paso se ajusta
a una tasa de entropia compatible con el principio de produccion
de minima entropia de Prigogine o el de maxima disipacién de
Ziegler.

SISTEMAS DE INFORMACION Y TERMODINAMICOS

Fuentes de los Sistemas de [nformacion Potenciales Termodinamicos
Informacion Energia Libre, Exergia

Flujo de Informacion al Interior (Replicacion) Flujo de Exergia al Interior
Flujo de Informacion al Exterior (Muerte) Derroche de Energia
Intercambio de Informacion ( Creacion de Orden) deS

Procesado Interno de la Informacion (Crecimiento) ds

Tabla 1.- Los procesos donde estd involucrado el Flujo de Informacién
son equiparables con los Parametros Termodinamicos y viceversa:
Energia Libre, Entropia, Exergia (Obtencion de un trabajo maximo con
un consumo minimo de energia). [d.S: variacion de la Entropia externa,
d;S: variacion de la Entropia Interna]. (Sekulic DP. Chapter 2, Energy
and exergy: does one need both concepts for a study of resources. In
Thermodynamics and the destruction of resources. Cambridge University
Press, 2011).

Cuando la informacion fluye entre dos compartimientos
con relativa individualidad, como pueden ser el espacio

extracelular y la membrana plasméatica, la secuencia se parece
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mas a la trasmisidén sinaptica o a la informacion visual o acustica:
un mensajero especifico, un sistema de recepcidén y un transito de

informacion vehiculada o no por la molécula efectora.

En el nudo gordiano de la cuestion se dirime el
problema o, més bien, la solucién: la multiplicidad de los lipidos
de membrana es necesaria para el correcto funcionamiento de las
enzimas unidas a la membrana, o, alzando las miras fisiologicas:
es por esta variedad de lipidos de membrana que son utilizados
para transmitir, portar, mensajes a las proteinas con mutua

especificidad.

Los esteroides, como hormonas, con informacién tan
sensible como es la que permite el mantenimiento de la especie,
cuando atraviesan la membrana plasmatica para llegar a sus
receptores nucleares especificos, no pueden pasar desapercibidos
y hacerlo en virtud de caracteristica fisicas inexpresivas. Seran
reconocidas, valoradas y acomodadas para su transito a través de
la membrana.

Como siempre, quien debe modificar su estructura e
interpretar el mensaje es el receptor, en este caso la membrana
plasmatica. Quesada MP mostré que es el receptor de GABA quien
va al encuentro del efector y se organiza para interpretar el
mensaje que es su responsabilidad, en relacion al modelo
conceptual propuesto (22).

Varios experimentos han mostrado que los esteroides
interaccionan con el receptor del GABA: algunos esteroides, a
bajas concentraciones (de 30 a 300 nM), mejoran la conductancia
del cloruro por GABA-estimulado y en concentraciones mas altas
(1pM) producen una apertura directa del Canal del CI que es

inhibido por el antagonista de GABAAR, la bicuculina (22).
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Est4 ganando fuerza en la comunidad cientifica la propuesta
de considerar a los Lipidos como organizadores de las membranas
celulares (23), influyendo la bicapa lipidica sobre la Sefializacién
Celular y la Difusién de proteinas y lipidos. Las diferencias locales
en la composicion de lipidos de la bicapa, que forman
microdominios altamente viscosos, pueden también influir en el
confinamiento de las proteinas (24). E incluso se pueden observar
fenédmenos de naturaleza cooperativa, de alosterismo. En alguna
parte de la curva cinética (al establecerse el flujo inicial
unidireccional, o con los experimentos de carga’, en el modelo
postulado). Mas patente cuando se demuestra que es un transporte
activo y la curva cinética que describe altera su grafica
hiperbdlica, denotando un grado positivo de cooperatividad.
Entonces los flujos podran estar acoplados y ofrecer también,
aunque no es condicion sine qua non, control a la célula y
exhibirse como una estructura disipativa, en su maxima

representacion como una funcion sigmoidal, h > 1 (16).

h,
On/or = Vmax Coeficiente
K — deHil
(1+ ——)"
oC/ox

Todo proceso espontaneo tiende hacia un estado de
equilibrio o lo que es lo mismo, hacia un estado de maxima
entropia (absoluta). No s6lo el Principio de Minima Produccion de
Entropia de Prigogine (como una hipotesis de Equilibrio Local)
rinde cuentas de la Estabilidad Estructural y Funcional, sino
también el Principio de Ziegler de Maxima Disipacion de la Energia

como criterio méas general (19C).

" La cooperatividad, en parte, se debe a los lipidos de membrana al efectuar una transicién de fase.
(Qiang H. Cooperativity in cellular biochemical processes: noise-enhanced sensitivity, fluctuating
enzyme, bistability with nonlinear feedback, and other mechanisms for sigmoidal responses. Annual
Review Biophysics. 2012; 41: 179-204).

25



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

Durante un proceso de este tipo (espontaneo) se puede
producir trabajo. El transporte de membrana puede ser o difusivo
(pasivo) o mediado (facilitado), cuando no existe un aporte ad hoc

evidente de energia (activo).

HOMEOSTASIS

L

FEED-BACK POSITIVO

S

X

S Max. Absoluto

Figura 6.- Los procesos de regulacion y adaptacion, considerados en
conjunto como “Homeostasis” manipulan la Entropia (S) de tal modo
que evitan sistematicamente que esta Funcion de Estado, también
aceptada ahora como Potencial Arménico, alcance un maximo absoluto.
El control homeostasico cuenta, para su aseguramiento, con medidas de
retroalimentacion positivas (Feed-back positivo), es conocido como
Alostasis, Heterostasis u Homeorresis.

La difusion simple, pasiva, sigue el sentido del aumento
de la entropia, por lo que puede rendir energia. En contraposicion,
el transporte activo ordena, desequilibra, consume energia. Son
los dos extremos fenomenoldogicos. Cuando se afirma que los
esteroides atraviesan la membrana por difusion simple se esta
expresando que aumentan la entropia (hasta un maximo absoluto),

por lo que este proceso podria utilizarse para realizar trabajo y, en
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la logica temporal, espontaneo. Pero las hormonas esteroides
llevan en si un mensaje de orden, favorecen el gasto de energia al

incitar la actividad celular y actian muy concertadamente.

Este transporte exige direccionalidad (uni-): rapidez y
una ruta, algo asi como un atajo que no distorsione la organizacién
de la membrana. Para evitar que el lipido en su paso por la
membrana se someta a las leyes de Fick y difunda libremente,
necesita un conductor lipidico aunque sin excluir la participacion
de las proteinas. De lo contrario, el lipido (esteroide) en su
travesia, cumpliria fielmente las leyes de Fick (lineales) para la
Difusion, pero, eso si, movilizAndose en todas las direcciones

posibles.

Para Ganti (2011) la minima unidad de Vida (chemoton)

esta configurada por tres subsistemas autocataliticos (25):

1. Membrana,

2. Metabolismo,

3. Redes de Informacion.

Los lipidos (esteroides, la testosterona) cumplen en demasia
con todos los puntos del 1 al 3. E incluso con otras teorias sobre
la Vida donde la autopoyesis es condicion sine qua non para
definir el hecho de la vida misma. Este caracter autocatalitico de
la membrana como fundamento de la Vida implica estar alejado del

equilibrio.
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INTEGRACION FUNCIONAL DE LOS LIPIDOS DE MEMBRANA:
ESTRUCTURA E INFORMACION

(EL COLESTEROL Y LOS ESTEROIDES NO SON SUSTRATOS
ENERGETICOS)

Con el postulado clasico (espontaneidad, equilibrio) se
esta aceptando que no hay otro mecanismo de control para su
entrada en la célula mas que la concentracién extracelular. No
obstante, hay datos que muestran la dependencia del consumo de
oxigeno (26) y la existencia de factores de control en la propia
membrana (27).

Los biofisicos han logrado la fabricacion de membranas
estables (liposomas) con solo un tipo de lipidos, en suspension
acuosa, por ejemplo, con fosfatidilcolina de huevo (PC). La
realidad biologica es otra: las membranas vivas albergan varios
cientos de diferentes lipidos.

¢,Cual es la razén de que haya tantos lipidos quimicamente diferentes
coexistiendo en la naturaleza ?. ¢Por qué la composicion de los lipidos
de varias membranas de eucariotas son diferentes y, a veces,
incluso, los dos lados de las membranas biol6gicas son diferentes
(asimétricos)?. Esto requiere numerosas enzimas especificas para
la sintesis y, en dultima instancia, para el traslado al destino
correcto de los lipidos recién formados.

Podria considerarse que la estructura asimétrica de la
membrana plasmatica se ha construido gracias a un aporte
energético: a) en la biosintesis de la propia membrana, b) en la
sintesis de las moléculas de agua, de manera similar los gllucidos
(funcionalmente activos en la dinamica de la membrana) y, c) en
la construccion de las proteinas de membrana. Esta manera tan

peculiar de transformar la energia en las membranas bioldgicas
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lleva implicito que son maquinas moleculares entéalpicas®
Gracias a los dispositivos de acoplamiento entre fendmenos (sus
flujos y sus fuerzas, de forma reciproca, los potenciales
termodinamicos traducen la energia (28).

Los lipidos desarrollan funciones diferentes segln su
localizacion. Su maxima actividad o rentabilidad biol6gica se
alcanzaria cuando se encuentren en un medio hidr6fobo, pero
resulta que se asocian a otros lipidos formando el tejido lipidico
para permanecer, en cierto modo, “inertes”.

Es, cuando al enfrentarse a moléculas polares, como las
proteinas, destapan su dialéctica funcional como transportadoras
de informacién. En ese contexto establecen asociaciones
moleculares, se mueven con rapidez para defender su
singularidad, como es palpable en la estructura fluida de la
membrana, cuya asimetria responde a diferentes actividades
locales.

Todavia es aceptado por algunos fisidlogos que los lipidos
forman esa tercera clase de moléculas del organismo vivo,
después de las proteinas y los acidos nucleicos. Sin embargo, los
lipidos no son probablemente “tercerias” en la estrategia evolutiva.
El hecho es que los lipidos componen el armazén de las
membranas biologicas, determinan el Ilimite de todos los
organismos vivientes y la compartimentacion de los organulos en
los eucariotas.

Los lipidos soportan acciones hormonales y todas las
actividades de los otros principios inmediatos que se les supone
superiores en la jerarquia celular. De ahi que nunca se hayan
considerado candidatas a contar con vehiculo propio para

atravesar las membranas, sobre todo si su peso molecular es bajo.

® La Entalpia es el empuje natural en todo proceso. Su potencial complementario es la Entropia que la
reconduce como una flecha direccional le confiere el sentido del tiempo.
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SUBCOMPARTIMENTOS Y ENERGIA SILENCIOSA
(INFORMACION)

El paso evolutivo de bicapa lipidica, homogénea,
simétrica, hasta la membrana asimétrica, introdujo la condicién de
compartimentacién dentro de la propia membrana, le hizo perder la
unidad homogénea estructural y funcional. Oblig6 a mantener
diferentes actividades locales en cada uno de los sistemas en los

gue se puede subdividir la membrana plasmatica.

La compartimentacién molecular en los sistemas de interfase
agua-lipido acarrea siempre gasto de energia como sucede cuando
actuan ATPasas o proteinas de compuerta. Los lipidos, como es
bien sabido y se va a repetir a lo largo de esta Memoria, pueden
organizarse y organizar sin gasto aparente de energia. Tales
mecanismos son dificiles de imitar todavia en un modelo

experimental.

El trasvase de esteroides desde las proteinas plasmaticas a
la matriz lipidica de la membrana es un proceso favorable, pero no
asi su incorporacion al medio intracelular donde deben asociarse

de nuevo a las proteinas del citosol.

Termodinamicamente no es posible la secuencia orden-
desorden-orden sin un aporte de energia (aunque aparentemente

no pueda ser contabilizada).

Los sistemas dindmicos en el proceso de recepcion y

expresiéon de la informacion alcanzan la maxima capacidad de
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informacion (Ilmax) en funcion directa logaritmica de los posibles

estados estacionarios (Qestac), S€gUn la ecuacion:

Imax = |ng Qecstac

La transmision de informacién en el transporte a través de la
membrana adquirirdA su maximo a medida que el lipido esteroide
(testosterona) vaya induciendo su propio canal®. Estos fenémenos
se acompafian de una energia mecanica y una transferencia de
calor (oscilaciones térmicas). A modo de ejemplo, si un proceso
transcurre con una temperatura T = 300 K, se calcula una Energia

asociada de 89 kJ/mol para una hora.

El propio Van der Waals (1911) propuso la relacion entre el
cambio de entropia y la direccionalidad de los procesos fisico-
qguimicos. Un bit (minima cantidad de informacion) se asocia al
menor cambio posible de entropia (k-In2, k es la constante de

Boltzmann con un valor de 1,38-1072%julios/K).

Robert T. Evans (1965) propone una nueva magnitud
termodinamica, la Esergia. La Esergia estd construida con los
requisitos de Aditividad, Congruencia y Aumento Mond6tono con el

tamafo del Sistema. Formalmente la Esergia de Evans es To:l.

Otra propuesta analoga es la Exergia, una funcion de
disponibilidad de Keenan, es una razdn entre una sefial y el ruido
asociado en un entorno con una temperatura To. Esta Exergia se
reconoce en la expresion k-To, una energia determinada por el

ruido térmico y los grados de libertad (29).

% Los Estados Estacionarios no son un punto final en un proceso. La Cinética Michaeliana es el ejemplo.

31



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

ESTRUCTURAS DISIPATIVAS

Las relaciones reciprocas de Onsager® (entre los
Flujos, Fuerzas y sus Coeficientes Fenomendlogicos) estan
aseguradas cuando la magnitud es pequefia (por ejemplo, 2.5
kJ/mol, resultado de R:T, a una temperatura ambiente en
condiciones normales).

Las afinidades de las transformaciones bioquimicas se sitdan
en el rango numérico de 4-8 kJ/mol, que exceden a los 2,5 kJ/mol
de la fenomenologia termodinamica para el transporte y sujeto a
las relaciones de Onsager, como el acoplamiento electro-cinético

(mecano-sensitividad, efecto piezoeléctrico) (28,30).

Las relaciones reciprocas de Onsager no tienen que
cumplirse si el sistema est4d muy alejado del equilibrio pues ya no
estd asegurado el Principio de Minima Produccion de Entropia
como exclusivo criterio de evolucion del sistema.

La busqueda de un criterio general de evolucion con validez
en los estados alejados de equilibrio se torna en una tarea
urgente. Asi surgi6 el criterio de Glansdorf-Prigogine y el concepto

de “estructura disipativa”.

Las estructuras disipativas son la expresion manifiesta de
la capacidad de auto-organizacidén tanto en sistemas abiogénicos
como biogénicos. Este nuevo constructo biofisico dota de sentido
la formacién de estructuras espacio-temporales relativamente

estables.

19 Esto se aplica a la Region Lineal, cerca del Equilibrio. En la Regién Alejada del Equilibrio, No Lineal,
se precisa una Extension de las relaciones entre Fuerzas y Flujos.
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Si los esteroides tuvieran las mismas caracteristicas de
polaridad que todos los componentes lipidicos de una membrana
homogénea en movimiento, al incorporarse a la membrana por la
parte externa no hay causa aparente para pensar que puedan
atravesar linealmente el espacio interior de la membrana hacia la
otra cara, como sugieren los esquemas que representan la difusién
pasiva de los lipidos esteroides. De la misma forma que si se
echa agua de un jarro en la corriente de un rio, el agua vertida no
lo atraviesa directamente hacia la otra orilla, sino que se diluye en

el fluido con propiedades anéalogas (llustracion VII).
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llustracion VII.- “Observad el movimiento de la superficie del agua, que se asemeja al
del cabello, que tiene dos movimientos, de los cuales uno es causado por su propio peso
y el otro por la direccion de los remolinos; por tanto el agua tiene movimientos
rotatorios, una parte de los cuales se debe a la corriente principal, y la otra a un

movimiento inverso y aleatorio”. Leonardo da Vinci, 1510.
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Pero si los esteroides son afadidos a una
corriente heterogénea de lipidos, deberan buscar una zona en la
gque acomodarse de acuerdo con sus propiedades de solubilidad,

entre otros parémetros.

Los lipidos de membrana han sido considerados hasta ahora
como simples aislantes eléctricos inertes, en consonancia con su
funcionalidad en la membrana (nula, segun esta visién), o ya sea

como solutos al intentar atravesar la membrana.

Pero nada més lejos de la realidad. Los Lipidos son agentes
determinantes de la topologia de las membranas. Un ejemplo de
génesis estereoespecifica puede ser la fosfotidiletanolamina,
cardiolipina y el monoglucosilacilglicerol, los cuales, no forman
bicapa, y, por el contrario, si son generadoras de bicapa el

fosfatidilglicerol, la fosfatidilcolina y el diglucosilglicerol (31).

Se van aportando pruebas experimentales de la existencia de
canales lipidicos, como los de naturaleza i6nica y soportados
estructuralmente por moléculas lipidicas (32,33), equiparandolos a

las proteinas.

Es importante mencionar que existen otras funciones en el
transporte de los lipidos ademas de generar/preservar la asimetria
fundamental lipidica transmembrana. Los lipidos pueden ser
secretados al espacio extracelular transportados a través de la

propia membrana.

Otra cualidad de la membrana y de los lipidos intra-

membranarios es la generacion de Flexiones en l|la membrana
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mediante la creacion de una diferencia del area de superficie entre
las dos monocapas de la membrana, este fendmeno reviste

caracter cooperativo (Figura 7) (34).

S /7N

Curvatura
en la Membrana Bioldgica

a

Membrana Biolégica

Figura 7.- Las posibles curvaturas (alteraciones geométricas) en la
membrana biol6gica estan sometidas a un incremento de la funcion de
Gibbs. Que sea nulo, o casi nulo, el incremento de G, (G es la funcion
de Gibbs), se verificard por reacomodo a su estado inicial, por un
balance de compensacion entalpico-entropico. El proceso, como
fendmeno, no es tipico del Equilibrio Absoluto Termodindmico.

Para no modificar el valor de la energia, para
atravesarla al menor coste posible, sin alterar sustancialmente la
estructura de la membrana, precisan asociarse a los componentes
afines. Los contornos polares son compatibles y favorecen
balances energéticos minimos en cuanto a la produccion de
entropia o maximos en cuanto a la disipaciobn de la

Energia/Entropia.

Un modelo genuino de transporte facilitado, en el sentido
clasico, debe cumplir con el balance entalpico-entropico (Figura 8).
Este arroja un resultado global casi nulo, practicamente, en el
incremento de la funcion de Gibbs (denominada homeostasis

termodinamica [AAG ~ 0]) (35).
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Figura 8.- Tres ejemplos de compensacion Entropico-Entalpica. En a) neopentano en

agua, b) mioglobina desplegandose, c) asociacion proteina-proteina (35). [Para AAG

~ 0, AAH = T- AAS].
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Cuadro |I.- POSIBLES ORIGENES DE LA
COMPENSACION ENTROPICO-ENTALPICA (35):

A. Reorganizaciéon del disolvente (en nuestro modelo, el
Agua [Incluido en nuestro Diagrama del Modelo
Conceptual, -Estrés Osmodtico (EOS)-], es candidata y los
propios lipidos transmembrana).

