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Abstract
For a few years, the study of the internal behaviour of the human body has led to investigate in depth the 
cell and all parts that form it. Many of these studies about cells have focused on a fundamental part: the cell 
membrane and the lipid bilayer which forms it. For this reason it is necessary to develop tools for the study 
of lipids that form the cell membrane. The liposomes are membrane models widely used for this purpose. 
Because of their size, the giant unilamellar vesicles (GUVs) are the most similar to cells.

GUVs, with their cellular mimetism, allow the study of the cell at different levels and in this case we 
will focus on the distribution of lipids in the bilayer membrane of the cell. Though the cell membrane is a 
fluid membrane and dynamic as a whole, in recent years, some specific areas called lipid rafts have been 
studied. Lipid rafts are membrane microdomains formed by cholesterol, sphyngomielin and saturated phos-
pholipids, those domains have a lower fluidity than the other portions of membrane. This fact, allow to 
differ between different domains in the membrane cells, on one side a fluid phase called liquid disordered 
phase (Ld) and another phase, much more rigid, called liquid ordered phase (Lo).

This works shows the framework of the uses of GUVs and different fluorescent probes, with prefer-
ence towards a phase or another, to study lipids as well as is proposed a method for obtaining GUVs and the 
observation of lipid rafts.
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Resumen
Desde hace años, el estudio del funcionamiento interno del cuerpo humano ha llevado a la investigación en 
profundidad de la célula y de todas las partes que la conforman. Muchos de estos estudios sobre la célula 
se han centrado en una parte fundamental: la membrana celular y la bicapa lipídica que la forma. Por esta 
razón, es necesario desarrollar herramientas que permitan el estudio de los lípidos que conforman la mem-
brana celular. Los liposomas son modelos de membrana ampliamente utilizados con este fin. Debido a su 
tamaño, los liposomas gigantes unilamelares (GUV) son los más parecidos a las células.

Los GUV, con su mimetismo celular, han permitido estudiar el comportamiento celular en distintos 
niveles, centrándonos en este caso en la distribución de los lípidos dentro de la bicapa celular. Aunque la 
membrana celular es fluida y dinámica en su conjunto, en los últimos años se han estudiado unas zonas par-
ticulares llamadas lipid rafts. Los lipid rafts son microdominios de membrana formados por la presencia 
de colesterol, esfingomielina y fosfolípidos saturados; estos dominios tienen una fluidez menor que el resto de 
membrana. Este hecho permite diferenciar una parte de la membrana más fluida, llamada fase líquida desor-
denada (Ld), y otra parte de la membrana, más ordenada y que se encuentra en forma de fase líquida orde-
nada (Lo). 

En este trabajo se presenta el marco de referencia sobre el uso de GUV y distintas sondas fluorescen-
tes, con preferencia por una fase u otra, para estudiar los lípidos, y asimismo se propone un método de 
obtención de GUV y la observación de los lipid rafts formados. 

Palabras clave: liposomas, GUV, lipid rafts, sondas fluorescentes.
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Resum 
Des de fa anys, l’estudi del funcionament intern del cos humà ha portat a la investigació en profunditat de la 
cèl·lula i de totes les parts que la conformen. Molts d’aquests estudis sobre la cèl·lula s’han centrat en una 
part fonamental: la membrana cel·lular i la bicapa lipídica que la forma. Per això, cal desenvolupar eines que 
permetin l’estudi dels lípids que conformen la membrana cel·lular. Els liposomes són models de membrana 
àmpliament utilitzats amb aquesta finalitat. A causa de la seva grandària, els liposomes gegants unilamel·lars 
(GUV) són els més semblants a les cèl·lules. 

Els GUV, amb el seu mimetisme cel·lular, han permès estudiar el comportament cel·lular en diferents 
nivells, centrant-nos en aquest cas en la distribució dels lípids dins de la bicapa cel·lular. Tot i que la membra-
na cel·lular és fluida i dinàmica en el seu conjunt, en els últims anys s’han estudiat unes zones particulars 
anomenades lipid rafts. Aquests són microdominis de membrana formats per la presència de colesterol, 
esfingomielina i fosfolípids saturats; aquests dominis tenen una fluïdesa menor que la resta de membrana. 
Aquest fet permet diferenciar una part de la membrana més fluïda, anomenada fase líquida desordenada 
(Ld), i una altra part de la membrana, més ordenada i que es troba en forma de fase líquida ordenada (Lo). 