2>[Soporte experimental en el trabajo de McGee MP]

EO5: CUANTIFICACION TRANSFERENCIA AGUIA
T,P,pH Y FUERZAIONICA BO y RCOOP INDUCIDO

CON _SOLUTOS LENTOS
EXCLUYEN A5UA
R MACROMOLECULAR ESPACIOS PERMEAELES [50)

\ \ MECANISMOS DE MEMERANA =T=T

TRAMS. FASE

B. Flexibilidad del receptor (la membrana, sus componentes
actuando sinérgicamente).

2>[Soporte experimental en el trabajo sobre el receptor del
GABA, Peran M. — Pro-Induccién del Canal de Isopolaridad

debido a la interaccion de la Testosterona con la Membrana

Plasmatica y su Microentorno]

C. Restricciones conformacionales
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Un mecanismo explicativo plausible para el transporte
sin gasto de energia en el transporte de los lipidos esteroides,
hormonas, la testosterona por ejemplo, es el motor Browniano
(Figura 9).

La probabilidad de avanzar aumenta, y revestira, bajo ciertos
requisitos, un cardcter unidireccional. La asimetria natural de la
membrana determina la direccion del movimiento a través de la
membrana. Este Movimiento Browniano reviste un caracter
Gaussiano y Markoviano (Figuras 9 y 10).

Es el modelo general (Figura 9) propuesto por Astumian
(36,37), y que no precisa un aporte de Energia (aparente). El
mecanismo del Motor Browniano es imaginable conduciendo la
particula en una direccion definida, aunque pudiera darse en todas

las direcciones, sobre todo si no es demasiado rapido.

Exterior Celular
Interior Celular

./\7/\

Figura 9.- EI mecanismo del motor Browniano. Una particula se mueve
en un espacio asimétrico. Si los contornos son suficientemente grandes,
la particula permanecera estacionada en un minimo topologico. Si los

contornos se reducen, la particula podra moverse ( =2 ).

En esta dinamica se podran conformar poros,
nanotubos'!, canales, gracias a la entropia que es un auténtico

potencial arménico (Figura 11).*

1 Kim Y, Li W, Shin S, Lee M. Development of Toroidal Nanostructures by Self-Assembly: Rational
Designs and Applications. Accounts of Chemical Research, 2013; 46(12): 2888-2897.
12 El Teorema de Fluctuacién-Disipacion de Einstein es el soporte tedrico.
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LADO IZQUIERDO LADO DERECHO

| n—> >

Figura 10.- El trinquete ideado por Feynman a partir de la
lectura de los trabajos de Maria Smoluchowski.

De tamafio molecular, este trinquete tendria que tener
un resorte lo suficientemente labil para permitir la colision con las
moléculas. Sin embargo el dispositivo de enganche es a su vez
tan débil que también permitiria el paso de las moléculas al azar
a través de los mismos enganches del trinquete, al deslizarse
suficientemente, como para que se produzca un reflujo, y el efecto
neto de las moléculas entre el lado derecho e izquierdo se saldaria

con un balance préximo a cero.™

El nimero de decisiones para separar las moléculas, de una en
una de una mezcla, supone intervenir con una cantidad de
informacién de 6 x 10 %% bits (29). Como ejemplo de lo que
representa, mecanografiar una pagina supone un contenido
informativo en bits de 21.000. Como idea especulativa han sido

invocados los Solitones. Mateméaticamente resultan soluciones a

3 peter M. Hoffmann. Chapter 5, Maxwell’s Demon and Feynmam’s Ratchet . In Life’s Ratchet,
How Molecular machines extract order from the chaos. Basic Books. 2012.
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determinadas ecuaciones diferenciales, y, en el nivel empirico,
parecen cumplir los criterios de una particula-onda. Los Solitones
también han sido propuestos para explicar c6mo se transmiten las
sefiales en las moléculas biolégicas. En las que, por ejemplo,
existiria un acoplamiento entre las vibraciones de los atomos
constituyentes de la molécula biosefial y los grupos polares, de
tal manera que se originarian ondas no lineales por las
Fluctuaciones de la Entropia/Entalpia, las frecuencias son
creadoras de forma (32,34,38).

Equilibrio Térmico

v

Entropia S
A

Fluctuaciones

$o

0 — variable §0

Figura 11.- En el Estado o Regidn, de NO Equilibrio la condicion de estabilidad viene

dada por

= 5°Pd > 0

L. B(5°S) N e A
E')(E')_S',Ji = (')‘I: ]
adt b ks

575 es la condicion de estabilidad que opera como una funcion de Lyapunov y asegura
la Estabilidad del Estado Estacionario. (§ representa una variable como la energia interna,

volumen, area, etc.) (30).
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PASO DE LA TESTOSTERONA
A TRAVES DE LA MEMBRANA PLASMATICA

El modelo conceptual propuesto en esta memoria, se
apoya en datos experimentales del GIM (Grupo de Transporte de Membranas)
obtenidos con una técnica original aplicada al transporte de testosterona en
fibroblastos.

Se utilizo este tipo de células porgque contienen 5a-reductasa unida a la

membrana. El enzima 5o-reductasa convierte a la testosterona en b5-

dihidrotestosterona nada mas llegar al citosol (39). Asi, el transporte puede

considerarse no concentrativo, al menos en los primeros momentos (Figura
12).

Figura 12.- Testosterona sometida en la membrana a la accién de la reductasa.
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Los calculos en los estudios experimentales (apartado Apoyo
Experimental) han tenido en cuenta la hip6tesis de la hormona
libre, que defiende que es la fraccion no ligada a las proteinas
transportadoras la que atraviesa la membrana.

El transporte se ha medido utilizando la técnica de Peran y
McGee (40) y una modificacién de la misma, introducida a finales
de la década de los noventa, para hacerla extensiva a células que
no forman tejidos, es decir células sanguineas o células de lento
crecimiento como las neuronas.

En la siguiente figura (Figura 13) se muestran los posibles
mecanismos, con los que se especula en la comunidad cientifica,
gracias a los cuales las hormonas esteroides (la testosterona,
estrégenos, progesterona) penetran al interior de las células a

través de la membrana plasmatica.

Asi para los Andrégenos (Testosterona) (41):

- En (A):

El esteroide difunde Ilibremente a través de Ila
membrana plasmatica celular, para unirse posteriormente
a un receptor intracelular y asi atravesar la membrana
nuclear, adentrandose en el nucleo para regular la

expresiéon génica.

- En (B):

Por medio de una endocitosis mediada por receptor
conteniendo moléculas lipofilicas, podrian participar las
LDL wuniéndose a este receptor, a continuacion se

produciria una degradacién a cargo de los lisosomas, de
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tal manera que los esteroides y el colesterol se

incorporarian a diferentes rutas metabdlicas.

La opcion (C):

Precisaria de una endocitosis mediada por receptor,
pero la internalizacién se haria con el transportador
extracelular de la hormona esteroide conjuntamente con
el propio receptor, y en un momento posterior se liberaria

la molécula de esteroide.

La (D): - (La que postula este Modelo Conceptual,
implementado con el caracter Isopolar, Pro-Inductivo,

Isoentropico, con las caracteristicas de un receptor) —

Se propone la existencia de Transporte Mediado para
los esteroides a través de la membrana plasmatica. En la
superficie externa, la membrana acepta al esteroide en
una zona de similar afinidad en un proceso parecido al
reconocimiento por parte de un receptor de membrana del

complejo transportador-esteroide.

La penetracion del esteroide en el lecho de
isopolaridad-lsoentropico generaria un Canal por el que
avanza hacia el citosol con una cinética hiperbdlica. En
definitiva, este tipo de transporte resulta ser mediado, con
necesidad de reconocimiento a nivel de membrana,
impulsado por gradiente a través del canal especifico de
isopolaridad-isoentropico, saturable e inhibible (caracteristicas

del transporte mediado).
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Figura 13.- Las cuatro hipotesis de transporte a través de la membrana
plasmatica de la hormona esteroide testosterona. La D (flecha mas gruesa) es la

que defiende esta memoria (41).
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OBJETIVOS.-
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OBJETIVOS.-

El objetivo principal de esta memoria es postular un
Modelo Conceptual para el transporte de los lipidos esteroides,
(ejemplificado particularmente en la testosterona). Proponer un
modelo de transporte facilitado, mediado, sin aparente gasto de
energia, integrando los principios termodindmicos y cinéticos con
datos experimentales a favor de la hipo6tesis del transporte
mediado de los esteroides (testosterona) a través de la membrana

plasmatica mediante Canales de Isopolaridad e Isoentropicos.

El objetivo secundario es indagar en la relacion de las
hormonas esteroides, sexuales, con nutrientes como los
aminoacidos en la promocién de tumores, para implementar, con
técnicas de alta resolucion, como la Doble Dilucion Isotépica, el
control de estos procesos y la interpretacion dinamica del

transporte de farmacos.
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APOYO EXPERIMENTAL
DEL MODELO CONCEPTUAL

MATERIAL Y METODOLOGIAS
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APOYO EXPERIMENTAL
DEL MODELO CONCEPTUAL

MATERIAL Y METODOLOGIAS

MATERIAL

La [1,26,7-3H]Testosterona (80-105 Ci/mmol) ([*H]T) vy
el D-[1-'*C]Manitol (50-60 mCi/mmol) fueron servidos por
Amersham Internacional plc (UK). El MEM-Glasgow y el suero fetal
de ternera por Gibco Lab (USA). La triptosa fosfato de Merck
(Germany), la penicilina y la estreptomicina de Antibidticos
(Espafia), la seroalbumina bovina, Cohn fracciobn V vy la

testosterona de Sigma (USA).

Todas la manipulaciones celulares fueron llevadas a cabo en
una cabina de flujo laminar (Gelair Twin 30, Flor Lab), siendo
cultivadas las células a 37 °C en un atmoésfera de aire humidificado
conteniendo un 5% de CO, (Flor Lab, CO, 1500) en frascos de
cultivo de 25 ml (Corning). Las microesferas (Biosilon microcarrier
beds) se obtuvieron de Nunc, la bomba de perfusién y la columna
termostatada de Pharmacia (Sweden). La concentracion de 5-
dihidrotestosterona en el perfumado y en el efluente de la columna
fue medida por RIA utilizando reactivos de Diagnostics Biochem

Canada Inc.
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METODOLOGIAS

A) Aislamiento y cultivo de fibroblastos

El aislamiento de los fibroblastos para cultivo primario
se hizo en la campana de flujo laminar de acuerdo con el método
descrito por Sly y Grubb®. Un biopsia de piel procedente de un
donante se lava dos veces con una solucién salina balanceada
DB(+) suplementada con glucosa, albumina y antibiéticos y se
divide en 4-5 trozos. Cada trozo se transfiere a la superficie de un
frasco de cultivo de 25 ml, se cubre con suero fetal de ternera y se
coloca en el incubador de CO? a 37°C durante 24 horas. Tras este
tiempo el suero fetal de ternera se sustituye por 10 ml de MEM-
Glasgow suplementado y el frasco se coloca en el incubador por
otros 10 dias. Cuando se observa crecimiento en las células
periféricas, los trozos de tejido se sacan y se le cambia el medio
dos veces por semana hasta que el crecimiento celular alcance la
confluencia. Los cultivos en confluencia son divididos en varios
frascos (2 ml de solucion de células mas 8 ml. de medio de

cultivo).

B) Perfusion de fibroblastos cultivados en microesferas

Para la perfusion de fibroblastos cultivados sobre
microesferas se utilizo la técnica de Peran y McGee. Se cultivan
alrededor de 8-10 x 10° células en 2 ml de una suspensién de
microesferas (25000 esferas/ml) en el medio descrito antes
durante 24-48 horas en incubador de CO? al 5% y 37°C.

49



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

Una vez que las células alcanzan la confluencia sobre las
microesferas (unas 30 células por esfera), se empaquetan dentro
de una columna termostatada y se perfunden con MEM-Glasgow
suplementado con 0.41 % de seroalbumina bovina a un flujo de 10
ul/seg producido por una bomba peristaltica. La integridad celular
y su viabilidad se mantienen al menos durante cuatro horas, segun
se demostré en el primitivo trabajo de Peran y McGee. Tras cada
experimento se sometié a las células a la prueba del azul Trypan,

mostrando una viabilidad superior al 90%.

C) Captacién de testosterona tritiada por fibroblastos en

experimentos de pulso

1. Captacion inicial de testosterona.

La captacion secuencial de [®H]T se midié utilizando
una técnica de alta resolucién de flujo continuo y doble dilucion de
parejas de trazadores, durante una sola pasada de las moléculas a
través del entramado celular, previamente usada para medir la
captacion de aminoéacidos por células perfundidas en columna.
Tras equilibrar la columna durante 30 minutos con una solucion de
perfusién que contenia 10’ M de T, se inyecta un bolo (300 pl en
30 seg.) de una mezcla de [®*H]T y manitol **C, en el afluente de la
columna y se recogen 20 muestras de 60 pl del efluente de la
columna durante un periodo de 120 segundos. A partir de entonces
y durante un periodo de 5 segundos se recoge el efluente de la
columna para calcular la recuperacion de trazadores. La captacion
de [*H]T en cada muestra recogida sucesivamente (%U) se calculé

comparando su perfil de dilucibn con el de un trazador de

¥ Sly WS, Grubb J. Isolation of fibroblasts from patients. Method Enzymol. 1979;
58: 439-443.
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referencia extracelular, manitol **C, de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

%U =1 - ([*H] T / Manitol **C) x 100, (Ec.1)

Donde la actividad de los trazadores recuperados se expresa

en porcentaje de la dosis inyectada.

2. Autoinhibicion de testosterona en experimentos de

pulso

Se midi6 la captacion de [*H]T por fibroblastos
perfundidos en columna con MEM-Glasgow, puestos previamente
en contacto, durante cinco minutos, es decir el flujo unidireccional,
con concentraciones crecientes (107'° a 10° M) de testosterona
no tritiada. La captacién inicial de [*H]T en relacién al manitol **C,
se calculé de acuerdo a la ec. 1 en cada una de las muestras
recogidas secuencialmente del efluente de la columna. EIl flujo
unidireccional (J, fmol/min - 10° células) se calculé a partir de la
captaciéon fraccional maxima (Ut0) utilizando la expresién

siguiente:
J=-Fx Cax (1-Ut0), (Ec. 2)

Donde, F es el flujo de perfusién (ml/min 10° células), Ca la
concentracién (M) de testosterona no tritiada afladida al perfumado

y Ut0 la media de los valores méaximos de U.
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D) Captacién de [®H]T en fibroblastos perfundidos en
experimentos de carga

1. Produccién de dihidrotestosterona (DHT) por
fibroblastos humanos perfundidos con T (Testosterona)

Para valorar la conversion de T a DHT durante una sola
pasada del sustrato a través de la columna y su posible
interferencia con el reflujo de tritio procedente de la de [*H]T en
forma de de [*H]DHT, se perfundieron los fibroblastos con una
solucién de T y se midié la concentracion de DHT por RIA en el

efluente de la columna.

Se perfundieron fibroblastos en confluencia sobre
microesferas con MEM-Glasgow que contenia T a wuna
concentraciéon 10° M. Se midié la concentracién de DHT en 60
muestras recogidas secuencialmente, a intervalos de 1 minuto, del
efluente de la columna. La extraccion de la DHT se realizé a partir
de 0,5 ml del total del volumen recogido en cada muestra, con 0,5

ml de metanol.

Tras agitar vigorosamente la mezcla y centrifugar durante 5
minutos a 3000 rpm, se recoge cuidadosamente el sobrenadante
en tubos de 16x150 mm. Se afladen 0,1 ml de reactivo oxidante y
se extrae una vez con 10 ml de éter de petrdleo: etil-éter (50:50)
agitando vigorosamente durante 40 segundos y centrifugando
durante 5 minutos. Se recoge cuidadosamente la capa organica y
se seca bajo corriente de nitrégeno. El residuo se redisuelve en
0,5 ml de bufer fosfato de donde se cogen 100 ul, por duplicado,

para medir la DHT por RIA.
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2. Dependencia de la temperatura

El método experimental utilizado para obtener las
curvas de carga se basa en el modelo que Boyd y Parson®® aplican
a los estudios del transporte intestinal de azucares, modificado y

adaptado para usar en preparaciones de cultivos en microesferas.

Los cultivos confluente de fibroblastos en microesferas se
empaquetaron en una columna termostatada y se perfundieron con
MEM-Glasgow que contenfa una solucién de [*H]T y manitol **C a
una concentraciéon de 5 x 10°° M. Las células se saturaron con esta

solucién durante 20-25 minutos.

Durante los 3 primeros minutos de este periodo se recogieron 30
muestras secuenciales de 60 pl del efluente de la columna. A partir
de entonces y durante los siguientes 20 minutos se recogié una

muestra de 60 pul por minuto.

Las curvas de dilucién se construyeron sobre la base del
porcentaje de las actividades de ambos trazadores recogidos en
cada muestra y comparados con sus respectivas actividades en
una muestra de igual volumen extraida del frasco que contenia el

liguido de perfusion.

La captacién se calculdé aplicando la Ec.1 a cada una de las
muestras sucesivas. “Ut” representa la captacién neta obtenida de
integrar la recuperacion de trazador durante dos periodos de
recogida de efluente, a los 3 (Ut3) y a los 23 min (Ut23). Ut0, que

> Boyd CAR, Parsons DS. Movements of monosacharides between blood and tissue
of vasculary perfused small intestine. J Physiol (London). 1979; 287: 371-391.
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refleja la captacion maxima, es la media aritmética de las cuatro o

cinco captaciones maximas. El protocolo se realizé a 37°C y a4 °C.

3. Autoinhibicion de la captaciéon de

dependiente del tiempo.

Si el transporte de esteroides por la
mediado debera ser saturable. Para investigar la

gque la captacién de T por fibroblastos se sature

testosterona

membrana es
posibilidad de

en relacién al

tiempo, se midié el efecto de tiempos largos y cortos de exposicion

de T sobre la captaciéon de [*H]T, utilizando dos protocolos

experimentales:

a) Se midié la captacién de [®H]T siguiendo el protocolo de

carga después de perfundir los fibroblastos con 10° M de T

durante 30 min. EIl flujo unidireccional

acuerdo con la Ec. 2.

b) Una preparacion idéntica de fibroblastos

se calculé de

humanos fue

expuesta durante 24 horas a la misma concentracion de T y

a continuaciéon se midi6 la captacién de [*H]T siguiendo el

protocolo de carga.
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4. Autoinhibicién de la captacion de [®H]T durante el

estado-estacionario en experimentos de carga.

Se perfundieron fibroblastos humanos en confluencia
sobre microesferas con MEM-Glasgow suplementado con 0,41% de
suero bovino. Después de 30 min de pre-equilibrio, las células se
perfundieron con [*H]T y D-Manitol**C y de acuerdo con el
protocolo de carga se recogieron secuencialmente muestras a la
salida de la columna. La captacion de [®H]T se calculé en cada una
de las muestras de acuerdo con la Ec. 1.

Bajo estas condiciones, mientras que las variables
experimentales permanecen constantes, no se aprecia ninguna
variacion en el indice de captacion de [*H]T. Pero si se incrementa
subitamente la concentracion extracelular de Testosterona
mediante una inyeccion de Testosterona en el compartimento
extracelular, los cambios que se produzcan en el patron de

captacion de [®H]T, podran aportar datos acerca del transporte:

- si es mediado se producira una inhibicién,

- sise trata de difusion aumentara.

Para comprobar esta hipotesis se midi6 la captacién de [*H]T
durante 10 min, tras inyectar de Testosterona 10°° M en el espacio

extracelular.

Los datos se analizan a partir de las medias y su error

estandar. Para las comparaciones de las medias se ha utilizado la

t de Student de doble cola para datos no apareados.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

A) Captacién de B[*H]Testosterona por fibroblastos humanos

en experimentos de pulso.

1. Captacion inicial de testosterona por fibroblastos
humanos

En una columna de perfusion cargada con fibroblastos
humanos cultivados hasta confluencia en microesferas, se inyecto
un pulso de [®H]T y D-manitol**C. A partir de la recuperaciéon de
ambos trazadores a la salida de la columna se construyeron las
curvas de diluciébn que se muestran en la Figura AE1A. Como
puede apreciarse, la recuperaciéon de [®H]T representada por la
curva de dilucién, es significativamente menor que la del D-
manitol**C, debido a que esta molécula no penetra en las células y
al tratarse de un sistema de dos compartimentos, se diluye s6lo en
el volumen extracelular. Por el contrario la curva de dilucion de la
testosterona indica su dilucion tanto en el compartimiento
extracelular como en el intracelular, por lo que su recuperacién a

la salida de la columna es menor.

Aplicando la Ec. 1 a cada una de las muestras recogidas
secuencialmente a la salida de la columna se obtiene el perfil
temporal de la captaciéon de [®H]T, Figura AE1A y AE1B, en el que
pueden apreciarse dos fases: A) Una primera fase ascendente
durante la cual la captaciéon aumenta hasta alcanzar un maximo a
los 15 segundos aproximadamente, que representa la entrada
unidireccional de testosterona a la célula y en donde se mantiene
durante otros 10 segundos y B) Una segunda fase en donde la
captacion de [*H]T declina lentamente. Esto sugiere la salida de
[*H]T desde el interior celular a donde habia previamente habia
entrado.
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Captacién Unidireccional de Testosterona de
®H-Testosterona en fibroblastos humanos unidos a
microesferas de Biosilon y perfundidos en columna
termostatada com MEM-G conteniendo BSA 0,41%.

(Figuras AE1, Ay B)

Curvas de Dilucién de Trazadores. Pulso Unico

N
o

14C-manitol
0 3H-TST

>~

/

% Recuperaclén de Trazadores
=

(=]
(=]
[9,]

10 15 20 25

Muestras

Figura AE1A.- Captacion unidireccional de Testosterona de *H-Testosterona
en fibroblastos humanos unidos a microesferas de Biosilon y perfundidos en
columna termostatada com MEM-G contendiendo BSA 0,41%. Muestreo rapido
del efluente (5 segundos/muestra).

Captacion de 3H-TST en presenciade TST 10-7 M

N

80

A

60

J "....-"‘"'-
3 40 - B
5 20 10 segundos i6
. o =] g H Captacién
g -20
-40
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-60
0 A 5 10 15
—_——
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15 segundos

Figura AE1B.- Curso temporal de la captacion temporal de la captacion celular de
3H-TST donde se aprecia cémo, tras alcanzar unos valores méximos (= 60%) [A],
desciende rapidamente [B] debido a reflujo celular.
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2.Inhibicién de la captacién de [*H]T por concentraciones
crecientes de testosterona no tritiada.

Si la captacion de esteroides se realiza a través de un
proceso mediado, concentraciones crecientes de substrato
affladidas al espacio extracelular saturaran el sistema de
transporte, pero si se trata de una difusién, el aumento de la
concentracion extracelular no solo no inhibira el transporte sino

que, incluso, lo aumentara.

Para verificar si la captacion de testosterona es un proceso
saturable, se midi6 la captacién de [?H]T en presencia de
concentraciones crecientes de testosterona no tritiada afiadida al
compartimento extracelular 5 minutos antes de la medicion de la

captacion.

Concentraciones extracelulares del orden de los valores de
testosterona en plasma (10! a 10® M) no modifican

significativamente la captacién de [*H]T.

Pero al aumentar la concentracién hasta 10”" se produce una
inhibiciéon significativa de la captacién de [*H]T que puede llegar a

ser total con 10> M de testosterona (Figura AE2).
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Inhibicion de la Captacion Celular de TST

\\ 1 7

1
\\

Captacion

% Captacion Celular
%

Figura AE2.- Inhibicion de la captaciéon unidireccional de °3H-
Testosterona. Se midi6 la captacién unidireccional de 3*H-TST en
fibroblastos humanos perfundidos con MEM-G conteniendo BSA al
0,41% y concentraciones crecientes de TST (desde 107'% a 10 M). Las
celulas fueron perfundidas durante 5 minutos con cada una de estas
concentraciones antes de medir la captacion de *H-TST mediante la
aplicacion de un protocolo de administracion de isétopos en pulso Unico.
(TST. M: Concentracion de testosterona en moles).
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B) Captacién inicial y en el estado estacionario de [®H]T en
experimentos de carga

1) Dependencia de la temperatura

La administracién de un pulso de [®H]T a una poblacién
de fibroblastos retenidos en microesferas y perfundidos, remeda
una subida subita de testosterona y su posterior desaparicion de la
circulacioén, pero en condiciones fisiolégicas los niveles circulantes
de T se mantienen durante tiempo variable bafiando continuamente
a la células. Para acercarnos lo mas posible a las condiciones
fisiolégicas utilizamos una modificacion del protocolo desarrollado
por Boyd y Parsons para estudiar al transporte de azucares a
través de la membrana basolateral del intestino, descrito en
Metodologias. En estas condiciones experimentales las células son
perfundidas con una solucién de [*H]T y D-Manitol**C que se

mantienen a una concentracién de 5 x 10°° M.

El indice de captacién de [*H]T por fibroblastos humanos
perfundidos a 37°C es muy alto desde el momento en que la
hormona toma contacto con las células [326 fmol/min x 10° cel. a
los 5 seg y 629 fmol/min x 10° cel a los 24 seg]. Durante esta fase
los fibroblastos acumulan [163 fmol / 10°cel.] como resultado del
flujo unidireccional. A partir de este momento el indice de
captaciéon disminuye progresivamente hasta alcanzar un valor
estable de [70 fmol/min x 10° cel.] que representa el estado
estacionario. Estos perfiles reflejan el incremento del componente
de reflujo celular el cual contrarresta el flujo de entrada y reduce
progresivamente la captacién neta de [®H]T (Figuras AE3A y
AE3B).
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Figuras AE3 (AE3A, AE3B).- Captacion y recuperacidon de Testoterona a
4°C y 37°C, con un rango temporal desde el punto de partida, segundos
iniciales, y cota final en el minuto treinta. En los primeros segundos se
establece un Flujo Unidireccional de la Captacion.
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Figura AE3A.-

FLUJO UNIDIRECCIONAL

326 fmol/min cél. x 10° (CAPTACION CELULAR)
(5° segundo)
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Figura AE3B.- El indice de captacién celular de [*H]T a 37° C es muy

alto, del orden de segundos. Después se torna estable.
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BIOTERMODINAMICA,

CIENCIA Y METACIENCIA EN BIOLOGIA

La termodinamica es una disciplina fundamental de la fisica que

describe el comportamiento de conjuntos de moléculas. Se basa en dos

principios basicos: la ley de la conservacion de la energia (primera ley) vy, la

aparentemente tautologica, que parte del siguiente principio: un estado sera

mas probable si se asume que existirA con los méas altos grados de
probabilidad (segunda ley).

Como tal ciencia fenomenoldgica, puede arrojar luz sobre los
fendbmenos del transporte entre ambas caras e intramembrana. Los Flujos de
Sustancias y las Fuerzas Termodindmicas directoras estan intrinsecamente
imbricados. La propia Entalpia y la Entropia son consideradas como
Potenciales homdlogos a los quimicos (M). El segundo principio también se
conoce como el principio de maxima entropia. Estos dos principios son tan
generales y universales que las relaciones termodinamicas que se derivan de

ellos gozaran del mismo grado de certeza.

En el caso de los sistemas bioldgicos, la variedad de proteinas, lipidos y
de los propios iones, a nivel termodinamico se traducen por sus potenciales
qguimicos que son una funcién de las concentraciones moleculares, asi como
de la temperatura, la presion, tension, o de otras variables intensivas. El
equilibrio térmico clasico consiste en un conjunto plurimolecular de la
membrana que fluctia alrededor del estado de maxima entropia. Si el sistema
no estad en equilibrio, la primera derivada de la entropia genera las fuerzas

termodinamicas.

Estas impulsan un sistema de resguardo hacia la proximidad del

equilibrio clasico pero en lo que se conoce como estado estacionario cercano al
equilibrio, donde la produccion de entropia O alcanza un minimo -Teorema de
Prigogine - (Prigogine |, 1945). Las segundas derivadas de la entropia (0"
estan relacionadas con parametros relacionados con la susceptibilidad como la
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capacidad calorifica 0 con las constantes elasticas de las membranas. Los
criterios para encuadrar los Estados Estacionarios son: el Principipio de
Prigogine; de Ziegler; G en un minimo relativo y G en un minimo absoluto (30,
42) ( Esquemall).

ESTADOS ESTACIONARIOS

Equilibrio Estado
Termodinamico Estacionario
La Cinética
Michaeliana
Equilibrio Equilibrio Local Estado Estructura
Global Estacionario Lineal Disipativa
G Region No
G Lineal
Principio
- Glansdorff -
Prigoging /
x x Ziegler
segunda Ley Principio de
G > minime Prigoging -
. olo
G > minime. g > minimo desviaciones
positivas de o

Esquema |.- Posibles tipos de estados estacionarios™. ( o, es la tasa de

produccién de Entropia; G, es la Funcion de Gibbs ) (42).

1% a Cinética Michaeliana es centenaria. Es un sello propio alcanzar un Estado Estacionario. Es el
Estado Uniforme de Bertalanffy.
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CAPTACION INICIAL UNIDIRECCIONAL

La captacion inicial unidireccional depende s6lo de mecanismos
de membrana, mientras que la captacion neta durante el estado
estacionario es el resultado tanto de la captacion y del reflujo como de
la retencion celular y la participacion de los componentes citosdélicos y
nucleares de la actividad esteroidea. Bresloff y Newby revisan la
difusién en la membrana plasmatica asociada a modelos de transporte
intracelular incidiendo en la capacidad del movimiento browniano para
sortear obsticulos geométricos cada uno con su nivel de potencial
entrépico (43). El parametro Ut0, que representa la captacién inicial
maxima coincide con la captacion maxima unidireccional. La captacién
Ut3 y Ut23, medida a los minutos 3 y 23 respectivamente, refleja la
captacion neta, es decir, la diferencia entre la cantidad de hormona
que entra en la célula y la que sale que definen el estado estacionario

mantenido a los 23 minutos (Figura AE4).

550 fmol/min x 10° cél. Control

\Fo'; (CAPTACION MAXIMA UNIDIRECCIONAL)

2 600

o

—

£

£ 500

©

I

< 400
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n

(4]

o 300

5 ESTADO ESTACIONARIO

o}

g 20 A

s 4 A

‘s 100

: L]

(o}

o]

Y 0
« \U}O D ut3 ut23
Fase Unidireccional 189 fmol/min x 10° cél.

Figura AE4.- En Ut0, la captacion inicial maxima coincide con la captacién
méaxima de la fase unidireccional. La captacion en Ut3 y Ut23 es la captacidn
neta: la diferencia entre la cantidad de hormona que entra en la célula y la que
sale configura el estado estacionario mantenido a los 23 minutos.
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El reflujo de [*H]DHT desde el interior de la célula
procedente de la [*H]T perfundida no interfiere con la medida de la
captacion de [*H]T, ya que cuando se perfunde una columna con
fibroblastos unidos a microesferas con T y se mide por RIA la
concentracion de DHT en el efluente, todos los valores fueron
inferiores a 0,05 ng/ml que es el punto mas bajo de la curva
estandar.

La captacién de [®H]T por fibroblastos humanos medida a
4°C, disminuye significativamente. En Ut0 [205 frente a 550
fmol/min x 10° cel] y en Ut3 [50 vs 189 fmol/min x 10° cel],

mientras que en Ut23 se hace negativo (Figura AES).

Captacion [3H]T Fibroblastos Humanos a 4°C

ES NEGATIVO
300 50 fmol/min x 10° cél. o
®
200 ‘:
/ 7

100

-100
-200

Captacién Celular de 3H-T {fmol/min 10”6 cel.)

-300 205 fmol/min x 108 cél.
-400
-500
uto ut3 ut23
Figura AES.-
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INTERPRETACION BIOTERMODINAMICA del TRANSPORTE
DE BIOMOLECULAS LIPIDICAS (HORMONAS ESTEROIDES):

Se conoce desde hace tiempo (1979) que la transicion
sélido-liquido es dependiente de la temperatura (Tn,, melting
Temperature). Asi, con bajas temperaturas, se obervé que los
lipidos se organizan en una red triangular. Sin embargo a altas
temperaturas desaparece esta forma. De hecho se organizan
adoptando el estado liquido. Lo que ocurre es una transicion

sé6lido - liquido. Las cadenas lipidicas, al unisono, muestran
estas transiciones de orden <> desorden. Se considera que las

bajas temperaturas obligan a los lipidos a mostrar, sobre todo,
configuraciones todo-trans (all-trans) Por el contrario, las altas
temperaturas originan un “aparente” caos, que en la actualidad se
interpreta como  fuente de orden y origen de los procesos
cargados de informacion. La clave esta en conocer la secuencia o

entramado que codifiqgue el mensaje.

Lipido
de
S : ENTROPIA
Membrana
H: ENTALPIA
FASE FASE
LIQUIDA GEL

S S

Entropiaincrementada

H?\w:’M

Entropia disminuida

H

Esquema I1.- El balance Entropico-Entalpico parcialmente se debe al
cambio de conformacidon de los lipidos de membrana.
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ALEJADO DEL
EQUILIBRIO
—Minima
Produccion de
Entropia
—Maxima
Disipacion de
Energia/Entropia

EN EQUILIBRIO
TERMODINAMICO

—Tiende a un
Maximo Absoluto
de Entropia

llustracion VIII1.- Dos posible moldes para un Fosfolipido de

Membrana. (Glaser 2012, Biophysics) (42).

T1e+8 20+6 20+t

e 20 30
energy (kcal/mol)

llustracion 1X.- Simulacién por el Método de Monte Carlo de Lipidos de
Membrana. Tras un millén de pasos se observa como el lipido adopta
una forma entéalpica. Puede colegirse la forma entalpica y la entrdpica.
(Int J Mol. 2014;15: 1767-1803. doi: 10.3390/ijms15021767).
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Quizas se esté ahora en una encrucijada parecida a la
que se planteé cuando se buscaba el soporte quimico de la
informacion genética. Habia quien pensaba, con Linus Pauling a la
cabeza, que las proteinas debian de ser las encargadas de
almacenar y transmitir la informacién debido a las casi infinitas

variaciones estructurales que presentaban.

Cuando se demostrd, que en este caso, era la simplicidad de
los &cidos nucleicos quien se responsabilizaba de la informacion
genética, cambio el paradigma en la bio-informacion. El SNC por
su parte, también utiliza un sistema sencillo, binario para procesar

y transmitir la informacion.

Siguiendo esta linea de pensamiento, la diversidad en las
cadenas lipidicas invita a que se trata de una ordenacion mas bien
al azar. Los resultados del analisis termodinamico que tiene en
cuenta la cantidad de informacion relevante y redundante se
encaminan a una interpretacibn como un sistema de bio-

informacion de tipo abierto-cerrado.

Se han encontrado isémeros trans, gauche-, gauche+,
isomerizaciones en sus enlaces C-C en la cadena alquilica. Por lo
tanto, las membranas lipidicas muestran al menos dos diferentes
fases: la fase sélida ordenada Illamada "fase de gel" y la fase
caltica conocida como "fase liquida", que pueden ser el soporte

de un sistema binario de informacion.

Estos términos describen los dos procesos de

Orden<Desorden inherentes a las membranas bioldégicas. Los
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lipidos condicionan las reglas topolégicas de la agregacion de las

proteinas de membrana (llustracion X) (44).

|75 T‘loo
o O

G %PE %Inv Nativa Invertida

llustracién X.- Expresion de la capacidad funcional de la membrana lipidica
segun el % de PE, Fosfatidil Etanolamina, para influenciar en el plegamiento

de las proteinas y rebajar el Estado de Energia Libre G.

Se puede aventurar que la transicién sélido—>liquido en
la ubicacién del grupo de cabeza y la transicién orden<>desorden

de las cadenas no necesariamente tiene que ocurrir a la misma
temperatura, y que posiblemente las fases sélida y liquida pueden

domefarse de forma controlada.

Mientras que las disfunciones de la fase solida hasta ahora
no han sido identificadas en las membranas lipidicas, la fase
liguida (ordenada) si se ha propuesto que existe en las membranas
que contienen colesterol, posiblemente debido al tamafo de la

molécula de colesterol que perturba la formacién de entramados
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laterales y su enlace de hidrobgeno a atomos de oxigeno con

funcién carbonilo.
La fase ordenada es una especie de fase de gel (es decir,

con baja entalpia) sin el des-orden del empaquetamiento lateral

(alta entalpia) (llustracién Xl).

Fase Solida Fase Liquida
(Orden Aparente) (Desorden Aparente)

il
' 4

Iy

g ==

llustracion XI.- Esquema de fusion de lipidos. De la fase sdlida
(aparente orden) a una fase liquida (aparente desorden). Arriba: EI
“orden” dentro de las cadenas de lipidos se pierde al fundirse.
Conclusion: EI orden cristalino de los grupos de cabeza de lipidos se
desvanece y la matriz sufre una transicion soélido—liquido. (AH:
Incremento de Entalpia; AS: Incremento de Entropia; Tn: Temperatura de
Fusidn).
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La pre-transicion es una transicion de baja
cooperatividad que se manifiesta a unos pocos grados por debajo
de la transicion principal. Con imagenes de la microscopia
electronica y de la microscopia fuerza atomica se sabe que entre
la pretransicion y la transicion principal, la superficie de la
membrana aparecen ondulaciones periddicas con longitud entre 13
y 30 nm, comparese con el espesor de una membrana (~ 5 nm), y

una seccion transversal tipica de los propios lipidos (~ 0,7 nm).

Este hallazgo es compatible con la formacion de nanotubos,
canales, como se postula en el modelo propuesto (45). La
distribucion de cargas en la membrana ha sido investigada con el
microscopio electrénico y el de fuerza atomica (Starke-Peterkovic
et al., 2005; Heinz and Hoh, 1999; Dillon et al., 2006; McLaughlin
and Murray, 2005).

La influencia de los grupos polares de los lipidos pueden
inducir una presion intrinseca de la membrana y condicionar la
fase de transiciébn en las regiones hidrofobicas: el mecanismo
basico del acoplamiento electromecanico. Se ha postulado la
Electrostriccion’’ como mecanismo de compactacién para la
membrana biologica, donde la fuerza mecanica resultaria de la
atraccion electrostatica entre las placas de un condensador -las

dos capas- (46).

En particular, se puede observar que la capacidad calorifica
(en realidad, es la capacidad de exceso de calor) Acp estéa

asociada con el acontecimiento de la fusién cooperativa. La

oscilacion entre las dos transiciones no retornara completamente

" La Electrostriccion es un fenémeno que se observa al generar una fuerza mecénica sobre un
condensador por atraccion electrostatica de las cargas sobre las dos placas (en nuestro caso, las dos capas
lipidicas).
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a la linea de base: el intervalo completo entre la pre-transiciéon y la

transicion principal habra de considerarse como una fusién.

De tal manera que ACp es proporcional a la aparicion de los

fendmenos de cooperatividad en el punto de fusion:

Acr XX Fendmenos Cooperativos de Fusién

Bajo tales condiciones es obviamente dificil de
definir una temperatura de fusion. La capacidad calorifica viene
dada por:

Cp = CQP + ACP,

donde Acpr se refiere a los eventos de fusion por cooperacion.

En los trabajos publicados, la temperatura de fusion,
generalmente, se define como el maximo de la Acp en la curva

principal de la transicion.
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Méas exactamente, hay que considerar la temperatura donde
el exceso de entalpia es del 50% (el numero de lipidos en estado
de gel o estado de sol -fluido- es equivalente) porque la
diferencia de energia libre entre los dos estados adoptados por los

lipidos es cero.