En aquest treball es presenta el marc de referència sobre l’ús de GUV i diferents sondes fluorescents, 
amb preferència per una fase o una altra, per estudiar els lípids, i es proposa un mètode d’obtenció de GUV 
i l’observació dels lipid rafts formats.

Paraules clau: liposomes, GUV, lipid rafts, sondes fluorescents.

1. Introducció

1. 1. Membranes biològiques

Les membranes biològiques tenen un paper bàsic en l’estructura i la funció de les cèl·
lules. Les envolten i delimiten, creant així una barrera de permeabilitat selectiva. La seva 
estructura bàsica consta d’una bicapa lipídica, formada per fosfolípids, que actua com a 
suport, i en la qual s’insereixen nombroses molècules com a canals iònics, receptors quí-
mics, transportadors, bombes iòniques, enzims que generen segons missatgers, proteï-
nes de reconeixement i de connexió amb altres cèl·lules o proteïnes que serveixen de 
suport a elements del citoesquelet. 

L’últim model acceptat va ser descrit el 1972 per Jonathan Singer i Garth Nicolson, 
i defineix l’organització de la membrana plasmàtica com un mosaic fluid que conté diver-
ses proteïnes introduïdes en una matriu de fosfolípids, tal com mostra la Figura 1 (Singer 
i Nicolson, 1972).

Figura 1. Model de mosaic fluid de la membrana plasmàtica,  
vista esquemàtica en tres dimensions. Els cossos sòlids amb superfícies puntejades  

representen les proteïnes integrals globulars (Singer i Nicolson, 1972).
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Els lípids són un conjunt de molècules orgàniques compostes principalment de 
carboni i hidrogen i en menor proporció d’oxigen, encara que també poden tenir fòs-
for, sofre i nitrogen. Tenen com a característica principal ser insolubles a l’aigua i solu-
bles en dissolvents orgànics; cal tenir en compte que els lípids són biomolècules molt 
diverses.

Els principals lípids que formen part de les membranes biològiques són fosfolípids, 
glicoglicerolípids, esfingolípids i esterols. Els fosfolípids estan formats per una molècula 
de glicerol-3-fosfat amb dos àcids grassos esterificats al carboni C1 i C2. 

Els fosfolípids a la membrana formen una bicapa lipídica amb els caps polars diri-
gits cap a l’exterior i les cues hidrofòbiques a l’interior de la bicapa. La Figura 2 és una 
representació de l’estructura dels fosfolípids i la seva formació en la bicapa lipídica.

Figura 2. Estructura dels fosfolípids.

Els fosfolípids, com totes les molècules de caràcter amfifílic, poden classificar-se, 
segons la càrrega del seu cap polar, com a aniònics (cap polar carregat negativament), 
catiònics (cap polar carregat positivament), zwitteriònics (el cap polar pot tenir la càrrega 
negativa i la positiva depenent del medi) i no iònics (el cap polar no té càrrega).

A la membrana cel·lular trobem la presència de colesterol, que és un lípid però té 
una estructura molt diferent de la dels fosfolípids. És un esteroide format per la unió de 
quatre anells hidrocarbonats; a un extrem se li uneix una cua hidrocarbonada i a l’altre 
un grup hidroxil, com mostra la Figura 3.

Figura 3. Fórmula estructural del colesterol.

El descobriment en els darrers anys de zones més ordenades en la bicapa lipídica 
anomenats lipid rafts (Rietveld et al., 1998), o bases lipídiques en català, ha convertit la 
membrana cel·lular en quelcom més complicat que allò descrit per Singer i Nicolson 
(1972).
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1.2. Liposomes

Els liposomes són vesícules submicroscòpiques amb una cavitat central aquosa envolta-
da per una o més capes lipídiques que es troben separades per espais aquosos. Tenen 
una estructura de membrana similar a les biològiques, i per això s’utilitzen àmpliament 
com a models de membrana. No obstant això, també tenen aplicació, entre d’altres, com 
a sistemes de transport per a l’alliberació controlada de medicaments, en l’administració 
d’agents terapèutics i en teràpies contra el càncer (Rietveld et al., 1998).

Es pot dir que tenen grans perspectives de futur, perquè a la seva funcionalitat i 
versatilitat d’utilització se li ha d’afegir el fet que els seus components tenen una baixa 
toxicitat, no són irritants, són biodegradables i poden incorporar una gran varietat de 
fàrmacs, tant de naturalesa hidròfila (dins del seu interior aquós) com de naturalesa hi-
dròfoba (al mig de la membrana).