Dado que la transicion de fase tiene mucho que ver con la
solubilidad y ésta con la estructura, la labilidad del proceso resulta
ser del mismo grado de incertidumbre, por ejemplo, que la apertura

y cierre de los canales ionicos (34), lo que apoya la hipétesis de transporte
facilitado para la testosterona (AG = 0), aparentemente, o casi con valor nulo

[#0]) entodo caso.

Es decir los lipidos se comunican, en este modelo propuesto,
mediante un sistema binario de coherencia de fase: o son solubles

(se entienden entre si) o insolubles (no se entienden).

En el modelo propuesto, se postula que se trata de una
especie de nanotubo con una geometria 6ptima desde el contenido
entrépico, no obstante no se puede desdefiar el mecanismo
autocrino, paracrino, en funcion de las demandas celulares de las

hormonas esteroides como es la testosterona e intercelulares.

La entalpia de la curva de fusion puede determinarse a partir
del exceso capacidad calorifica a presion constante (cp), tras la

integracion:

T1
AH= [ Ac,dl

T0
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gque puede simplificarse,

AS = ——
Tm

si ademas se cumple:

cp/T = cp/Tm

entonces,

AH = AS/Ty,

Esta Ultima expresion equipara el incremento de Entalpia con
el incremento de Entropia por cada unidad de Temperatura a la

gque se produce la fusidon y viceversa.

2) Tiempo-dependencia de la inhibicion de Ila

captaciéon de [*H]T por testosterona no tritiada.

En los experimentos de pulso, la inhibicién de [*H]T por

concentraciones crecientes de T no marcada sugiere la presencia
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de un sistema no saturable o de baja afinidad. Estos resultados se
obtienen tras un corto periodo de exposicion (5 min) de T antes de
medir la captacién de [*H]T.

Dado que las distintas células diana presentan diferentes
tiempos de respuesta, se midieron los efectos sobre la captacion
de [*H]T de la exposicién, durante cortos o largos periodos de
tiempo, de fibroblastos humanos a T, con el objetivo de determinar
si existe un factor temporal en la adaptacion de los fibroblastos a
la cantidad de testosterona que les llega.

a) Efectos de una exposicion corta de los fibroblastos
a testosterona

En primer lugar se midié la captacién de [*H]T
siguiendo el protocolo de carga, perfundiendo fibroblastos de
humanos con T 10°°® M durante 30 minutos. Esta concentracién de
T se mantuvo durante todo el experimento Como muestran las
Figuras AE6(A y B), el mantenimiento de T no marcada en el medio
de perfusion durante los 30 minutos anteriores a la medida de la
captacion de [*H]T, provoca una inhibicién que sélo es significativa

durante la fase estacionaria del periodo de carga.

76



v

ma
Publicaciones y

<

Divulgacion Cientifica

MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

Figura AEGA.-
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Figuras AE6, Ay B.- La inhibicion en la captacidon de
Testosterona marcada es significativa en la Fase
Estacionaria.
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Esta respuesta parece indicar que la membrana de los
fibroblastos y, en concreto, el sistema por donde penetra la
hormona, puede saturarse con altas concentraciones de
Testosterona (T) administradas de forma suObita o por una
concentraciobn mantenida de hormona. Para investigar esta
posibilidad las células fueron incubadas con Testosterona a una
concentracién de 10°® M durante un periodo largo de tiempo.

b) Efectos de wuna exposiciéon larga de Ilos
fibroblastos a testosterona

Los fibroblastos fueron expuestos a Testosterona (T)
10® M, afiadida al medio de cultivo 24 horas antes de medir la
captacion de [®H]T, siguiendo el protocolo de carga. Esta
concentracion de T se mantuvo durante la medida de la captacion

inicial y en el estado estacionario.

La Figura AE7B muestra que la captacién de [*H]T fue
inhibida en todas las fases, haciéndose negativa a partir del
minuto tres -3- de perfusion. El flujo maximo de [®*H]T hacia el
interior de fibroblastos humanos perfundidos en ausencia de
Testosterona no marcada es de [550 fmol/min x 10° cél.] (grupo
control, Figura AE7A).

Este valor corresponde a la fase de captacién unidireccional
que dura de 10 a 20 segundos (Caja 1y 2 -Tiempo de Relajacion

Molecular- (31,32): se corresponden con los tiempos de relajacién

de las transiciones por fusién y proporcionales a Acp).
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CAJA 1.-

TIEMPO de RELAJACION MOLECULAR

Los tiempos de relajacion, T, en las transiciones por fusién son

proporcionales a la capacidad calorifica Ac¢p

T X Acp

CAJA 2.-

Los procesos de relajacion acotan muy despacio la capacidad
calorifica maxima.
Este efecto es conocido como “ desaceleracion

critica descendente”

T =~ 1.2x 10'4s-m/J- Acp

Los tiempos de relajacion de los procesos que se asientan en
los dominios cooperativos en las biomembranas tienen un
umbral del orden algunos milisegundos hasta el rango de

algunas de decenas de milisegundos:

Exactamente en la misma escala del horizonte temporal de la

apertura y cierre de los canales iénicos
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Durante el estado estacionario, la captacion fue
siempre inferior al 15% de la maxima [77 fmol/min x 10° cél.].
Cuando se mantiene la concentracion extracelular de T a 10° M
durante 24 horas y las células se perfunden con una solucién
que contiene [*H]T a la misma concentracién, la captacién
unidireccional maxima es significativamente inferior a la del grupo
control [165 vs 550 fmol/min x 10° cél.] (Figuras AE7A y AE7B).

Figuras AE7TA y AE7B.-

Figura AE7A.- Captacion Celular en UtO intensa,
indicando la Unidireccionalidad del proceso.

Control

550 fmol/min x 108 cel.

300

200

100

Captacion Celular de 3H-T (fm ollmin-10”*6¢él)

Utd Ut3 ut23

\ J
Y

Fase Unidireccional
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Figura AE7B.- Captacion Negativa en Ut3 y Ut23, tras exposicion de 24 horas.

+710"-6M 24 h

165 fmol/min x 108 cél.”™ NEGATIVAS
= 200 \

©

2100

=

E

00

I

S 00

3 300

= 400

= Uto ut3 Ut23
[

Captacion en el minuto 0 (Ut0), 3 (Ut3) y 23(Ut23)

3. Inhibicién de la captaciéon de [®H]T durante el estado
estacionario por T 10°M en experimentos de carga.

Mientras no varien las condiciones experimentales, la
captacion de [*H]T se mantiene constante en el estado
estacionario. Bajo estas condiciones, si la captacion responde a un
proceso de difusion, un aumento brusco de la concentracion
extracelular de Testosterona debera aumentar el valor de la
captacién.

Pero si la captacion depende de un proceso mediado, el
aumento de la concentracion extracelular de Testosterona,
provocard una inhibicién de la captacion de [*H]T. Por ello, la

medida simultadnea y secuencial de la captacién de [*H]T durante el
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estado estacionario, permite diferenciar si se trata de un proceso

mediado o de una difusion simple.

Para explorar esta posibilidad se perfundieron fibroblastos
humanos cultivados hasta confluencia en microesferas, con una

solucién que contenia 5 x 10°° M de [*H]T*.

El estado estacionario se alcanza a los 3 minutos. Tan
pronto como se alcanza esta condicién, las células se perfundieron
durante 10 minutos con una solucién que contenia T a una
solucion de 10°°M. Simultaneamente se midié la captacién de [*H]T
durante todo el tiempo que duré el experimento.

Tras un periodo de latencia de 1 a 2 minutos (representa el
espacio muerto) se observé una inhibicion significativa de la
captacion de [*H]T. El valor de la concentraciéon en el estado
estacionario disminuye hasta un 30%. Los valores de la captacion
disminuyen hasta hacerse negativos durante todo el periodo de
exposiciéon a T 10® M. Cuando se cambia la concentracién de T a
la primitiva de 5 x 10° M, los valores de captacion de [3H]T,
vuelven a las cifras normales.

En otro experimento se observa que alrededor del minuto 3 decae la
captacion de forma patente. Se tuvieron en cuenta los pases 1, 5y 12, a partir
del minuto 20 aproximadamente. Los comportamientos de las células en la
captacion se aproximan al nivel cero (0) (Figura AE9).

Los procesos termodinamicos que dan cuentan de estos hechos se describen
en la CAJA 3. Se establecen relacionales funcionales directas entre la Entalpia,
Entropia, Transiciones de Fase y surge la cooperatividad.

8 peran S, Mufoz M. Saiz MT. New approach to the study of transport of biomolecules by
microcarrier cell cultures perfused in a colum applying a high resolution paired-tracer technique.
Edited by Yudilevitch D et al. Cell membrane Transport. Plenum Press, New York, 1991. pp. 143-16,
Figure 6.
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% Captacion TST en funcion del orden del pase

3° min.\
c
O
‘O — PASE 1
B
o
©
(& PASE 2
S
PASE 3
22° min —W
0 5101520253035404550
Tiempo (min)
Figura AE9.- Transcurso temporal de la captacion celular de

[H3]Testosterona en fibroblastos humanos. Dos sucesos: a) a los tres
(~3°" min.) minutos y b) a los veinte minutos (~22° min.). EI primero es
la caida neta salvo en el pase 3, el segundo la aproximacién al nivel
cero, nula captacién, salvo en el pase 3 que se hace negativo para
acercarse al cero, y un tendencia similar menos acusada en el pase 2.
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CAJA 3.-

Fluctuaciones de Entalpia (Frecuencia) Q Transicion de Fases (Lipidos)

Reservoriode Calor (Accion Tampan)

Membrana Biologica (Lipidos)

AT E> Cooperatividad de los Lipidos de Membrana

ENTALPIA [Transiciones en el Punto de Fusion

A
| (Melting) a la Temperatura Ty

ENTROPIA
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DISCUSION

Las hormonas esteroideas actuan intracelularmente.
Sin embargo estéa en discusién el mecanismo o mecanismos por los
cuales atraviesan la membrana plasméatica de las células diana de
sus efectos. El hecho de que sean de caracter lipidico sugiere (en
una apreciacion inmediata, desde un enfoque de la fisiologia
clasica en el que feedback negativo es la conducta habitual en los
mecanismos de control de seres vivos) que puedan atravesar la
membrana por difusion simple, pero hay evidencias de que otros

tipos de transporte pueden intervenir.

La vision puesta en valor, aunque no sin dificultad, del feed-
back positivo, la ruptura de simetria, la auto-organizacion en
sistemas fuera de equilibrio, es el sustento tedérico de toda esta

nueva constelacion de operadores fisiolégicos en la actualidad.

Todavia existen incognitas respecto de los movimientos de
los propios lipidos intramembrana y del transporte de lipidos entre
los compartimentos externos e internos de la membrana, por lo que

son materia de investigacidén, especulacion y controversia.

Es actualmente inviable investigar todas las posibles
interacciones, incluso si s6lo unas pocas de estas interacciones
pudieran explicar la dindmica funcional del transporte lipidico a
través de las membranas, porque el genoma a su vez no siempre

expresa todas las proteinas, ni en todos los tipos celulares.
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Se impone lo que Stephen Hawking denomina una
teoria efectiva: “En fisica, una teoria efectiva es un marco creado
para modelizar algunos fenébmenos observados, sin necesidad de
describir con todo detalle sus procesos subyacentes”'®. Ademas, la
Vida también puede estar soportada, con bastante independencia

de los genes, en biomoléculas lipidicas.

Por ejemplo, como minimo se pueden listar en dos
centenares las especies de lipidos conocidas. EI numero de
combinaciones estd mas alla de cualquier rango analizable con los
equipos actuales si se tienen en cuenta la variacibn en

concentraciones y posibles conformaciones espaciales.

El mecanismo de transporte para la testosterona
(externalizacion) en la célula de Leydig hacia la sangre o la linfa
es desconocido. La distribucion de esteroides lipofilicos en el

interior de la célula, se considera regido por difusién pasiva.

El modelo que defiende la pasividad, la aleatoriedad,
la libre difusion, del fendbmeno del transporte de las hormonas
esteroides a través de la membrana (11) muestra sus limitaciones
metodologicas, que inducen a plantear “un punto de Vvista

heuristico” para su interpretacién?®:

a) no se tiene en cuenta la participaciéon de las proteinas
situadas tanto en la cara interna como externa de la

membrana plasméatica, como un factor activo,

¥ Hawking S, Mlodinow L. El Gran Disefio. Ed. Critica. Barcelona. 2010. pag. 40.

2 E| dispositivo experimental de Peran y McGee trata asumir estos inconvenientes,
salvandolos, dadas las condiciones cuasi-fisiologicas en los que transcurre la
experimentacion y el tiempo de resolucion.
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b) tampoco se implica la albiamina sérica como trans-

portador,

c) no se ha estudiado la constante de disociacién de un
posible transportador intramembranario. Los célculos que
se han realizado sobre el transporte del hexano como
‘representante organico”, se han atenido al modelo de

difusiéon simple,

d) los posibles cambios conformacionales del colesterol y de
las hormonas en su travesia por la membrana, se han

dejado fuera de los calculos,

e) el grado de solvataciéon y la generacién de oligbmeros,

son igualmente ignorados.

Se reconoce en este trabajo, un esfuerzo notable para
dilucidar los posibles mecanismos del transporte a través de las
membranas plasmaticas de las hormonas esteroides y aporta
datos interesantes como los estudios de la energia libre de Gibbs
similares para Estrégenos, Androgenos, algo distinto para los

Progestagenos, y todos ellos alejados del Colesterol.

88



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

El coeficiente de difusién K calculado en este estudio
es:

K=3x10°cm/s,

y en el orden temporal

tiempo ~ 0.01 s,

para una travesia de 30 A (Angstroms) de longitud.

Pero diversos estudios en murinos aportan datos
gque sugieren un transporte activo de la testosterona en la
espermatogénesis [Takamina, 1998 (41)]. La asociacién de la
testosterona a los gangliésidos de membrana parece ser necesaria

para la espermatogénesis.

La pregnenolona, progesterona y la testosterona (esteroides)
son admitidos en su paso a través de la membrana por un
mecanismo rapido, pero también ligado a otro mas lento, que
equilibra pronto los diferentes compartimentos en el propio
testiculo [Rommers, 2004 (41)].
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ANDROGENOS
¢ Travesia
Libre.
Difusion P
= drogen
Pasiva? -,
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Figura 14.- El conocimiento actual sobre el paso de los androgenos, a través
de la membrana plasmatica se generaliza hasta entenderlo como un simple
mecanismo de difusion pasiva. Esta es la cuestion, ¢Travesia Libre,
Difusion Pasiva frente a Facilitada, Mediada, o Activa?. (Matsumoto T et
al. The Androgen receptor in health and disease. Annu Rev Physiology.
2013; 75: 201-224).
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ESTROGENOS

¢ Travesia
Libre,

Difusion
;—I Pasiva?

Figura 15.- Idem sobre el paso de los estrogenos, a través de la membrana
plasméatica se generaliza hasta entenderlo como un simple mecanismo de
difusion pasiva, si acaso con alguna participacion de receptores. ldéntica
cuestion a dilucidar: ¢Travesia Libre, Difusiéon Pasiva frente a Facilitada,
Mediada, o Activa?. (Liang J, Shang Y. Estrogen and cancer. Annu Rev
Physiology. 2013; 75: 225-240).
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Al tratarse de moléculas complejas, las hormonas
esteroideas, que contienen wuna gran variedad de radicales
diferentes que dan lugar a grupos y subgrupos con acciones
diversas, que controlan desde la modulacién homeostatica y las
adaptaciones al medio, hasta impulsos procreadores, hace pensar
que deben entrar en las células por un medio mas selectivo que la
difusion simple, pasiva y la unidireccionalidad del proceso

asegurarla gracias a un conductor, un canal.

Los procesos sometidos a un control fino no son Sistemas en
Equilibrio. En el Equilibrio Clasico Termodinamico el cambio no
existe, es nulo. Un Sistema de Control en esta region carece de
sentido, dado que el flujo y el incremento de flujo es cero

(HHustracion Xl1):

- (A) del Flujo de la sustancia (AJ), es cero,

- Potencial quimico (Apu), es cero

- Temperatura (AT), es cero

- Presiéon (AP) es cero.
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S

J=0 J=0
- -
Transporte
Difusion
Am =0 Pasiva
AT=0
AP=0
Sistema en Equilibrio
J#0 J#0
D E— Amz0 -~
AT20 Tran_s_porte
AP 20 Faml(;tado
Activo

llustracion XII.-

Sistema Alejado del Equilibrio

Los Lipidos de

Membrana forman parte de un Sistema

Alejado del Equilibrio Termodinamico donde el Flujo de Sustancias es

distinto de Cero (J # 0), al igual que el potencial quimico, la temperatura o

la presion. (J: Flujo de Sustancia; 4m: Incremento del potencial quimico u;

AT: Incremento de la temperatura; 4P: Incremento de la Presion) (21).
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El Modelo de Transporte postulado se basa en la
dialéctica de la autoorganizacion espontanea de los lipidos
(polimorfismo lipidico) y la necesidad inexcusable de todo sistema,
gque para mantenerse, debe ganar siempre en orden, con (o sin)

gasto de energia.

A veces, esta inversion energética resulta encubierta por el
acoplamiento entre fendémenos (p.e.: relaciones reciprocas de flujos vy

fuerzas de Onsager, 0 su equivalente en las regiones No Lineales).

La dependencia del consumo de oxigeno fue mostrada por
Culos y Watanabe en 1982 para la Testosterona, asi como de

otros factores implicados?®.

En sistemas con modelos experimentales, se encontr6 una
segregacion de lipidos de forma espontdnea. Por ejemplo, la
sonicacion permite una clasificacion de los lipidos entre las
monocapas internas y externas en pequefilas vesiculas

unilamelares.

Pero las ultimas estructuras no son fisiolégicas debido a su
pequefio tamafio en comparacion con las dimensiones de vesiculas
producidas in vivo (~20 nm de diametro de las vesiculas

experimentales, frente a ~ 200 nm para las vesiculas endociticas).

Asi, la seleccidén topografica de los lipidos observados en
las membranas biolégicas, debe estar motivada por un proceso que
no es el mismo por el que se originan las vesiculas experimentales

lipidicas, y no es un simple equilibrio termodinamico.
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Tabla Il1.- CLASIFICACION DE LAS ESTRUCTURAS
DISIPATIVAS EN CUATRO GRUPOS SEGUN EL
PRINCIPIO DE COMPLEMENTARIEDAD
CINEMATICA-DINAMICA (47)

-Los Equilibrones no disipan energia libre [dG/dt = 0]-
-Los Disipadores® si disipan energia libre [dG/dt < 0]-

-dG es la tasa de cambio de la energia libre de Gibbs-

Equilibrones (E)| Disipadores (D)
Dinadmica Movimientos Aleatorios Movimientos Direccionales
Cinemaética dG/dt =0 dG/dt <0

Local(L)Movim. EL[Equilibrones Local] DL[Disipador Local]

Fluctuaciones térmicas de los enlaces Motores Moleculares
Global(G)movim. EG[Equilibrones Global] GD|[Disipador
Global]

Movimiento browniano molecular complejos enziméticos,

Potenciales de accién

2l Culos D, Watanabe M. Testosterone-dependent oxygen consumption in membrane
vesicles of Pseudomonas testosteroni. J Steroid Biochemistry, 1982; 17(1):67-69.
2 La Cinética mostrada en los experimentos del GIM es compatible con un
Mecanismo de la Region Termodinamica de los Disipadores, con un Balance
Entrépico-Entalpico dG/dt ~ 0.
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La hipotesis que se defiende en este Modelo
Conceptual es que los esteroides (la testosterona, como ejemplo),
al llegar a la cara externa de la membrana plasmatica, provocan la
aparicion de Canales de Isopolaridad e Isoentropicos, zonas
hidré6fobas o anfoteras, tapizadas por moléculas de polaridad
semejante y superficies de energia potencial minima que formaran
un Canal por el que fluirAn las moléculas esteroideas en su afan
de atravesar la membrana. En estos Canales, que actuarian a
modo de solventes, la Energia Libre de Gibbs seguira una
evolucién como si de una reaccion isopolar se tratara, donde se

estabilizan los Estados de Transicion.

De estos Canales Pro-Inducidos se postula que sus
caracteristicas mas determinantes son la Iso-Polaridad y la Iso-
Entropia. La propia Testosterona, lipido esteroide, como

detonante, es la que provoca su conformacién.

La causa del inicio de la formacion del canal, en el
Modelo Conceptual propuesto, es la presencia de testosterona
libre (el esteroide), sin que ello suponga eliminar la participacion
activa de otras moléculas en este proceso de auto-organizacion.
Una vez desencadenada la respuesta en la membrana, con la
generacion del canal, la condicion experimental de “facilitado,
mediado, sin aporte de energia para el proceso”, debera asumir

una cualidad analoga: la Isoentropia.

La Isoentropia, el caréacter Isoentrépico del canal, asegura
una manipulacion del grado de orden-desorden. Crea una especie

de onda, pulso de propagacién, de propulsion, por un acoplamiento
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electromecanico (mecano-sensitividad, de efecto piezoeléctrico) a
modo de efecto cuantico pero observable macroscopicamente. Esta
onda es conocida como solitén (38). La integral de la diferencia
del calor, a su vez dependiente de las variaciones de entropia,
seria, aproximadamente, cero (- 0 -) (34).

1) = Eﬁm& .

La Geometria del Canal

Todo lo anterior invoca un “Imperativo Topoldgico” desde los
niveles subcelulares a los supracelulares (flujo, campos
eléctricos,...) como el eje de polaridad en un ovocito. La
organizacioén espacial de los campos morfogenéticos se realiza a
través de la interpretacion topolégica y en teoremas matematicos

como el de Poincaré-Hopf, Brauer y de Gauss-Bonnett (48).

Los toroides son objetos topologicamente estables y una
opcibn muy favorable para proponer la geometria del canal
postulado en el modelo. Las estructuras espaciales, unidades de

base, en su construccion, minimizan el coste energético. Por ello,
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la fractalidad (self-similarity) es una observacion habitual en

biologia.

De ahi que en su travesia, moléculas lipidicas como los
esteroides (testosterona en los experimentos) y, atendiendo al

modelo propuesto, se induzcan los canales configurados por
componentes afines (IS0) tanto en la polaridad como

entropicamente.

Se acumulan pruebas sobre el papel regulador de la
cooperatividad sobre la funcionalidad de la membrana de la
curvatura geométrica de la membrana (49).

En la misma linea de pensamiento se proponen matrices
espaciales conformacionales que producirian una cascada de
“prionizaciéon”® (en cuanto a la capacidad pro-inductiva de formas
bisemejantes -1SO-) a nivel celular, que sigue el eterno bucle de la

Naturaleza: Reiteracién por Analogia hasta el infinito.?*

Una vez constituido el canal, el paso de moléculas esteroides
hacia el citosol se producird al ritmo que la concentracion de
hormona libre empuje desde la cara externa: constituyendo un
Estado Estacionario. Si el proceso, con el apoyo de los datos
experimentales, es saturable, inhibible, especifico, sin coste
aparente de -energia, respondera a las caracteristicas del

transporte mediado (facilitado) (Figura 18).

2 Este proceso de “prionizacién” se aplica en fisiopatologia cada vez més (sindrome de Parkinson, de
Alzheimer, entre otros).
% En Wartofstky MW. Introduccién a la Filosofia de la Ciencia. Alianza Editorial. 1976. Homologando

el pensamiento cientifico y la naturaleza. Es la nocion de circularidad “ f (f ) = f « (Cabell KR, Valsiner
Jaan. Chapter 1, Systematic Systemics: Causality, Catalysis,and Developmental Cybernetics. In The
Catalyzing Mind Beyond Models of Causality. Springer, 2014; Cornish-Bowden A, Cardenas ML,
Letelier JC, Soto-Andrade J. Beyond reductionism: metabolic circularity as a guiding vision for a real
biology of systems. Proteomics, 2007; 7: 839-845).
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Fisiologia del Canal

CANAL POSTULADO EN EL MODELO

Interior
Canal Celular
Intra-
Membrana

MECANISMO DE RODAMIENTO

Modo
Hexagonal
Invertido
Modo
esponja

Figura 16.- Las agregaciones asamblearias de Agua-Lipido intra-
membrana generadas por auto-organizacion son muy coherentes con
nuestro modelo. La estereologia lipidica mas idonea para el rodamiento
es: a) modo hexagonal invertido, y (b) modo esponja. Tanto a) como
b) son compatibles con un toroide y/o un -catenoide. (Garti N,
Somasundaran P, Mezzenga R Ed.. Self-Assembled Supramolecular
Architectures. Wiley. 2012. New Jersey, Canada).
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El proceso se ajusta a una Estructura Disipativa
(Disipaton), que contiene estructuras en equilibrio, Equilibrones, y
se manifiesta a través de ciertos Procesos y Mecanismos como se

muestra la relacion Triadica en la figura 17 (47).

Equilibrones

DISIPATONES
(ESTRUCTURAS ==

FISIOLOGICAS =
D|S|PAT|VAS) Procesos Mecanismos

Figura 17.- Disipatones, las Estructuras Fisioldgicas Disipativas.

TRANSPORTE A TRAVES

DE Lpl. KWDIDELDE — AMD DILE (MADEAND FLLIDO)]
MEMBRANA
. 4 3|
Zr ¢ . y
3= 1= XiB)
5 —]= o EXLA)
:DIFUSIVO? g2 Hnear )
- E - .
= XIB) )
1- I /
. XL4) 1 Sog 8
:MEDIADO? X o L——toq x14)
lesg LX)
XiA)= XIB) AlA) < X5}
EAUIVD? OEDENS, DESEOEREEE, DONSUME ENESELL

PRO-INDUCCION

Figura 18.- En el Transporte Mediado, Facilitado, la cinética es
hiperbdlica. EI arranque de la curva, en procesos donde la cooperatividad
se exhibe en los segundos iniciales, con un analisis mas detallado, podria
acercarnos a una curva sigmoidal.
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AUMEMNTO DE LA ENTROPIA P RINDE EMERGIA/PROCESD FAVORAELE

MIMIMA PRODUCCCION S

MAKIMA D!SIPAEIEPN E MO FAVORABLE/ APORTE DE EMERGIA
DE ENTROPIA

Figura 19.- EI Transporte pasivo rinde energia, es un proceso favorable,
sin embargo, el mediado y el activo es no favorable y precisa un aporte
de energia en el instante o depositada con anterioridad.

Ademés, las hormonas esteroides viajan por la sangre
unidas a proteinas transportadoras y funcionan interactuando con

proteinas en el citosol y en el nucleo (Figuras 14 y 15).

Se sabe que el grado de polaridad de las moléculas
esteroideas parece ser el mejor predictor de su permeabilidad a
través de la membrana plasmatica que su coeficiente de
solubilidad lipidica. La carga eléctrica asociada a los fosfolipidos
de membrana se ha sugerido para su aplicacién en el diagndstico o
tratamiento, tras un estudio en humanos sobre tejidos cancerosos
de riion sin metastasis (50) y en células humanas de mama

cancerosas (51).

Se ha propuesto por Wenz (52) un modelo de regresidn
logistica. Es capaz de predecir la actividad de los esteroides sobre
la membrana en funcion de sus caracteristicas quimicas.
Adjundicandole a los esteroides una cibernética Promotora o
Disruptora sobre la Dinamica de la Membrana en funcién del nimero de
atomos de carbono, de si esta presente el grupo ceto u hidroxilo

en el C3, o de la existencia de grupos polares en el C17, o bien de
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un doble enlace entre el C4 y C5, o de la longitud de la cola del nucleo del CPF

(Ciclopentanoperhidrofenantreno) (Figuras 20, 21); Esquemas Il y IlI).

(ET0C3 / =Ca +ELASTICIAD,
DESORDEN

POLARC17) )
CADENA CORTA 37 MOLECULAS

Figura 20.- Caracteristicas de los esteroides y su capacidad morfogena
sobre la membrana como Disruptores. Originando Elasticidad y un Caos
como fuente de orden. [Diagrama (Parcela) del Modelo Conceptual].

+ RIGIDEZ,
ORDEN
MOLECULAR.
EMPAQUETADO,
RAFT

Figura 21.- Caracteristicas de los esteroides y su capacidad morfégena
sobre la membrana como Promotores: Originando una Mayor Rigidez y
un Empaquetamiento. ElI “Orden” clasico como fuente de inmovilidad.

[Diagrama (Parcela) del Modelo Conceptual].
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Esquema IlIlI.-

A: PROMOTORES DE LA RIGIDEZ, EMPAQUETAMIENTO,
ESTABILIZACION DE LAS BALSAS

***A:
Promotor
Si 8-10 C

**A:

Promotor A :
OHen C3 / Promotor
= C5-6

Esquema IV.-

B: DISRUPTORES DE LA RIGIDEZ, EMPAQUETAMIENTO,
ESTABILIZACION DE LAS BALSAS

/‘ o J‘/f'- 2
F : *B:
il =5 t O T~ 6;'/ Disruptor
Disruptor *B: Si3-10C
=0enC3 \/ Disruptor
=C4-5
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Debido a que la captacion de moléculas de medio o
pequefio tamafio es un proceso secuencial extremadamente rapido,
las tradicionales técnicas de incubacién celular carecen® de la
resolucion temporal suficiente para definir la captacion

unidireccional, instantanea, de esteroides.

Aunque hasta hace poco en los estudios de transporte se
manejaba, solamente, el concepto de transporte neto, hay que
tener en cuenta que este término es el resultado de la suma
aritmética de los vectores de entrada y de salida del substrato a

la célula.

El que la vida se desarrolle en un ambiente acuoso, es decir,
polar, determina que los lipidos, estructuralmente apolares, tengan
gque acomodarse a un medio hostil rentabilizando al maximo sus
diferencias de polaridad. Por ello, las moléculas lipidicas parecen
responder al instinto de supervivencia (situarse en minimos de
entropia, o de maxima disipacion de energia y/o entropia)
tendiendo a formar estructuras organizadas al menor coste

energético posible.

Los lipidos, en los sistemas bioldégicos, como el resto
de la materia viva, no estan en equilibrio termodinamico, en el
sentido de maxima entropia, ni estructural ni funcionalmente, ni en

el plano local ni en el orgénico.

Asi las separaciones de fase 'y los dominios
transmembrana o laterales pueden diferir fundamentalmente en

distintas situaciones fisiolégicas (entendiéndose como tales,

% Con la Técnica de McGee-Peran se aportan datos complementarios de la captacién unidireccional de
gran valor sobre los procesos estudiados, pues se aproxima a las condiciones fisioldgicas.
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incluso las “patoldgicas”, en el sentido que son “naturales”,

“reales”).

En la Figura 22 se muestra la grafica obtenida del
seguimiento lineal de Estado en relacion a distintas variables
termodinamicas y cinéticas. Se puede observar que en la Zona de
Transicidén la correlacion lineal se torna hiperbdlica lo que implica
la complicacion del proceso. En los experimentos, y segun el
dispositivo, se puede vislumbrar la “Transicién” desde un
comportamiento Lineal a No Lineal, tanto en la Cinética como el
Comportamiento Termodindmico (AX. representan los incrementos
criticos a los Variables de Estado Termodinamicas, de Ila

Constante de Michaelis, de h (coeficiente de Hill) y de la Velocidad

Maxima).
Estado
- C
Region Lineal
-‘/\
Zona de /
transicion Region No Lineal
funcional critica
AX, AX

Figura 22.- La Asimetria Fundamental de la Membrana Biol6gica
condiciona las respuestas fisiologicas No lineales.

105



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

En los experimentos aportados como apoyo empirico
del modelo propuesto, la diferenciacion de ambos vectores se ha
podido conseguir utilizando una técnica de flujo continuo y doble
dilucion isotépica en células aisladas y perfundidas.

Ademas, las condiciones estaticas de los protocolos de
incubacion distorsionan bastante la situacién dinamica del
funcionamiento fisiolégico. Asi y, aparte de tener que romper las
células para medir la cantidad de substrato acumulada en su
interior, en cuanto los tiempos de incubacién superen los 30
segundos, lo que se mide es el resultado de recaptaciones de
substrato marcado que han vuelto a entrar en la célula después de

salir, tras la primera captacion.

El reflujo celular en los experimentos de incubacion modifica
continuamente la concentracion del medio por lo que es dificil

tener una referencia clara de la concentracion de la que se parte.

La aplicacion de una técnica de flujo continuo a una
poblacibn homogénea de células ofrece la posibilidad de poder
estudiar secuencialmente las sucesivas respuestas con unha
resolucién temporal de segundos, en condiciones experimentales
gque se acercan a las fisiologicas y que pueden ser modificadas

facilmente.

Al tratarse de un sistema de dos compartimentos se pueden
obtener, con manipulaciones sencillas, preparaciones experimentales que
reproducen bastante fielmente los modelos naturales. Por ello los
datos obtenidos con este método no pueden ser comparados con
los obtenidos en experimentos de incubacion en donde los
comportamientos cinéticos son el resultado de la agregacion de

una serie de diferentes experimentos discretos realizados con
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poblaciones distintas de células y en periodos de tiempo

diferentes.

Es una tonica constante de las metodologias, en las técnicas
asociadas, emular las condiciones “reales” fisioldégicas o
patolégicas. La técnica desarrollada por el grupo de transporte a
través de membranas descrita por Peran y McGee relne
condiciones para considerarla como fisiolégica (o ampliamente
entendido el término, en el sentido de interferir lo minimo posible,
si el experimento es sobre una masa biolégica o una patoldgica).

Una ventaja esencial de la técnica es la resolucion temporal
para la captacion instante a instante y unidireccional -requisitos
indispensables para un modelo “real”, “natural”-. El uso de
analogos de lipidos que llevan un resto indicador "podria introducir
artefactos”.

El propio Mouritsen sigue advirtiendo (Encyclopedia of
Biophysics, 2013, Springer) (53):

" Most of the existing knowledge about lipid and membrane
thermodynamics and its implications for membrane function has
been obtained from physical chemical studies of simple membrane
systems under mostly thermodynamic equilibrium conditions.
The same is true of most experimental models that typically are
carried out as test tube experiments. Many membrane systems
studied in the laboratory are not considered in the full functional
state, and the experimental measurements usually pertain to some

”

kind of equilibrium or near-egquilibrium state
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La captacion unidireccional de testosterona medida
durante los primeros 10 a 20 segundos, depende enteramente de
mecanismos de membrana y no se ve influida significativamente
por la conversion intracelular de testosterona en dihidrotestosterona
durante ese periodo de tiempo. El uso de una técnica de doble
dilucién isotdpica y flujo continuo, como se ha visto, permite
diferenciar la captacion unidireccional de la captaciéon neta,
individualizando los dos componentes del transporte neto. Ni para
interpretar el mecanismo de entrada ni para realizar estudios
cinéticos tiene valor el término captacién neta.

Es de gran interés, por el contrario, profundizar en las
interacciones que ocurren en los primeros segundos. Alléra y col.
(54,55) utilizando una técnica de dilucion, han calculado que la
corticosterona tarda 8,3 segundos en alcanzar el transporte
maximo, resultados del mismo orden que los que se muestran en

este trabajo.

La captaciéon de testosterona tritiada por fibroblastos
humanos es un proceso dependiente de la temperatura y puede ser
inhibida por altas concentraciones de testosterona libre en el fluido
extracelular. Hay muchos trabajos que publican resultados sobre la

modulacién por la temperatura y por proteinas de transporte (56).

Cuando la captacién de [°H]T es representada frente al
incremento de la concentracién extracelular de substrato se puede
apreciar una inhibicién de la captacion de [®H]T. El perfil de la
inhibicion sugiere que la captacion puede tener dos componentes,

uno de alta y otro de baja afinidad (no saturable).

Otros autores han mencionado la posibilidad de que pueda
haber mas de un modelo que explique la entrada de esteroides en

las células (41). Autores que utilizan técnicas de incubacion
108



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

postulan que la captacion de estrogenos por células hepaticas de

rata es un proceso saturable y dependiente de la temperatura (57).

Los resultados de los experimentos de carga en los cuales
las células son expuestas a una concentracién de testosterona 10°°
M durante 30 minutos, sugieren que los esteroides modifican la
respuesta de membrana en funcion del tiempo (Figura AE6 (A y B),

pagina 77 de esta memoria) (58).

La primera reaccion de la célula al recibir la
informacion que transmiten estas hormonas puede ser la
adaptacion a la calidad y cantidad de la molécula que recibe. La
inhibicion observada en la captacién unidireccional y en el flujo
neto de [*H]T después de incubar las células con testosterona 10°
M durante 24 horas, defiende la posibilidad de la existencia de una
adaptacion celular a los niveles extracelulares de testosterona que

incluyen sintesis de proteinas.

Rao (59) encuentra que la sensibilidad a los cambios de
temperatura en el hepatocito entero es mayor que la de la fraccion
citosodlica, lo que puede interpretarse como que la membrana
puede adaptarse a los cambios del medio. Su trabajo defiende la
hipotesis de que es la membrana y no el citosol quien regula la
entrada de esteroides. Este proceso de seleccién puede que se
inicie con el reconocimiento de las proteinas que transportan a los
esteroides por la sangre y que van a descargar a las hormonas en
la zona de la membrana en donde exista capacidad de paso hacia

el interior.
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Participacion Activa de la Membrana
en el Transporte de Esteroides

Los experimentos en los cuales se inhibe la captacion
de [*H]T por un pulso de testosterona 10°° M administrado durante
la fase de estado estacionario en los protocolos de carga, parece
proveer evidencia de que la membrana participa activamente en el
transporte de esteroides a través de su estructura hacia la célula.
Si el proceso se ajustase a una difusién simple, el aumento de la
concentracion extracelular de testosterona provocaria una aumento
de la captacion de [®H]T, pero la inhibicién apreciada de la
captacion de [*H]T durante el pulso extracelular de testosterona,
sugiere que el transporte de testosterona a través de la membrana
de los fibroblastos es un proceso mediado (Figura AE8, (A y B),
pagina 83 de esta memoria).

El caracter Pro-Inductivo de la Testosterona

Dado el caracter lipidico de los esteroides, se propuso
hace tiempo, como se ha citado, que deberian entrar en la célula
por un mecanismo de difusion simple. Pero también desde hace

tiempo se mantiene que puede tratarse de un proceso mediado.

Como, por otra parte, se han podido detectar respuestas muy
rapidas de los esteroides con latencias de hasta milisegundos, se
puede deducir que no es necesario su paso a través de la

membrana para iniciar alguna de sus acciones y que por lo tanto
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debe existir algdn mecanismo en la propia membrana capaz de
interpretar el mensaje hormonal. Lo cual implica que la membrana
no siempre se va a comportar de manera pasiva ofreciendo
solamente su soporte lipidico como vehiculo inerte para el paso de
esteroides y otros compuestos apolares. En estos ultimos afios se
acumula nuevas pruebas de que los esteroides activan receptores
de la superficie celular para desencadenar sefales rapidas

(estrégenos, progestagenos, androgenos y corticosteroides) (58).

Las hormonas esteroideas derivan quimicamente del
colesterol, una molécula que contiene un grupo OH cuyo oxigeno
procede de la atmodsfera. El colesterol aparecié en la biosfera
después de que la vida se hiciera aerdbica, cuando se coloniza la
superficie de la tierra y surge la necesidad de mantener un medio

interno substancialmente diferente del externo.