En el comportament dels liposomes hi influeixen diversos factors, com ara la com-
posició química, el nombre de làmines, la mida i el volum intern. És per això que cal uti-
litzar mètodes de preparació que produeixin liposomes ben definits.

Les propietats dels liposomes són la permeabilitat, la càrrega superficial, l’empa-
quetament i les transicions de la bicapa lipídica. Aquesta última intervé en la fluïdesa o 
mobilitat de la bicapa lipídica, i depèn de la temperatura.

La mobilitat de la bicapa lipídica es basa en les transicions de fase dels caps i de les 
cues dels fosfolípids, que són especialment útils per a la caracterització dels liposomes. 
Així, a baixes temperatures, els fosfolípids es troben en un estat gel cristal·lí, estructura 
gairebé rígida, en què la seva mobilitat és restringida. En augmentar la temperatura es 
produeix una pretransició de fase relacionada amb l’augment de la mobilitat rotacional 
dels caps lipídics i l’aparició d’ondulacions a la superfície dels liposomes. A una determi-
nada temperatura es produeix una transició en la mobilitat de les cues dels fosfolípids; 
el procés es mostra esquematitzat en la Figura 4. És una transició termotròpica en l’es-
tructura laminar de la bicapa cap a un estat líquid cristal·lí, en el qual la fluïdesa és major; 
es produeix un increment en la llibertat rotacional i en l’àrea per lípid de les cadenes 
d’àcids grassos de la bicapa. La temperatura de la transició de fase en la qual les cade-
nes d’àcids grassos es fonen es coneix com Tm. 

La formació de liposomes es produeix a una temperatura superior a la Tm dels lí-
pids que en formen part, és per això que la temperatura és un punt crític i molt impor-
tant. Aquesta temperatura depèn de les propietats fisicoquímiques de la bicapa i de la 
naturalesa del medi. 

Figura 4. Representació de la transició de la fase  
gel-cristal·lina a la fase líquid-cristal·lina.

1.2.1. Classificació dels sistemes liposòmics

Els liposomes poden ser classificats per la seva forma i mida. Poden estar constituïts per 
una simple bicapa o per múltiples bicapes concèntriques. Es poden definir:
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•	 Liposomes multilamel·lars grans (MLV). La seva mida sol ser major d’algunes 
micres. Cada liposoma està format per diverses làmines concèntriques de fosfo-
lípids en les quals el compartiment aquós està molt reduït. Es formen simple-
ment per la dispersió dels fosfolípids en un medi aquós.

•	 Liposomes unilamel·lars petits (SUV). Tenen un diàmetre comprès entre 25 i 
50 nm, segons la força iònica del medi i la composició de lípids de la membra-
na. Contenen una única bicapa, i normalment s’obtenen per sonicació dels 
MLV.

•	 Liposomes unilamel·lars grans (LUV). Són vesícules amb una única bicapa i pre-
senten un diàmetre d’entre 50 i 1000 nm. Un mètode d’obtenir-ne és per extru-
sió dels MLV.

•	 Liposomes unilamel·lars gegants (GUV). Són els liposomes descrits més recent-
ment (Hotani et al., 1999). Estan constituïts per una sola bicapa per vesícula i 
presenten un diàmetre major d’una micra; sol estar comprès entre 25 i 100 
micres. Poden ser visualitzats per un microscopi òptic, la qual cosa els fa molt 
útils per a l’estudi de la membrana cel·lular.

La Figura 5 és una representació dels diferents tipus de liposomes segons el dià-
metre.

Figura 5. Representació esquemàtica de la classificació  
dels liposomes segons el seu diàmetre. 

En un esforç d’entendre i expandir els coneixements dels processos biològics i 
bioquímics que porta a terme el cos humà, des de fa uns anys fins a l’actualitat ha cres-
cut l’interès i l’esforç en la creació i manipulació de cèl·lules artificials, i és en aquest 
punt on intervenen els GUV, per la seva gran similitud amb les membranes cel·lulars 
(Evans et al., 1990) i la possibilitat d’estudiar els dominis cel·lulars (Wesolowska et al., 
2009) 

2. Objectiu

El treball que es presenta té dos objectius principals: la revisió bibliogràfica dels lipid 
rafts i dels GUV per tal de definir el marc de referència, per un costat, i l’obtenció expe-
rimental de GUV per a la visualització de microdominis ordenats mitjançant la microscò-
pia confocal, per l’altre.
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3. Marc teòric

3.1. Aplicacions dels GUV

La principal característica dels GUV, que els han convertit en tema d’estudi, és la seva 
similitud a la cèl·lula; s’hi assemblen tant per la membrana, que és una bicapa lipídica, 
com per la seva mida i el seu interior aquós (Sandre et al., 1999; Holopainen et al., 2000). 
Aquesta similitud permet estudiar les propietats i l’estructura de la membrana, com per 
exemple la seva curvatura (Baumgart et al., 2003; Staneva et al., 2005). 