La funcién mé&s importante del colesterol es la que realiza
sobre la estabilidad de las membranas controlando su fluidez. Si
la diversidad de las acciones de las hormonas esteroideas son el
resultado de la especializacion de unas funciones primitivas
realizadas a nivel de membrana y que se iniciaron con el
colesterol, no deberia extrafiar que sigan manteniendo su
familiaridad con la misma y que las interrelaciones entre ambas

sean mas complejas que las que se refieren a la difusion simple.

Los esteroides son, por consiguiente, en primer lugar
hormonas que participan en los mecanismos de control de
funciones vitales muy importantes por lo que su paso por la

membrana debe ser analizado no solo cuantitativamente, sino
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también cualitativa y temporalmente. No hay que olvidar que estas
hormonas son las responsables de actividades ciclicas a nivel del
organismo en general y a nivel de tejidos y sistemas individuales.

Desde un punto de vista estrictamente quimico el problema
central de la biologia moderna es tratar de entender la
organizacién tridimensional de las células, especialmente las

interacciones moleculares.

El Modelo Conceptual con el Apoyo

de los Resultados Experimentales
sugiere un Transporte Facilitado
y la Conformacién de un Canal

Por eso es necesario intentar interpretar el paso
de las hormonas esteroides como un mecanismo de interaccion
guiado y no solamente como un proceso de difusiéon simple. Para
ello hay que tener en cuenta una serie de caracteristicas de las

membranas que pueden condicionar este tipo de interacciones.

Actualmente se utiliza el modelo de mosaico fluido para
explicar la funcionalidad de las membranas, resultado de una
intensa investigacion morfo-funcional. La membrana plasmatica se
puede representar como un puzzle compuesto por una serie de

paneles individuales que aunque estan interrelacionados entre si,
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desarrollan actividades distintas dependiendo de propiedades
fisicoquimicas diferentes entre las que cabe destacar la variacién
de la polaridad que desde hace tiempo se conoce que puede ser
muy amplia (46).

Los Lipidos comienzan a revelarse como posibles
receptores, con capacidad de auto-organizacion y de
organizaciéon de otras moléculas y de la membrana

Un primer requisito para el paso de las hormonas
esteroideas a través de la membrana plasmética seria el
reconocer y ser reconocidas por la zona de membrana con una
polaridad compatible con el paso del esteroide a través de la

misma.

Es facil sospechar que este reconocimiento mutuo puede
depender de proteinas de membrana y de las proteinas
transportadoras de esteroides (61). Sin descartar que los propios
lipidos de membrana sean capaces de operar en el mismo sentido
gque las proteinas, contribuyendo significativamente, y con
protagonismo.

La organizacion de la membrana plasméatica de las células es
el resultado de un conflicto entre moléculas que, a pesar de sus

diferencias funcionales no tienen mas remedio que entenderse.
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En este contexto hay que situar la ironia con la que Ole
Mouritsen resume la opinién de algunos bidlogos sobre los lipidos

(Transmembrane dynamics of lipids, Wiley, 2012) (31):

“Los lipidos parecen jugar un papel no muy especifico,
siendo su funcion mds bien opaca y anonima en comparacion con
otras biomoléculas de moda como las proteinas que catalizan

todas las reacciones bioquimicas y los genes que contienen la

informacion necesaria para producir proteinas”.

Trabajos a favor de una activa participacién de los
lipidos de membrana en la funcién celular se prodigan cada vez
mas. Los antipsicéticos interaccionan con los lipidos de la
membrana plasmatica induciéndoles a una reorganizacién, en
particular sobre los esfingolipidos y el colesterol constitutivo de la
membrana y condicionan una compartimentacion modificando el

receptor para la dopamina (62).

McGee ha aplicado el método de doble dilucion en células
perfundidas al estudio de la activaciéon de factores de coagulacion
en la membrana plasmatica. Analizando la cinética de las
reacciones de coagulacion gque se inician por la interaccién de los
factores de coagulacion con la superficie de la membrana, ha visto
gque aunque la adsorcion de proteinas dependientes de la vitamina
K por la superficie de membrana procoagulante se cree que es
rapida y que correlaciona con el flujo de la fase acuosa, el indice
de generacion del factor Xa es independiente tanto de la densidad

de enzima como del flujo.
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Utilizando la técnica de dilucién combinada con estudios bajo
condiciones de estrés osmotico (63) se ha mostrado que la
velocidad de flujo influye sobre la cantidad total de reactivo
adsorbido por la membrana y sobre el rendimiento, pero no sobre
el indice (ritmo) de produccién. Los resultados experimentales
aportan evidencias sobre un mecanismo cinético limitado por la
transferencia lenta de substratos entre los lugares de adsorcion

inicial por la membrana y los lugares de reaccion.

La hipo6tesis de un paso lento en la membrana fue probada
resolviendo numéricamente una serie de ecuaciones cinéticas no
lineales que describen la evoluciéon de todas las especies reactivas
de la membrana.

Los resultados experimentales fueron reproducidos cuando
el paso limitante sigui6 a la adsorcion de substrato por la
membrana y precedié a la catédlisis enzimatica. Estos resultados
pueden explicarse utilizando un modelo en el cual la concentracién
de enzima presenta un relativo exceso local, y sélo una fraccion de

la superficie enzimatica participa efectivamente en la catalisis.

Si los complejos enziméaticos forman dominios en la
superficie de la membrana, de hecho la reaccion enzimatica puede
esperarse que ocurra solo cerca del perimetro de esos dominios
enzimaticos en donde encontrardn los substratos a la enzima tras
difundir una distancia determinada tras su adsorcion por la
membrana.

Estos resultados son sumamente interesantes, no solo
porque extienden la utilidad de la técnica de perfusidén, sino sobre
todo, porque explican un caso concreto de compartimentacion de
la membrana. Este paso lento actia a modo de cuello de botella

gque marca el ritmo de generacion del producto.
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La segregacion de moléculas en la superficie de las
membranas es un fendmeno comun. Hay evidencias de que incluso
pequefias moléculas pueden formar dominios en las monocapas

lipidicas y en las vesiculas bicapa.

Hasta ahora se admitia de forma general que la difusion
transmembrana espontdnea de los lipidos era muy lenta en
liposomas de cualquier tamafio, asi como en las membranas
biolégicas. Pero algunas algunas excepciones a esta regla han

sido descubiertas recientemente.

El colesterol (reconocido como mediador local con
anterioridad), ceramidas, acido fosfatidico, diacilglicerol y acidos
grasos libres o ésteres pueden presentar una rapida difusion
espontanea (fi/2, menos de 1 minuto). Se ha indicado que la
ausencia de verdaderos grupos funcionales con cabezas polares
de los lipidos en cuestion probablemente explica este resultado

inusual. Todo ello acorde con el modelo propuesto.

Un amplio cuerpo experimental también aporta evidencias
de que existen dominios proteicos y lipidicos en las membranas de
las células vivas. Por ejemplo, las moléculas de adhesion
localizadas en los lugares de contacto intercelular y en los
receptores se encuentran a menudo concentrados en la punta de

filopodia y lamelopodia de células movibles.

Asi, un grupo de trabajo con participacion del Consejo
Superior de |Investigaciones Cientificas (CSIC) ha desvelado
nuevos datos sobre el modo en que las células epiteliales se
comunican entre si. El trabajo, llevado a cabo en epitelios de la
mosca del vinagre (Drosophila melanogaster), revela como las

células emiten unos filopodios muy finos, lamados citonemas, para
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transportar la proteina Hedgehog hasta las células receptoras. La
transmision de esta sefial es semejante al mecanismo que utilizan

las neuronas para comunicarse (64).

Los receptores de los neurotransmisores también se
encuentran localizados en agregados dinamicos. Quesada MP, en
su trabajo de Tesis Doctoral realizado en la Universidad de
Durham, ha demostrado que las subunidades del receptor de
GABA que se encuentran agrupadas se desplazan individualmente
a la zona en donde llega el mediador (llustraciéon XI11%). Es decir,
la membrana postsinaptica se adapta a la llegada del transmisor

para realizar su funcion (22, 23).

>

ostsynapuc

- Qf;——s ﬁ}@r@r@&ﬁa _

coated
vesicles

Ublqurtlnatlor‘l? Mlcrcrtubules i
- w*—-———- >lic- 1% =
UyDFe:l?cr}?edaastijor?le — / ) -
GABARAP 4 x L Ubiquli-t‘i’nation? ‘_:
Endosomal -:‘ ﬂ

recyclimg - Lysosomal?

Golgi ¢ S _ Degradation degredation

llustracion X111 .- EIl Receptor del GABA navega sobre la Membrana

Plasmatica al encuentro del neurotransmisor GABA, para internalizarlo.

Cualquier membrana de una célula diana de la accién
hormonal, puede considerarse como una membrana postsinaptica
pues tiene que interpretar y ejecutar un mensaje molecular que le
llega por via humoral.

% Disponible en : http://www.nature.com/ncb/journal/v3/n10/fig_tab/nchb1001-e232_F1.html
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La visualizacién directa con métodos inmunoquimicos
revela la localizacion de ciertas proteinas en areas de alta o baja
curvatura en vesiculas artificiales. Utilizando estas técnicas en
células fijas tras exposiciones cortas al fVlla, McGee ha localizado
las enzimas en el borde de una hendidura de la superficie de la
membrana. Analisis de distancias muy cercanas indican una

distribucién no fortuita de las enzimas.

Aunque los mecanismos de la formacion de dominios son
desconocidos, es posible que puedan deberse a una transicion de
fase inducida por fuerzas electrostatica, por dipolos, por cambios
de elasticidad provocados por interacciones proteina-proteina o
por interacciones hidréfobas.

Se especula acerca de los residuos con carga positiva
de aquellas proteinas que interactian sobre todo con lipidos que
llevan grupos de cabeza polar de cargas opuestas, tales como PS
(Fosfatidil Serina), o cargados negativamente con residuos de
aminoacidos con PS a través del i6n calcio divalente, y asi
induzcan la disposicion asimétrica de estos lipidos.

Hoy se sabe que, al igual que ocurre en el interior hidréfobo
de las proteinas globulares, existen unas pocas moléculas de
agua entre las moléculas estructurales de las membranas. La
transferencia de agua durante las reacciones bioquimicas y en los
acoplamientos cooperativos, puede ser cuantificada mediante el
estrés osmaotico (EOS) inducido por cosolutos inertes que excluyen
al agua de los espacios permeables (65).

El incremento de energia libre, AE, entre dos fases
sucesivas contiene los siguientes aportes energéticos importantes,
donde el Agua juega un papel relevante - AEqigratacisn- ,» todos los
sumandos participan en la conformacién del Canal Isopolar-

Isoentropico propuesto en esta memoria:
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AE = AEelélstica + AEhidrataci(’)n + AEvan der Waals + AEelectrostéltica

La participacion del Agua puede resultar decisiva en la
creacion del canal y en el empuje de la molécula de esteroide
hacia el interior celular. La formacién de Clatratos de Agua de
distinto nivel (y grado asociado de Entropia) permiten un mejor y
afinado Balance Entréopico-Entélpico (llustracién XlIl) (13,14). No
ha de olvidarse que la fuerza de cohesion de las membranas
procede de la interaccién polar y no polar entre moléculas. EI

caracter polar tiene como referencia la molécula de agua.

Agua Molecular

Sustancia No Polar 4 Orden Agua Liberada

Agregacion
Hidrofdbica

Menor Contenido Entrépico Mayor Contenido Entrdpico

Ilustracion X1V.- Contenido Entrdpico de los agregados acuosos.
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Aunque las macromoléculas se encuentran estrecha-
mente empaquetadas por fuerzas débiles, solutos inertes pueden
desplazar las escasas moléculas de agua que se encuentran
acopladas entre las proteinas, entre las bicapas, entre hemo-

proteinas y en general entre todo tipo de macromoléculas.

La medida del EOS (Estrés Osmoético) ha revelado una
amplia y sorprendente influencia de la actividad del agua sobre las
reacciones macromoleculares y las transiciones de fase. En su
forma mas simple, el estrés osmotico representa el potencial
gquimico del agua en unas determinadas condiciones de
temperatura, presion, pH y fuerza idénica. Su valor aporta una

informacion muy interesante y puede ser calculado facilmente.

McGee ha realizado estudios cinéticos en condiciones de
estrés osmotico en combinacién con analisis estructurales en las
interfases de una solucion de esfingomielina, colesterol y protein-

esteroides, utilizando un método geometria computacional (66).

En el laboratorio, McGee, para medir la transferencia
de agua durante la agregaciéon de testosterona unida a proteina
transportadora a la solucion de lipidos, equilibré la reaccion de
mezcla en presencia de cosolutos inertes cuyos pesos moleculares
oscilaban entre 98 a 500.000:

120



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

- Glicerol

-  Manitol

- PEG de peso molecular de 300 a 8000

- Polivinilpirrolidina (PVP) PM 40000

- Dextrano (DT) 10000 y 500000.

La presiéon osmadtica de las soluciones de DT500 vy
PVP40 fue determinada directamente por osmometria de
membrana (Wescor 4420 colloid osmometer; Wescor, Logan, UT).
La presién generada por los otros solutos fue extrapolada de la
relacibn empirica publicada (65). La viscosidad del PVP, PEG y
DX fue medida con un viscosimetro de dos brazos (Internal

Research Glassware, Charlote, NC).

Los datos experimentales obtenidos fueron analizados
utilizando un programa previamente descrito (63). Los resultados
teéricos que resultan de estos experimentos visualizan
agrupaciones zonales de las distintas moléculas combinadas, Io
que puede interpretarse como la formacion de dominios
moleculares que no contradicen la posibilidad de formacion de
canales de isopolaridad/isoentropicos cuando estas agrupaciones
se realicen en la superficie de la membrana plasmatica (Figura
23).
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Conexién

Potenciales Energéticos de Superficie en el Plano Y

Potenciales Energéticos de Superficie en el Plano X

Figura 23.- llustracién esquematica de las diferentes vias que conectan
potenciales energéticos minimos distintos. De esta manera la solvatacidn,
por ejemplo con moléculas de agua, de lipidos o mixtas (lipido-agua, lipido-
proteina, lipido-mineral-agua,...), contribuird al mas 6ptimo de los Balances
Entalpico-Entrépico. Y causando la Accion, el Movimiento, la Morfogénesis del
Canal y el Impulso en su interior de la Hormona Esteroide. [Biman Bagchi,
Molecular Relaxation in Liquids. Oxford University Press, 2012. p. 147].

El proceso de solvataciébn de una carga de nueva

creacion que rodea moléculas dipolares implica principalmente:

a) el movimiento de rotacion,

b) el desplazamiento traslacional, y

c) el movimiento de libracion de las moléculas del disolvente

dipolar.
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De este modo, los tres pueden contribuir a la estructura
polarizada definitiva. En realidad, la diferencia en el grupo de
cabeza de los lipidos desde ambos lados de la membrana no es la
Unica diferencia entre los lipidos mas externos o internos.

Una diferencia en la insaturacion est4 asociada con
variaciones en la viscosidad de membrana, como se observa en los
eritrocitos con lipidos spin-marcados y con los |lipidos
fluorescentes: la monocapa interna es mas fluida, la exterior es
mas rigida.

Las relaciones entre la longitud de cadena lipidica, la Presién
Osmodética, la Fraccion de Agua hidratando a los Lipidos y la
Temperatura se muestran en las figuras siguientes (Figuras 24, 25
y 26). En las distintas fases se observan las disposiciones de los

lipidos en Lamelar, 0 o 3, no Lamelar, Hexagonal, o mezclas.

R
HEEAE TN ENY

'?’£ i“'.ﬁ’ﬁl:"ﬁﬁ“.&'f "”; £€'.-:?"£ ”{;

A)

D)

llustracién XV.- Recreacion de la Fase Hexagonal | [A)], Lamelar [B)],
Hexagonal Il [C)] y Cubica [D)]. (Mary Luckey. Membrane Structural
Biology, Second Edition. Cambridge University Press, 2014).
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Fase No
Fase No
Lamelar
Lamelar
- )
Fase
Lamelar L,

Fase Lamelar Lg

|

Figura 24.- Diagrama de fases®’ que muestra las diferentes fases de lipidos y la
dependencia de la temperatura en la transicion de fase (T, temperatura) en relacién al

cambio de longitud de la cadena de hidrocarburos (L.).

27 Ashrafuzzaman M, Tuszynki J. Chapter 3, Lipids in membranes. In Membrane
Biophysics. Springer-Verlag. 2012. Berlin Heidelberg.
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HII

PRESION OSMOTICA

Figura 25.- Diagrama de fase®* mostrando la relacién de la Temperatura con la
Presion Osmotica. La pendiente y la forma de la curva de separacion de fases lamelar
(L) y hexagonal (H), pueden cambiar drasticamente entre los diferentes lipidos, a pesar
del hecho de que pueden sufrir el mismo tipo de transicion de fase. Ry (dado en A)

representa la curvatura intrinseca de los lipidos.

125



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

Hy#+H,0 Hy Hy

| Hitly |
L0 | L LotHa

FRACCION de H,0
HIDRATANDO LiPIDOS

Figura 26.- Diagrama de Fases®® que representa la relacion de la
Temperatura (T) con la proporcién del grado de hidratacion de los
lipidos. El eje horizontal representa los valores crecientes en peso de la
fraccion hidratada del lipido. El eje de la derecha representa la curvatura
intrinseca lipidos Ry en A. Se observa la coexistencia de diferentes
fases. La pendiente y la forma de la curva de separacion de las fases
lamelar y hexagonal inversa pueden cambiar drasticamente entre los
diferentes lipidos a pesar del hecho de que pueden sufrir el mismo tipo
de transicion de fase. En algunas muestras se observa también la fase
cUbica.
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BICAPA PLANA MICELA HEXAGONAL
INVERSA H,

Figura 27.- Modelo esquematico de la alteracién de las propiedades
fisicas de la bicapa por lipidos o pequefias moléculas anfifilas. Se
muestran tres formas moleculares basicas teniendo en cuenta la
geometria del grupo de cola de la cabeza (se corresponden con el tipo
cilindrico, conico y coénico invertido), panel superior. En el panel
inferior, se presentan las estructuras inducidas resultantes, que son
bicapa plana, en micelas, y fases hexagonales inversas.
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Al ser capaz la membrana plasmatica de formar
dominios enzimaticos o de polimeros, incluyendo movilizaciones
de lipidos, es plausible que se produzcan agregaciones que
tiendan a facilitar la accion de las hormonas. Estos agregados que
se ha visto provocan la liberacién de algunas moléculas de agua,
conformarian un lecho por el que pueden pasar selectivamente
ciertas moléculas de carécter lipidico. Se traducird en un cambio

del incremento de la Entalpia H.

La organizacion de las membranas a partir de formas
cristalinas liquidas-sdlidas en forma de asambleas entre los
lipidos y las proteinas gracias a un acoplamiento, es la originaria
concepcion del modelo en mosaico fluido. De tal manera que el
coeficiente de Permeabilidad P se ajusta en funcion del balance
Entalpico-Entrépico.

Por eso y siguiendo el esquema tradicional, una vez que los
esteroides han entrado en contacto con la fase lipidica de la
membrana pueden plantearse varios problemas que no se
resuelven enteramente postulando un mecanismo de difusion
simple, y tampoco si se acepta un transporte mediado, es preciso
un dispositivo que evite la aleatoriedad inherente al fenédmeno por

el que se disuelve un lipido en una masa lipidica.

En primer lugar existe el problema de la direccionalidad del
transporte cuyo objetivo debe ser conseguir lo mas rapidamente
posible, y por la via mas corta, mas econdémica y favorable, la

cara citosélica de la membrana plasmatica.