Poder veure els liposomes al microscopi i amb altres tècniques ha permès l’estudi 
dels mecanismes de formació cel·lular (Angelova et al., 1986; Inaoka et al., 2007); també 
és un model acceptat per a l’observació directa al microscopi d’interaccions de l’ADN amb 
membranes lipídiques (Angelova et al., 1999) i de les interaccions de proteïnes que no són 
de membrana, com la DNasa i RNasa, amb la membrana lipídica (Fischer et al., 2000).

El model cel·lular que ens aporten els GUV també permet observar les interaccions 
del citoesquelet amb la membrana cel·lular (Saitoh et al., 1988; Honda et al., 1999), la 
reconstitució de danys a la membrana cel·lular (Gözen et al., 2003), la incorporació de 
proteïnes de membrana (Kahya et al., 2001) i investigar diferents reaccions enzimàtiques 
(Jesorka et al., 2005).

Les seves aplicacions continuen creixent any rere any. Per exemple, els GUV també 
s’emprenen per investigar el mecanisme d’electroporació (Riske et al., 2005), la polime-
rització del DNA (Shonda et al., 2006), la síntesi de RNA (Fischer et al., 2002) i fins i tot 
fer estudis sobre la microcompartimentació (Long et al., 2005; Markstrom et al., 2007).

A part de tots aquests usos, és important la utilització d’aquests liposomes en re-
accions en cadena de la polimerasa (Oberholzer et al., 1995) i com a sistema d’alliberació 
de fàrmacs (Kono et al., 2001).

Finalment, cal destacar que els GUV, per la seva similitud amb la membrana cel·lular, 
són els sistemes d’elecció en l’observació dels diferents dominis de membrana marcats 
amb sondes fluorescents (Zhao et al., 2007; Morales et al., 2010; Betaneli et al., 2012).

3.2. Mètodes d’obtenció de GUV

Actualment, es poden diferenciar dos mètodes principals per a l’obtenció de GUV: un 
mètode basat en la rehidratació i l’altre en l’electroformació.

El primer mètode per a l’obtenció dels liposomes gegants va ser el descrit per Ree-
ves i Dowben l’any 1969 (Reeves et al., 1969). Aquesta metodologia està basada en la 
rehidratació, amb aigua destil·lada, d’una fina capa de fosfolípids. En la publicació, la me-
todologia està molt ben detallada, fet que permet una bona reproductibilitat. Com a 
punt crític del mètode es troba l’agitació de la solució; tal com els autors descriuen, «s’ha 
de vigilar de no distorsionar o agitar la solució» (Reeves et al., 1969), perquè si s’agita es 
formen liposomes multil·laminars, i llavors ja no hi pot haver conversió cap als GUV, atès 
que no és favorable energèticament (Gruner et al., 1985).

Com en la gran majoria de mètodes, i aquest no és una excepció, s’han publicat 
estudis posteriors afegint-hi característiques necessàries, tal com la necessitat que hi 
hagi un 10% de lípids carregats (Akashi et al., 1996) o si no, que hi hagi la presència de 
cations alcalins divalents al medi (Akashi et al., 1998) per a la correcta formació dels 
GUV. Aquest mètode també es pot utilitzar amb fosfatidilcolines zwitteriòniques (com el 
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DOPC) sempre que el film lipídic es formi juntament amb monosacàrids com la glucosa, 
la manosa o la fructosa (Akashi et al., 1996).

Bàsicament, el mètode de rehidratació per a la formació de GUV es basa en passos 
senzills però que tenen punts crítics, com per exemple la temperatura (Morales et al., 
2010; Betaneli et al., 2012). El primer pas d’aquest mètode és formar un film de lípids 
amb el rotavapor (Sánchez-Martín et al., 2011) o mitjançant nitrogen (Reeves et al.,1969). 
Un cop tots els dissolvents orgànics estan correctament evaporats i ja no hi queden tra-
ces de dissolvents orgànics, s’ha de rehidratar amb el tampó o bé amb aigua destil·lada, 
i es deixa durant un cert temps, un mínim de 24 hores, per sobre de la Tm.

L’altre mètode àmpliament reproduït és l’electroformació, descrit per primer cop 
per Angelova i Dimitrov l’any 1986 (Angelova et al., 1986). En aquest mètode s’utilitza un 
corrent elèctric estàtic (DC) i es fa passar per un vidre recobert d’òxid d’estany i indi (ITO, 
per les seves sigles en anglès). Posteriorment, l’any 1992, el mateix grup investigador va 
aplicar un canvi al mètode, i en lloc d’utilitzar corrent estàtic van emprar un corrent elèc-
tric alternat (AC) (Angelova et al., 1992); així es força les molècules a moure’s, i aquest 
fet ajuda que es formi la bicapa lipídica (Politano et al., 2010). 

El mètode d’electroformació (Angelova et al., 1986) també té limitacions, ja que 
els GUV no es formen si la mescla lipídica té una alta concentració de lípids carregats. 
Tampoc permeten l’encapsulació de molècules grans solubles en aigua, com els enzims 
(Okumura et al., 2007), i a més formen llargues i fines connexions amb els elèctrodes.

Tant la rehidratació com l’electroformació són mètodes acceptats per a la formació 
de GUV; són mètodes que es complementen l’un amb l’altre, i per això són molt compa-
rats entre ells. La Taula 1 mostra de forma esquematitzada la comparativa duta a terme 
per Rodríguez N (Rodríguez et al., 2005).

Tant el mètode de l’electroformació com el de la rehidratació han tingut diverses 
modificacions per tal de millorar-los o adaptar-los a les necessitats de la recerca plante-
jada. Un exemple és el mètode descrit per Moscho i el seu equip l’any 1996 (Moscho et 
al., 1996), en què modifiquen el mètode de rehidratació per disminuir el temps del pro-
cés. Així i tot, l’electroformació ha estat el mètode més escollit en els diferents estudis al 
llarg dels anys, però també ha patit diverses variacions (Kuribayashi et al., 2006; Okumu-
ra et al., 2011; Estes et al., 2005) i millores específiques, com exemple poder formar els 
GUV amb altes concentracions de sals (Yamashita et al., 2002).

Taula 1. Comparació entre els dos mètodes principals per obtenir GUV

Mètode de Reeves i Dowben33 Mètode d’Angelova et al.14

60% de vesícules defectuoses. 80% de vesícules sense defectes.
Menor control sobre els liposomes formats. Mida de les vesícules més controlades.

Mètode senzill i ús de material habitual  
en un laboratori.

Mètode més complex amb necessitat  
de material específic.

Material fàcil de netejar. Dificultat per netejar correctament la cambra 
on es formen els liposomes.

Cal esmentar que, complementant els dos mètodes principals per a la formació de 
GUV, existeixen altres mètodes, com per exemple fer sèries de congelació i escalfament 
(Oku et al., 1983), utilitzar films d’agarosa (Horger et al., 2009) o altres gels (Weinberger 
et al., 2013), i fins i tot emprar fonts de calor (Billerit et al., 2011), com ara la infraroja, 
per a la seva formació (Billerit et al., 2012).
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3.3. Lipid rafts

En estudis sobre l’extracció de lípids a partir de detergents no iònics es va observar que 
hi havia unes fraccions específiques de lípids que tenien resistència a aquests detergents 
(Brown et al., 1992; Brown et al., 1997). Aquest fet va portar a la hipòtesi de l’existència 
de microdominis d’esfingolípids (Rietveld et al., 1998; Simons et al., 1997) que es conei-
xen amb el nom de lipid rafts. 

Els lipid rafts s’han definit com microdominis de la membrana plasmàtica formats per 
fosfolípids, esfingomielina i colesterol que es troben situats a la part exterior de la membra-
na i connectats als fosfolípids i al colesterol per la part interna de la bicapa lipídica que for-
ma la membrana cel·lular (Simons et al., 2002). En aquests dominis es donen interaccions 
intermoleculars entre els diferents components, incloent-hi forces de Van der Waals, entre 
les cadenes llargues i saturades de l’esfingomielina i els esfingolípids i també ponts d’hidro-
gen (Simons et al., 1997), que juntament amb les interaccions amb el colesterol porten a 
pensar que totes aquestes interaccions són la raó de la seva resistència als detergents.