Pero si no existe una linea conductora, del tipo que sea, es

posible que, dado su caracter lipidico, el esteroide tienda a
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difundir en todas las direcciones y no solamente de manera lineal

hacia el interior de la célula (Figura 28).

Ot 'CJ: In
o
o= i ——
Fiujode __C . _ II:>

Lipidos ' :
[ | Membrana

N Transportador

L] Flujo de Lipidos

V" 2+ Difusion Simple por Gradiente

<> CanalPro-Induccion

I——> Sentido Unidireccional

Figura 28.- La Difusion Simple a favor de Gradiente generaria aleatoriedad en
la dispersion de los Lipidos en su travesia por el espesor de la Membrana
Bioldgica (7 ==). Un Modelo Conceptual que atienda a los datos
experimentales, cinéticos y termodinamicos es compatible con la formacién

de un Canal Unidireccional en la Membrana Bioldgica ( &=> ).

Por otra parte existiria el problema, nada facil de
resolver, de separar dos lipidos previamente mezclados v,
precisamente, en una zona en la que el esteroide debe enfrentarse
al ambiente polar del citosol. La experiencia muestra que mientras
es muy facil mezclar dos lipidos, es imposible desmezclarlos.
Después de todo, el objetivo del proceso de una mezcla es crear
aleatoriedad. El paso de lipidos a través de la membrana es un

proceso que debe tratar de evitar la aleatoriedad, es decir,
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disminuir la entropia del sistema para lo que necesita consumir
energia. Por eso, el transporte de lipidos exdgenos a través de la
membrana debe cumplir el requisito de disminuir la entropia del
microentorno [hipOtesis del equilibrio local basado en el teorema
de minima produccion de entropia (si se esta cerca del Equilibrio)
y en el Principio de Ziegler de Maxima Disipacion de la Energia

como criterio mas general (si se esta alejado del Equilibrio)].

Modelos de Referencia

Hay datos recientes que apoyan la existencia de
modelos distintos a los clasicos sobre el transporte de sustancias
a través de las membranas biol6gicas. Asi, esta cada vez méas
extendido el proceso de endocitosis mediada por receptor que
también ha sido invocado por algunos para explicar el mecanismo
de entrada de hormonas esteroideas a la célula junto con las

proteinas que las transportan.

Asi, parte de la investigacion se ha centrado en los canales
de Ceramida. Eso significa que la membrana lipidica se ajusta con
el complejo de moléculas de ceramida en la interfaz de membrana
del canal, y sin afectar el espesor de la membrana, en contraste

con lo que se propone en el caso de poros toroidales.

La comprension detallada del mecanismo de los canales
lipidicos esta por lograrse, pero algunas ideas se han vertido en
varios trabajos de investigacion publicados por varios grupos. Por
lo tanto, es de gran interés el estudio de las ceramidas pues

pueden desempefiar un papel crucial en ciertos estados
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patologicos, incluyendo el cancer, la obesidad, la diabetes, la

inflamacion, etc (Figura 29).

Figura 29.- Diagramas del modelo de los C16-ceramidas en las membranas
(canal de ceramida) del grupo del profesor Marco Colombini. La
estructura es una ilustracién de los resultados aportados a partir de
simulaciones de dinamica molecular por el mismo grupo.
(Ashrafuzzaman M, Tuszynki J. Chapter 3, Lipids in membranes. In
Membrane Biophysics. Springer-Verlag. 2012. Berlin Heidelberg).
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Se ha descrito una proteina presuntamente implicada
en el transporte saturable y relativamente especifico de acidos
grasos de cadena larga a través de la membrana plasmatica de
adipocitos (67).

Para lipidos cargados como los fosfolipidos se ha propuesto
el mecanismo de flipasa mediante el cual una proteina traslocaria
de una hoja de la bicapa lipidica a la otra las voluminosas
moléculas de fosfolipidos orientandolas adecuadamente de
acuerdo con su polaridad (68).

Bretscher tuvo la intuicion notable de postular la existencia
de enzimas especificas de lipidos denominada "fosfolipido-lipasa",
gue serian responsables de la creacién de la organizacion
asimétrica de los lipidos con el coste energético de la hidrdlisis del
ATP.

Este detalle puede explicar que el transporte de ciertas
moléculas como es el caso de los esteroides a través de la
membrana plasméatica en el fenomeno de difusion atravesando la
membrana, al menos en parte, es de forma conjugada y se impulsa

irreversiblemente.

Posteriormente se ha encontrado necesario especificar la
orientacion del vehiculo lipidico postulado y el requisito o la
ausencia de requerimiento de la hidrélisis de ATP. Esto explica

ahora la diferencia funcional entre flipasa, flopasa y escramblasa.
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Las flipasas estabilizan l|la asimetria de los |lipidos
transmembranarios (Figura 30), guian para forjar la curvatura de

membrana (31).

* §IN COSTE

APARENTE DE
ENERGIA

Lumen
~ Y —m—) Extracelular
- ' L )
& "
@ ® Citonlasma

FLIPASA ~ FLOPASA  FLIPASA  FL

P-FLOP

Figura 30.- La Asimetria fundamental de las Membranas Biologicas
es promovida enzimaticamente con hidrolisis del ATP y de otra por
Autocatélisis. La capacidad Autoorganizativa por Acoplamiento
Bioenergético y sin *Coste Aparente de Energia, tanto de naturaleza
enzimatica como motivados por la propia energia estructural
intrinseca de las moléculas o por Acoplamiento Bioenérgetico con
otros sucesos intramembrana, ad-membrana o ligados a los
acontecimientos citosélicos o intranucleares (31).
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Muy interesantes resultan las proteinas de canal
propuestas para la extrusion de polipéptidos nacientes (69). Una
alternativa a la idea de canales proteinicos es la hipdtesis de que
la traslocacion de proteinas en las membranas del reticulo
endoplasmico pueda ocurrir a través del nucleo hidrofébico de la

bicapa lipidica, un proceso conducido por un &cido graso (70).

No menos sorprendente es la capacidad de la doble capa
para dividirse en dos compartimentos durante la division celular sin
perder moléculas en el plasma debido a sus eficientes capacidades

de auto-sellado.

Finalmente un modelo muy sugerente para explicar la
difusién especifica de maltosa y maltodextrinas a través de la
membrana del Escherichia coli consiste en un canal proteico
denominado maltoporina que estructuralmente se trata de un
trimero constituido por tres mondmeros de 18 filamentos
ensamblados, cada uno de los cuales constituye un canal
independiente aunque es necesario la estructura completa del

trimero para su correcta funcionalidad.

Hay una serie de seis residuos aromaticos colocados
estratégicamente a lo largo del canal que constituyen una capa
lipidica que sirven de guia al sustrato de manera que este
atraviesa la membrana resbalando estrechamente en un
movimiento serpenteante (71). En los trabajos del GIM también se
constatd la dependencia del Na®. La fluidez de los acidos grasos
determina la transferencia de energia y por tanto la conformacién
del canal (ver Caja 4, apartado 1, 2 y 3).

134



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

CAJA 4.-

APORTACION DE LOS
COMPONENTES DE MEMBRANA
AL CONTORNO INTERIOR DEL
CANAL ISOPOLARIDAD-
ISOENTROPICO g
[Transferencia de AG al Agua (kJ/Mol)]

1.- PROTEINAS (RESTOS
AMINOACIDICOS)
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Residuos Cargados y
Polares

Residuos Aromaticos

Residuos Apolares

Residuos Aromaticos

Residuos Cargados y
Polares

2.- CATIONES Y ANIONES

" COSMOTROPICO "N/ DESESTABILIZANTE A\
ESTABILIZA / \ CAOTROPICO

ANIONES F~ PO;” SO; CH;CO0™ CI' Bf I~ SCN~
CATIONES (CHy,N' (CHy,NH; NH; K' Na° Cs' Li' Mg" ca’* Ba™
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3.- HIDROCARBUROS
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BASE EXPERIMENTAL
DEL TRANSPORTE UNIDIRECCIONAL

El antecedente de la metodologia experimental

|28

parti6 de Van Wezel” idedé un medio para aumentar la superficie

de contacto sobre la que las células pudieran crecer.

En la metodologia experimental del GIM se adapté la técnica
de Wezel, pero sélo puede ser utilizada con células que formen
tejidos, es decir, que tengan capacidad de adherirse a las

microesferas.

También se ensayaron variantes que admitan la perfusién de
células que carezcan de la capacidad de adhesion a superficies,
en especial, las poblaciones celulares sanguineas. Esta limitacién
ha podido ser superada gracias a los microfiltros utilizados para la

dialisis infantil al sistema de perfusiéon con parejas de trazadores.

Desde hace tiempo se viene postulando una participacion
activa de los eritrocitos en el transporte de esteroides (72,73) sin
gue hasta ahora se haya podido definir claramente su
participacion. La imposibilidad de medir el transporte en tiempo
real puede que haya sido la causa de esta indefinicion.

Las curvas de dilucion de esteroides en eritrocitos
perfundidos en la columna de dialisis muestran una gran captacion
de [*H]T tras el pulso de este trazador a la entrada de la columna,
asimismo esta captacion es inhibible y saturable. Esto abre una

interesante linea de investigacion dirigida a estudiar la

% Van Wezel AL. Growth of cell strains and primary cells on microcarriers in
homogeneous cultures. Nature 216:64-65; 1967.
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participacion de los eritrocitos en el transporte de hormonas
(Figura AE10).

Captacion de (3H) TST por Eritrocitos-Linfocitos
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Modelo Conceptual Propuesto

El analisis del transporte de esteroides a través
de la membrana plasmatica hay que hacerlo bajo la perspectiva de
su caracter hormonal, aceptando que, como moléculas
reguladoras, van a ejercer acciones sobre la propia membrana
nada mas contactar con ella. Por lo tanto no debe ser tratado de la
misma forma que el transporte de sustratos metabdlicos

energéticos, como la glucosa o los aminoacidos.

VARIACION DE POLARIDAD

[ —— . -
- | -

-

. MEMBRANA .
\ PLASMATICA ;

EX-CEL ‘ i CITOSOL

COMPOMENTES LiPIDOS
ESTEROQIDES = CARACTERISTICAS DE POLARIDAD

ORDM DESORDEN —f" ORDEN

“ZONA" SEGUMN 5US PROPIEDADES DE SOLUEBILIDAD

Figura 31.- Diagrama del Modelo Conceptual (Parcela Central y Superior).

El modelo que se postula ha de responder en esencia a
la paradoja de los modelos comunmente aceptados del transporte

de lipidos a través de la membrana, en los que sin reservas se
admite la secuencia termodinamica orden—desorden—orden, sin

aporte de energia o de un mecanismo acorde con las leyes de la
termodinamica (Figura 31). Por otra parte, y, desde un punto de
vista fisicoquimico, los esteroides, dado su caracter lipidico,
deben interactuar a su paso por la membrana con estructuras de
distinta polaridad a la suya propia para evitar mezclarse en la fase
lipidica de la membrana.

El modelo que se propone contempla la posibilidad de la
existencia de un canal de isopolaridad/isoentrépico relleno del
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esteroide que seria el conductor por el que penetraria hasta el
citosol de acuerdo con las demandas celulares. EIl trafico de
esteroides (la testosterona), como ejemplo de biomolécula lipidica,
se ajusta a esta secuencia. La existencia de carbonos asimétricos
dota de un poder rotatorio a las moléculas, facilitando un
mecanismo de movimiento por rodamiento (Figura 32,33).

Con los datos obtenidos y los descritos en la literatura se
articula el modelo conceptual (ver el Diagrama del Modelo
Conceptual Completo en la carpeta de proyectos adjunta y

también disponible en pdf/word).

L

MECANISMO DE RODAMIENTO

LiMITES

{ROTENAS? /
IMALTOPORINA

POROSLIPIDICOS DE COLESTEROL

AGREGACIONES \
i S Asumm E (ENERGIA)

¢ CARRIERS?

CONCENTRACIGN
CRITICA EXTREMO
CANAL

Figura 32.- Diagrama del Modelo Conceptual, Parcela (2° tercio

inferior). Canal transportando la Testosterona.(S: Entropia).
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PORO CIRCULAR PORO TOROIDAL

Figura 33.- Diferentes modelos de poros de la membrana para el
calculo de la energia. (A) Poro circular formado sin cualquier
reordenaciéon de las moléculas de lipidos. (B) Poro toroidal. (C) Poro
toroidal estabilizado por proteinas conformadoras de poros. (D) Corte de
un Poro Lipidico. Las proteinas estan presentes tanto como mondmeros
insertados en el exterior y como oligébmeros que recubren a los poros.
(Jue T, Risbud H, Longo ML, Faller R. Biomembrane Frontiers, vol.2.
Springer Humana Press. 2009; Fuertes G, Giménez D, Esteban-Martin S,
Sanchez-Mufioz OL, Salgado J. A lipocentric view of peptide-induced
pores. Eur Biophys J. 2011;40: 399-415).

La actividad del canal estaria regulada por la propia
hormona (Figura 34) y por mecanismos autocrinos con principio y
final en la membrana. Los limites del canal posiblemente estén
definidos por una proteina de canal semejante a la maltoporina

aunque también podrian entrar a través de poros lipidicos de
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colesterol, como ejemplo de promotor de la dinamica de Ila
membrana celular, a la par de otros lipidos con carécter disruptor
como han sido clasificados por Wenz, de manera que les fuera
posible avanzar mediante un mecanismo de rodamiento sobre las
superficies de un toroide, catenoide (Figuras 37 y 38), en donde la
llegada de una molécula a la cara externa de la membrana
provocara la salida de otra en la cara citosdlica. En las Figura 35

y 36 se muestra tal posibilidad morfogenésica.

I 1 | L I .

0.4 - Agua Cabezas Glicerol Colas

02| TST

Permeabilidad

i

-4

P L'l:_'\_'l.'!‘-l.L"I e

lestosterone | 1 i | i

.3 2 -1

Distancia al centro de la bicapa [nm]

Figura 34.- Comportamiento comparativo de la testosterona (TST) y la progesterona

(PRO) frente a varios factores (Agua, Cabezas de Acido Grasos, Glicerol y las Colas de

Acidos Grasos) en una doble capa. (Orsi M, Essex JW. Permeability of drugs and

hormones through a lipid bilayer: insights from dual-resolution molecular dynamics. Soft

Matter. 2010; 6: 3797-3808).

El modelo que se propone aporta una nueva via
explicativa, por Pro-Induccién, con la siguiente base experimental
(en parte, generada por el Grupo de Investigacién en Transporte
de Membranas -GIM- y también de la fértil literatura publicada al
respecto):
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1. La Cinética mostrada en los ensayos (del Grupo de
Transporte Membranas),

2. EI Balance Bio-Termodindmico. Ambos compatibles con
un flujo de transporte a través de la membrana que no es el
debido a una Difusién Simple a favor de Gradiente, y

3. De manera anéaloga a un proceso de auto-organizacion,
el fundamento originario de la propuesta, incluido en el
nuevo modelo de transporte de lipidos a través de la
membrana bioldgica. Consiste en homologarlo a la conducta
de una membrana postsinédptica, partiendo de la observacion
descrita para las subunidades del receptor de GABA, éstas
en forma de agregados, se conducen, con un desplazamiento
a titulo individual, hacia el entorno de membrana, al cual se
aproxima, en sincronia, el efector. En este receptor de
GABA, la membrana sinaptica se somete a un proceso de
morfogénesis molecular reciproca frente a la llegada del

transmisor.

Los fendmenos quimicos en la region no-lineal pueden
suceder con afinidades que varian en el rango de los 10 a los 100
kJ/mol. Los procesos de transporte sin embargo pueden
observarse en la region de la rama termodinamica lineal, cerca del
Equilibrio con valores que rondan los 2,5 kJ/mol.?

Los procesos que suceden en la Regién del No Equilibrio
tienen su origen en los cambios interiores del sistema o entre el
sistema y su entorno: el estrés local, la tension, presion,
temperatura, concentraciéon y densidad energética y varian en el

tiempo y el espacio.

# En esta Regi6n Lineal de No Equilibrio, se aplica el Principio de Minima Produccién de Entropia y las
Relaciones Clasicas de Onsager.
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Alcanzar el estado estacionario presupone satisfacer el
principio de Minima produccién de entropia y/o el de Méaxima

Disipacion de Energia (Entropia).

> B f-"
- :t &
R st
“hR T .
‘ . ‘J‘T;‘ ‘
b) y
Figura 35.- Las vesiculas son membranas bicapa, similares a células

cerradas. Adoptan una gama de diferentes formas a diferentes temperaturas,
que son determinadas por las influencias sutiles de la elasticidad y la energia
asociada a la curvatura. En (a) una vesicula aplanada con una forma de
globulo rojo desarrolla una concavidad que se convierte en una vesicula
interna separada. En (b) una vesicula alargada desarrolla un brote, que con el
tiempo se separa del cuerpo principal. Ambas secuencias se han visualizado
experimentalmente bajo un microscopio (cuadros superiores). Pueden ser
reproducidas por calculos las formas arménicas con el criterio de reducion
maxima de la energia total (cuadros inferiores). (Imégenes: Reinhard
Lipowsky, Max Planck de Ciencias de los Coloides, Teltow-Seehof,
Alemania. Lipowsky R. The morphology of lipid membranes. Curr. Opi.
Struct Biol. 5: 531-540).
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Un proceso semejante se ha descrito para la agregacion y
desagregacién de los microtibulos citoplasmaticos® (74).
Utilizando los mismos razonamientos que en este caso se puede
decir que la concentracion critica de un extremo del canal puede
ser definida como la concentracion de esteroide libre a la que la
velocidad total de agregacién y desagregacidon se encuentran
equilibradas.

La velocidad de agregacion en el extremo extracelular esta
condicionada por la velocidad de desagregacién en el extremo
citosdlico. Un aumento de la concentracion externa de esteroide
va a inducir la desagregacion intracelular, siempre y cuando
existan proteinas citosdlicas transportadoras de esteroides
disponibles.

Si el canal no puede ser descargado en su vertiente
citosdlica y continua aumentando la presion de carga, podran
aumentar sus dimensiones o rebosar hacia el exterior en forma de

hormona libre.

En el estado estacionario® la velocidad de agregacién en un
extremo es equivalente a la velocidad de desagregacion en el otro,
pudiéndose mantener el flujo de entrada o de salida bien por un
canal bidireccional o mediante canales unidireccionales en uno y

otro sentido.

% Tabony J. Chapter 5, Biological self-organisation by way of the dynamics of reactive processes. In
Morphogenesis, Bourgine P, Lesne A, Edit. Springer, 2011.

S'El concepto de estado estacionario arraiga con Ludwig Von Bertalanffy. En aleman,
Flieggleichgewicht. Forma parte de la Teoria General de Sistemas. Muchos otros sistemas naturalistas lo
incorporan.
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Figura 36.- Las vesiculas con agujeros: un bufiuelo o toro [en a), que
muestra vistas superior y lateral y un doble toro en (b)]. Incluso estas
formas topolégicamente complejas se corresponden con estructuras
arménicas que representan los minimos enérgeticos. La escala (barra=—)
indica 10 micrémetros®. (Fotos: Xavier Michalet and David Bensimon,
Ecole Normale Supérieure, Paris.)

Un mecanismo de este tipo permite interpretar la gran
variedad de respuestas obtenidas sobre el transporte de
esteroides. Asi, seria compatible con los datos que indican la
coexistencia de un proceso saturable a bajas concentraciones con
otro insaturable a altas, con el efecto de inhibidores de grupos
sulfhidrilo caracteristico de la intervencion de proteinas (75), con
las relativamente laxas especificidades, con el efecto de la
temperatura y de los inhibidores metabdlicos, asi como con la
dependencia del sodio y con la posibilidad de compartir estos

¥ Michalet X, Bensimon D. Observation of stable shapes and conformal diffusion in genus 2 vesicles.
Science. 1995; 269: 666-668.
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mismos canales otros compuestos lipidicos extrafios a las células

tales como farmacos liposolubles (76).