Tant el colesterol com la ceramida, que és la base de l’esfingomielina, se sintetitzen al 
reticle endoplasmàtic; seguidament els esfingolípids es formen a l’aparell de Golgi (Van 
Meer et al., 1989), que és on se sintetitzaran els raft (Brown et al., 1998). Tot seguit, els lipid 
rafts es mouen de l’aparell de Golgi cap a la membrana plasmàtica (Mukherjee et al., 2000).

Aquestes associacions que formen els lipid rafts a la membrana plasmàtica no eli-
minen per complet la seva fluïdesa, però són formacions més ordenades que es troben 
embolcallades dins de la membrana cel·lular. La disminució de fluïdesa que s’observa es 
deu a la cadena hidrocarbonada d’esfingosina que forma l’esfingomielina i a l’alta rigide-
sa del colesterol, que estan en contraposició amb la flexibilitat aportada per les insatura-
cions dels fosfolípids (Brown et al., 1998). 

Així, a les membranes biològiques podem trobar dos tipus diferents de fases lipídi-
ques. Una fase, denominada fase líquida desordenada (Ld), on les cadenes dels lípids 
estaran molt desordenades i per tant hi haurà un moviment de major fluïdesa. L’altra 
fase és la fase de líquid ordenat (Lo), on les cadenes lipídiques, per l’acció de l’esfingomi-
elina i el colesterol, estaran molt empaquetades i per tant la difusió de les molècules 
serà menor. La Figura 6 mostra aquest concepte de forma més visual.

Figura 6. Esquema d’un domini raft i la seva organització.
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En aquests dominis ordenats hi ha associacions estables entre esfingolípids i coles-
terol que intervenen en un elevat nombre de funcions (Mukherjee et al., 2000):

•	 Centres d’organització per a l’assemblatge de molècules de senyalització (Cinek 
et al., 1992). 

•	 Influeixen sobre la fluïdesa de la membrana (Mukherjee et al., 2000).
•	 Proteïnes de membrana (Mukherjee et al., 2000).
•	 Regulació de la neurotransmissió (Mukherjee et al., 2000).
•	 Tràfic de membrana (Simons et al., 1988).

El principal problema d’aquests dominis cel·lulars és que el colesterol és tòxic però 
a la vegada és necessari per mantenir els dominis raft junts. Si els nivells de colesterol a 
la cèl·lula no estan correctament controlats (Simons et al., 2000), això porta a un dese-
quilibri en la concentració de colesterol cel·lular que pot desencadenar una sèrie de ma-
lalties com l’Alzheimer, la malaltia de Parkinson, la hipertensió, l’aterosclerosi o l’asma 
(Simons et al., 2002). A més, s’ha vist que aquests microdominis permeten les infeccions 
d’alguns virus, com per exemple del virus de la influença (Scheiffele et al., 1999).

Tots aquests estudis i el descobriment dels lipid rafts han fet pensar que la mem-
brana plasmàtica no és tan fluida i dinàmica com en un primer terme es pensava (Singer 
i Nicolson, 1972), sinó que existeixen dominis de membrana (Mukherjee et al., 2004) 
que porten a una estructura de la membrana cel·lular més complexa. Tot i això, aquesta 
no pot ser una afirmació feta en ferm, ja que l’evidència de la presència dels lipid rafts en 
cèl·lules de membrana intactes és inconclusiva.

3.4. Observació dels lipid rafts

Actualment, els lipid rafts s’observen a través de mètodes microscòpics, però anterior-
ment, abans d’aquesta tècnica, s’utilitzaven mètodes indirectes, com per exemple la re-
sistència als detergents (Brown et al., 1992) o colocalització (Thomas et al.,1994).

Recentment s’utilitza microscòpia de fluorescència per a l’observació directa de la 
coexistència de diferents fases en les membranes dels GUV que contenen mescles de lí-
pids saturats, lípids insaturats i colesterol (Dietrich et al., 2001; Samsonov et al., 2001; 
Veatch et al., 2005). Aquest mètode té com a principal avantatge que es poden observar 
directament les membranes i que les diferents fases es poden estudiar amb un major 
control (Veathc et al., 2003).

Les tècniques per a l’observació dels lipid rafts han evolucionat de manera ràpida; 
actualment es poden utilitzar diferents tècniques per a l’observació de microdominis de 
lípids (Lagerholm et al., 2005), com per exemple imatges de microscòpia d’intensitat 
de fluorescència (Malinska et al., 2003) o a partir d’imatges de microscòpia de vida de 
fluorescència (Becker et al., 2003; Chen et al., 2004).

3.5. Sondes fluorescents

La identificació de diferents dominis en la membrana lipídica és possible gràcies a la pre-
ferència de fases (líquid ordenada o líquid desordenada) de determinades sondes fluo-
rescents (Klausnert et al., 1980; Loura et al., 2000).
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La majoria d’anàlegs fluorescents de lípids tenen una forta preferència cap a la fase 
líquida desordenada (Ld). Per contra, alguns hidrocarburs policíclics aromàtics fluores-
cents amb un anell pla en la seva estructura tenen preferència cap a la fase de líquid 
ordenat (Lo) (Baumgart et al., 2007), que és la fase rica en colesterol i esfingomielina. 
Combinar aquests marcadors fluorescents permet l’estudi dels lipid rafts.

Taula 2. Preferència de fase de diferents sondes per a una barreja lipídica de SM/DOPC/Chol

Sonda fluorescent Preferència de fase
Dil Cm:0 Ld
Dil C18:1 Ld
Fast DiO Ld

Bodipy PC Ld
DPPE Ld

NBD-Chol Ld
Naftopirè Lo

Terrilè Lo
Colestatrienol Lo

Perilè =
Rubicè =

DPH =

Tot i això, s’ha de vigilar, ja que un parell de sondes complementàries en una mescla 
lipídica pot ser totalment diferent en una altra mescla lipídica; per exemple, les sondes de 
cadenes saturades de dialquilindocarbocianines di-alquil-carbocianines (conegudes com 
a Dil Cm:0, on m és el nombre de carbonis), canvien el seu domini preferencial segons 
si al sistema hi ha esfingomielina o no (Baumgart et al., 2007). La Taula 2 exposa diferents 
sondes i la seva preferència de fase segons els estudis duts a terme per Baumgart T. 

4. Part experimental

4.1. Materials

4.1.1. Instrumentació

•	 Balança Sartorius Analytic B-310S de precisió de 10–4 o 10–5 grams.
•	 Balança electrònica de precisió Precisa 40 SM-200A.
•	 Agitador mecànic model AT-1 (de SBS Instruments, SA).
•	 Bany d’ultrasons model TRANSSONIC DIGITALS (Laboratori Elma).
•	 Sistema Mili-Q plus de Millipore (resistivitat de 18 MΩ-9).
•	 Micropipetes Gilson de 20, 200 i 1000 μl.
•	 Nevera Liebherr model tròpic a 4 °C ± 2.
•	 Congelador Liebherr Premium a –28 °C ± 2.
•	 Rotavapor R-210 (Buchi Laboratory Equipment).
•	 Bany Maria Univeba.
•	 Portaobjectes de microscopi (± 26 x 76 mm) d’O. Kindler GmbH.
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•	 Cobreobjectes de vidre (20 x 20 mm) Deltalab.
•	 Microscopi confocal espectral Leica TCS-SPE.

S’ha utilitzat Agarosa del tipus IX-A de punt de fusió ultrabaix de Sigma-Aldrich i 
greix de segellat Apiezon del tipus N.

4.1.2. Dissolvents i reactius

Els dissolvents i reactius utilitzats han estat: cloroform (Cl3CH) i metanol (MeOH), amb-
dós de la marca Merck. Altres dissolvents que s’han utilitzat han estat etanol (Alcohols 
Montplet, SL) i aigua bidestil·lada. 

4.1.3. Lípids

Els lípids d’Avanti Polar Lipids (Alabaster, Al.USA) utilitzats han estat:

•	 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) PM= 677,95 g/mol.
•	 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (DMPG) PM= 689,01 g/mol.
•	 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DOPC) PM = 786,20 g/mol.
•	 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (DOPS) PM = 810,03 g/mol.

Els que s’han obtingut de Sigma-Aldrich han estat:

•	 N-acil-4-esfingenil-1-O-fosforilcolina (esfingomielina del rovell d’ou de gallina 
[eSM]) PM= 731,08 g/mol.

•	 3β-hidroxi-5-coleste (colesterol) PM = 386,65 g/mol.