La existencia de canales proteicos como soporte para el
paso de los esteroides hacia el interior de las células, podria
explicar, ademéas, el desencadenamiento de las acciones
extragendmicas de estas hormonas de latencias del orden de
minutos (77), algunas de las cuales podrian estar mediadas por el
sistema de los inositol-fosfato activado mediante proteinas de
membrana durante el paso del esteroide. Las proteinas podrian
jugar un papel catalitico en la formacion de los canales lipidicos
pues se ha comprobado que membranas sintéticas lipidicas
muestras fendmenos de conduccion idnica indistinguibles de los

canales proteicos, similares a los receptores (60).

Figura 37.- EI catenoide, una superficie minima delimitada por dos
circulos coaxiales (Matthias Weber, Indiana University. In Chapter 2,
Lessons of the Beehive Building with Bubbles. In Ball P, Nature’s
Patterns. Oxford University Press, 2009).
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Este modelo de transporte avanza varias lineas de
investigacién. Por una parte hay que continuar los primeros
estudios llevados a cabo por McGee sobre estrés osmético y
formacidén de canales de isopolaridad-isoentrépicos. Aunque esta
experimentaciéon no requiere una metodologia complicada es
necesario conocer las técnicas y aplicar los programas tedricos
computacionales que se aplican para la interpretacion de los

resultados.

Figura 38.- La superficie minima que abarca los cuatro vértices de un
tetraedro. Esta superficie, primero descubierto por Schwarz en el siglo
XIX, se puede utilizar como el bloque de construccion de varias

superficies minimas periédicas®.

% Ros A. Properly embedded minimal surfaces with finite topology. Proceedings of
the International Congress of mathematicians, Madrid, Spain, 2006. European
Mathematical Society. pp. 907-926.
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APLICACION CLINICA
en BIOMARCADORES NUTRIENTES

Una vez desarrollada la memoria con el objeto principal
gque es el Modelo de Transporte, sefialaremos la posibilidad de
proyectar la técnica de Peran-McGee, a la captacion de
Aminoacidos en los experimentos del GIM, a la busqueda de
biomarcadores para su uso en la detecciéon ultratemprana de
neoplasias dependientes de hormonas esteroides sexuales, con
una alteracion en la captacién del perfil metabdlico de los

aminoacidos (40, 78).

Las acciones conjuntas entre hormonas esteroides sexuales
y nutrientes como los aminoacidos cada vez son mas conocidas,
asi, el incremento de testosterona materna puede suprimir el
crecimiento fetal por alteracion del transporte de ciertos

aminoacidos (79).

Una patente registrada en los EE.UU. consiste en una diana
de transportadores de aminoacidos para el tratamiento del cancer

de mama positivo a los receptores de estrogeno (80).

Un perfil de aminoacidos especifico en plasma se ha
asociado al riesgo de cancer de mama en mujeres

premenopausicas. La arginina, leucina, tirosina y asparragina
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directamente se correlacionaron con los niveles de hormonas
sexuales (81). En otro estudio que contdé con mujeres afectadas de
cancer de mama, proximas a iniciar las sesiones de quimioterapia,
el analisis de datos constaté concentraciones mas altas de
glutamato, y mas bajas de histidina (82). Poschke et al. Proponen,
como un instrumento diagnéstico en el cancer de mama, la
medicion de los niveles de algunos aminoé&cidos entre los que se

encuentran los de cadena ramificada (83).

En el cAncer de préstata, se ha visto que los transportadores
LAT1 y LAT3 median la captacion de aminoacidos esenciales.
Estos mantienen niveles suficientes de leucina precisos para la
biosefializacion mMTORC1 y el crecimiento celular. Los estudios
llevados a cabo con Espectroscopia de Resonancia Magnética
proporcionan datos con bajos niveles de BCAT—-aminotransferasa

de cadena ramificada (84).

En la llustracion XVI se representa en A) EIl receptor de
andrégenos (AR) de sefalizacion activa la transcripcién en LAT3
en el cancer de prostata primario, dando lugar a la captacion de
leucina, la sefializacion mTORC1, y por tanto el crecimiento
celular y en B) La disminucién de la sefalizacién por andrégenos
y LAT3 debido a la terapia por ablaciéon condiciona la traduccién
de ATF4, que inicia la transcripcion de LAT1. La expresion de
LAT1 puede posteriormente mediar en la captacion de leucina,
via mMTORC1 de sefializacion, y en consecuencia el crecimiento

celular.
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LEUCINA

A Primary prostategancer B Hormone ablati

AR signaling
LAT3 expression
Intracellular leucine Therapeutic

androgen
® 5 ablation

W, 5F
Testosterone .EG. Y .EO;'

LAT1 expression

elF2

t Translaton on (o8l growth)

ATF4 translation

lHustracion XVI.- Modelo LAT3 y LAT1 de regulacion en el cancer de prostata (84).
La leucina mostrando su intenso poder anabolizante.
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El papel de la nutricion en los procesos tumorales es ambivalente
pues debe nutrirse el tumor y el huésped (el enfermo). Existe una alta
produccion de entropia por parte de las células tumorales que no es
compensada ni en calidad ni en cantidad por la neguentropia del
medioambiente en forma de alimento, produciendo una movilizacion
extraordinaria de los compartimentos corporales lipido-proteina por factores
especificos del tumor.

Para revertir este flujo perverso de entropia, se proponen diversos
métodos que van desde la hipertermia, a campos magnéticos, campos
electromagnéticos de baja frecuencia, la modificacion artificial de la acidez
relativa y especialmente el control del metabolismo de la glucosa (85).

En consonancia con los anteriores trabajos, Fontana et al., prueban que
la reduccion en la ingesta de la proteina dietética es altamente efectiva para
inhibir el crecimiento tumoral en modelos de cancer en humanos (de prostata y
de mama), a través de la via IGF/AKT/mMTOR y de las modificaciones
epigenéticas (86).

Singh G et al. Estudian el papel de la deprivacién de leucina, para ello
somete a un test lineas celulares de cancer de mama y concluye que no es
suficiente la restriccidén de leucina para inhibir la via mTOR pero si para activar
la molécula Akt (87).

Los trabajos experimentales del GIM, en fase de
prepublicacién®, ratifican esta nueva perspectiva de los nutrientes
como biomarcadores y dianas terapéuticas. En la Figura AE1l1l, la
tendencia en la captacion por linfocitos de [3H]L-Leucina tras
exponerlos a la Concanavalina A. Se observa que conforme pasan
las horas, la demanda interna celular aumenta casi duplicandose
en la hora veinte -20-. Como control, en la Figura AE12, se utiliz6

la Timidina tritiada (como indicador de la diferenciacién celular).
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La captacién de este nucledsido sigue la misma tendencia
que la L-Leucina en la parte ascendente. Lo que puede traducirse
como que la L-Leucina es un factor decisivo para la diferenciacion

de los linfocitos.

Captacion de [3H]L-Leucina por linfocitos tras la exposicion a ConCaA
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Figura AE11.- Intensa demanda de leucina por parte de Linfocitos, tras estar

expuestos a la Concanavalina A.

Captacion de [3H]Timidina por linfocitos tras la exposicion a ConCaA
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Figura AE12.- Captacién de Timidina por linfocitos tras exponerlos a la
ConCaA. La parte ascendente de la curva sigue la misma tendencia que en la
L-Leucina por parte de Linfocitos.

3 Otros aminoacidos también se someten a estos tests siguiendo el fundamento de la técnica original de
Peran y McGee.
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INTERPRETACION DINAMICA
DEL TRANSPORTE DE FARMACOS

De la misma manera, la metodologia de alta resolucion
de la técnica de doble dilucién de trazadores isotdpicos (Peran-
McGee) puede implementar la interpretacion de la dindmica de
farmacos, como por ejemplo en la absorcién cutdnea. Desde la
membrana inerte a la membrana “asamblearia”, es el cambio
conceptual adonde dirige nuestro modelo, en relacion al transporte

de lipidos a través de las membranas biolégicas (88).

La piel, como “paso” para los farmacos de uso tépico ha
sido interpretada como una membrana inerte hasta hace poco. En
la Figura 39, en la parte superior, la permeabilidad P;, membrana
“‘inerte”, es constante y fijada linealmente por la relacién entre el

flujo, J;, y el gradiente, Ac;,

De manera contraria, en la parte inferior, la membrana
“asamblearia”, donde P; depende de los gradientes de i y de otras
variables que actuan a través de la membrana, exhibiendo una

grafica de comportamiento no lineal en el transporte.

La Piel, como 6rgano, complejo, se acomoda a este concepto
de no linearidad, de membrana asamblearia. Este modelo es
extrapolable a otros 6rganos y tejidos. La biodisponibilidad de los
farmacos depende de la comprension y aplicacion en el desarrollo

de disefios efectivos de sistemas de liberacion y dosificacion.
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C; Ji = Pi Aci

Membrana “Inerte™

Ciin

g

A,

Ji = P;i (Aci Aca Acy AT ...) Ac;

Ciin

Figura 39.- De la Membrana Inerte a la Membrana Asamblearia (88).
[J: Flujo, AC: Incremento de la Concentracion de un soluto (farmaco),
P: Permeabilidad, C; out: Concentracién del soluto i en la parte externa
de una membrana, C; in: Concentracion del soluto i en la parte interna de
la membrana].
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CONCLUSIONES

1.- A pesar de que la comunidad cientifica acepta que los lipidos
atraviesan las membranas plasmaticas por difusiéon simple,
evidencias vulgares contradicen este presupuesto. Si los
esteroides, por poner un ejemplo de lipidos, atravesaran la
membrana plasmatica por difusién simple, al penetrar en el seno
de la misma se diluirian al contactar con un ambiente lipidico de
iguales propiedades que el sustrato. No existen razones plausibles
para pensar que ocurra algo distinto a lo que sucede cuando un
liguido hidrosoluble se afilade a una corriente de agua, en donde se

diluye sin atravesarla linealmente.

2.- La membrana plasmatica es una organela cuya principal mision
es seleccionar las sustancias que el metabolismo celular necesita
en las cantidades adecuadas. Se han propuesto varios modelos,
con su soporte experimental, para explicar el transporte de
testosterona, molécula de la que depende la continuidad de la
especie.

Si el agua entra en la célula de manera controlada, la hormona
testosterona habra de ajustarse a un cierto control fisioldgico.
Atravesar libremente todo tipo de membrana y penetrar en
cualquier tipo de ceélulas escaparia de un ajuste fino de la
homeostasis. Conviene también recordar que las hormonas, al ser
agentes directivos, actuan y condicionan respuestas. So sola
presencia en la superficie externa de l|la membrana puede
despertar algo parecido a la alarma que se desencadena en un

ministerio al solo paso del titular por la conserjeria.
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3.- EI sustrato a transportar (la testosterona) interviene en
procesos concretos, (no continuos, aleatorios, gaussianos)
dirigidos a activar una o varias rutas metabdlicas y a inhibir otras.
Debido a sus acciones se generan moléculas cargadas de

informacion singular, dirigida a controlar ciertos procesos.

Para explicar la saturacién e inhibicion del transporte de
testosterona en células perfundidas que se muestra en la parte
experimental de este trabajo, se propone la existencia de
interacciones moleculares que satisfagan estados estacionarios
(saturacién) y que impliquen, ademas, la creacion de gradientes y

acciones alostéricas y cooperativas (inhibicion).

4.- Al no encontrar explicaciones satisfactorias en los modelos
propuestos en la literatura cientifica y que se discuten en la
memoria, se plantea la propuesta de la formacién inducida de

canales de isopolaridad-isoentrépicos.

Al igual que ocurre en la membrana postsindptica que es quien
se moviliza para reconocer, interpretar y trasladar el mensaje de
los efectores nerviosos, los esteroides, al interaccionar con las
células diana, como efector de la propia membrana plasmatica
inducen a ésta a que se movilice y organice para reconocer y
favorecer el paso de estas hormonas hasta el segundo receptor,
pues el primero, es, siempre, la propia membrana celular.

La mecanica secuencial es: en una zona concreta de la
membrana se agrupan, se agregan, moléculas de polaridad
semejante al efector para ofrecerle un lecho o canal por el que

penetra de manera concreta (no aleatoria).

Como todo proceso mediado, facilitado, la velocidad de

entrada aumentard conforme se acumule el sustrato en el polo
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externo, alcanzando la saturacién e, incluso, se obturard cuando
se logre la saturacion de los receptores intracelulares que

transmiten el siguiente mensaje hormonal.

5.- Como se discute en la Memoria, este modelo cumple las
condiciones termodindmicas y cinéticas del transporte mediado y
no violenta ninguna ley de la fisica, antes al contrario, satisface
las condiciones dinamicas del funcionamiento celular, por ello el
canal exhibe dos caracteristicas esenciales: la Isopolaridad y la
Isoentropia.

Las células mantienen su coherencia estructural y funcional
rodeadas por la membrana plasméatica, una organela con fluidez
parecida a la del aceite de oliva. Se trata de un sistema dinamico,
abierto, cohesionado por una corriente de lipidos en movimiento
con una velocidad que imprime individualidad a la célula.

Atravesar ese flujo lipidico con otro flujo lipidico transversal
(transmembrana) eludiendo el reconocimiento, el acoplamiento, la
interpretacion de moléculas cargadas de informacion y todo eso en
un proceso no aleatorio, con la intencionalidad propia de los
regiones termodinamicas donde son aplicables el principio de
minima produccién o maxima disipacion de energia/entropia, con
un balance entalpico-entropico casi nulo, requiere mecanismos
muy distantes de la difusion simple (aleatorio, maxima produccién

de entropia).
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Aportacion
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ANEXO I.- ALGUNAS RELACIONES CONCEPTUALES
SELECCIONADAS ENTRE PARAMETRQS FENO-
MENOLOGICOS Y MAGNITUDES FISICO-QUIMICAS.

1.- ENTROPIA CONFIGURACIONAL y CONSTANTE de
ELASTICIDAD

S(h) = k In P = s(0) — 3kh?/2Na?
F(h) = E(h) — TS(h) — TS(h)
F(h) = F(=) + 3kTh?/2Na?

dF = -SdT - f-dh

La Fuerza F es proporcional a la Elongaci6n

Ley de Hooke
f=-k"-h

k" = 3kT/Na?

La Elasticidad es debida a factores Entrépicos

(Na: Namero de Avogadro)
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2.- OSCILADOR ARMONICO EN LA MEMBRANA S| § <<L [parag,
Elasticidad y L, Longitud]

F=-k¢

y
U=%ké&

La Elasticidad bajo ciertas condiciones modifica la Energia Interna

del Sistema (U) provocando Fluctuaciones Entalpicas de una

determinada frecuencia

3.- ELECTROSTRICCION: PRESION MECANICA My
DIFERENCIA DE POTENCIAL ELECTRICO V

dVn = [F(0g/6M)ym /(5q/5V)n n = Bqd0

Bq = (5Vm/5")q

,Bq es la constante de acoplamiento entre la Presion y la

Capacidad Condensadora como Diferencia de Potencial (de

aplicacion a los lipidos de la membrana)
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4.- BALANCE ENTROPICO-ENTALPICO: TEMPERATURA DE
TRANSICION DE FASE (Tw) , ENTROPIA (S) Y ENTALPIA (H)

AG = AH(Tm' T/Tm)

Un cambio de temperatura provoca un cambio, diferencia
de G (AG), y por tanto la transiciéon de Gel=>Sol=>Gel

AG se hace cero cuando T alcanza a T,
Si AG>0 el cambio se conduce a la fase de gel,
Si AG<0, la membrana adopta una fase mas fluida
B El ruido térmico no es suficiente para promover la
transicion de fases, precisa que AG (Incremento de la
Funcion de Gibbs) sea distinto de cero

El orden por fluctuaciones generado siempre que no sea
AG=0, permite la conformacion del poro y del canal
lipidico

5.- PERMEABILIDAD Y CAPACIDAD CALORIFICA A PRESION
CONSTANTE

rP = P, + a-AcC p

La Energia Libre de un Poro esta ligada fuertemente al

Ve

Area (AA)
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ANEXO II.- ECUACIONES DEL APOYO EXPERIMENTAL
PARA EL MODELO CONCEPTUAL DE ESTA MEMORIA

1.- Ecuacién 1.

%U =1 - ([*H] T / Manitol **C) x 100, ( Ec.1)

2.- Ecuacién 2.

J =-F x Cax (1-Ut0), (Ec. 2)
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ANEXO lll- TRATAMIENTO AVANZADO DEL CONTROL
METABOLICO MICHAELIANO®. Ejemplo de Ciclo Limite.
10 .

Y 1rt

=

o

-
T

x= Vi — k[l‘_‘.—‘, v

= vy~ ky =

Donde X es la concentracion de glucosa (fructosa-6-fosfato), e
Y es la concentracion de ATP.

- Vin, representa la constante (inflow) de glucosa.
- ki, representa la actividad de la fosfofructoquinasa.

- Ku, es la constante de Michaelis para la piruvato
quinasa (PK).

- v eslaratio estequiométrica.

% Moroz A. Chapter 3, Variational and the Optimal Control Models in Biokinetics.
p. 156-7.
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NAD®™ NADH NADH NAD~
vy Vo \ vg , \ vs
GICW FBP ——=XI TP LA_ BPG T Pyr L—A" EtOH
f NADH .r i
2 ATP-! 2 ADP - 2 ADP 2 ATP| §
'6
NAD™* Y
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ANEXO IV.- COMPOSICION PORCENTUAL MOLAR DE LOS
LIPIDOS EN MAMIFEROS

De: Van Meer G, de Kroon AIPM. Lipid map of the cell.

Journal of Cell Science. 2011; 124:5-8.

Composition of mammalian lipids

Glycerolipids
| PC, PE, PS, PI |

Polar

head G
group

oo Ql

\

65 mol%

Sphingolipids

. Sterols

[ Sphingomyelin | | Glycosphingolipids | ilChoIesteroll

10 mol%

25 mol%

181



MODELO DE TRANSPORTE POR CANALES DE ISOPOLARIDAD.

ANEXO V.- RELACION entre LA ENTROPIA [S] como una
FUNCION de VARIABLES EXTENSIVAS (=0L=)

TERMODINAMICAS (ENERGIA, VOLUMEN, AREA, CARGA
ELECTRICA, ..) y las DESVIACIONES del EQUILIBRIO

(FLUCTUACIONES)® : [ &= - Qi ]

58 : L 59 y
P T iS;
2\ 0ESE ),

§ = §,+ 22—
iéfiﬁ

% Cerca del Equilibrio las fluctuaciones son pequefias y se lineariza quedando S como la suma de Sg y

el segundo término +1/2 2 . Es la base de la termodinamica del no equilibrio en la region lineal,
desarrollada por Onsager y Prigogine.
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DIAGRAMA  ESTRUCTURAL-FUNCIONAL DEL MODELO
CONCEPTUAL PROPUESTO.-

DIAGRAMA del MODELO COMCEPTUAL de TRANSPORTE por CANALES de 1SOPLARIDAD/ISOENTROPICOS DE LIPIDOS ESTEROIDES (*TESTOSTEROMA)
1
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DIAGRAMA del MODELO CONCEPTUAL de TRANSPORTE por CANALES de ISOPOLARIDAD/ISOENTROPICOS DE LIPIDOS
[

'VARIACION DE POLARIDAD.
1

STEADY STATE DE ORDEN

ariowARY STATE
", -— AFINES
MEMBRANA - ASOCIARSE COMPONENTES
; — S ALTERAR LA ESTRUCTURADE LA MEMBAANA
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