4.1.4. Barreges lipídiques

•	 DMPC/DMPG (9:1)
•	 DOPC/DOPS /SM /Chol (3:2:2,5:2,5)

4.1.5. Sondes fluorescents

•	 Rodamina (Rho) de Sigma-Aldrich. 
•	 1,1’-Didodecyl-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina perclorat (Dil C12 [3]) de 

Life Technologies. 

4.2. Obtenció de GUV

El mètode principal que es va seguir va ser el descrit per Sánchez-Martín (Sánchez-Mar-
tín et al., 2011) que principalment és una modificació del mètode de la rehidratació 
(Reeves et al., 1969) per a l’obtenció de GUV. 
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En primer lloc, es van preparar dues dissolucions, lípid 10 mM en cloroform i glu-
cosa 20mM en metanol. Es van introduir 50 µl de lípid, 250 µl de glucosa i 0,6% molar de 
rodamina-PE en un flascó, i la mescla es va evaporar al rotavapor per formar un film 
homogeni. Seguidament, es va assecar sota vapor de nitrogen durant una hora. Un cop 
la pel·lícula lipídica va estar completament seca, es va rehidratar amb 2 ml d’aigua destil·lada 
i es va deixar a 40 °C durant 24 h per a la formació de GUV.

Per a l’observació de lipid rafts es va seguir el mateix procediment, però amb unes 
petites modificacions. Per una banda, es van utilitzar els lípids en una concentració infe-
rior (5 mM), es va utilitzar DilC12 (3) per a la seva observació (atracció per les zones de 
Ld) (Baumgart et al., 2007), i finalment el medi líquid es va fixar al portaobjectes fent la 
gelidificació d’una solució d’agarosa (2%) en aigua. La barreja utilitzada va ser la següent:

•	 50% d’una barreja 3:2 de DOPC/DOPS.
•	 0,25% d’esfingomielina.
•	 0,25% de colesterol.

5. Resultats

Seguint la metodologia descrita, es van obtenir liposomes de DMPC i DMPC:DMPG d’una 
mida considerablement gran (Figura 7 A i 7 B), la majoria d’aproximadament 10 µm de 
diàmetre, encara que també se’n van formar alguns de més grans (Figura 8).

Figura 7. Imatge en 3D d’un grup de GUV de DMPC: A i d’un GUV aïllat.

	 Figura 8. Visió general de l’observació
 de GUV de DMPC al microscopi confocal.
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La presència de lipid rafts es pot apercebre en la Figura 9. On es presenten imatges 
de GUV formades per DOPC/DOPS/SM/Chol (30/20/25/25) es poden advertir zones fos-
ques, on la sonda DilC12 (3) no dóna senyal de fluorescència. Són zones que correspo-
nen a líquid ordenat; estan senyalades amb una fletxa sobre la Figura 9.

Figura 9. Imatges d’un pla de diferents liposomes de DOPC/DOPS/SM/Chol (30, 20, 25, 25).  
Les zones sense marcar estan assenyalades, són les zones Lo. a) La barra d’escala és de 10 µm.  

b) La barra d’escala és de 5 µm.

Nota: Totes les imatges mostrades en aquest apartat han estat obtingudes pel microscopi  
confocal Leica TCS-SPe situat a la Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona.  

Un cop obtingudes, les imatges han estat visualitzades amb el programa de processament  
d’imatges digital de domini públic anomenat Fiji. 

6. Conclusions

L’establiment del marc de referència ha permès constatar la utilitat dels GUV com a mo-
dels de membrana per estudiar l’organització de la membrana cel·lular, ja que permeten 
visualitzar el comportament dels lípids que la conformen. S’ha constatat l’existència de 
diferents dominis en la membrana cel·lular, anomenats lípid rafts. Mitjançant la micros-
còpia de fluorescència s’ha evidenciat la seva forma i mida, així com la complexitat de 
l’emplaçament dels lípids que els conformen a la bicapa lipídica. 

El mètode de rehidratació suau per obtenir GUV és un mètode eficaç i senzill, però 
cal el control precís de diferents factors, com la temperatura i el temps de rehidratació. 

Experimentalment, s’ha proposat un mètode de rehidratació per a l’obtenció de 
GUV i la seva posterior observació al microscopi de fluorescència. Ha resultat òptim per 
a composicions de la membrana amb fosfolípids saturats a més del colesterol i l’esfingo-
mielina, mentre que cal seguir optimitzant el procediment, en el cas que els fosfolípids 
siguin insaturats, ja que s’ha observat que les vesícules més grans n’encapsulen d’altres 
de més petites. 
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