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Abstract

Lipid rafts are cholesterol-rich membrane domains which, having a different fluidity from lipids that surround
them, regulate numerous membrane functions in eukaryotic cells. In recent years, rafts have been extensively
studied because of the great interest the scientific community places on them. One of the reasons for such inter-
est is their direct involvement in various diseases such as viral infection and, more specifically, in viral entry and
the membrane fusion process whereby the virus in enveloped within the host’s cell membrane. This paper pre-
sents a study of what these lipid domains are, their structure, and in what sense they are involved in viral infec-
tion, taking HIV-1 as a model. The paper also includes an examination of the membrane models used to mimic
and study these lipid domains, and a thermodynamic study of mixtures of different lipid composition (in order to
obtain the proportions for the formation of lipid rafts in a single layer model, obtaining stable monolayers).
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Resumen

Los dominios lipidicos o lipid rafts son dominios de membrana ricos en colesterol, con una fluidez distinta a la
de los lipidos que los envuelven, que acttan regulando distintas actividades de la propia membrana de las
células eucariotas. Durante los ultimos afios han sido motivo de estudio debido al interés que suscitan. Una de
las razones de este interés es su implicacion directa en distintas enfermedades, como las infecciones viricas y,
mas concretamente, en el proceso de fusion de los virus con membrana. En este trabajo se estudia su estruc-
tura y el mecanismo de participacidn en estos procesos infecciosos, tomando el VIH-1 como modelo. También
se han investigado los modelos de membrana que se usan para mimetizar y analizar estos dominios, y se ha
realizado un estudio termodinamico de mezclas de diferente composicion lipidica para obtener las proporcio-
nes para la formacién de lipid rafts en un modelo de monocapa, obteniéndose monocapas estables.

Palabras clave: dominios lipidicos, enfermedades viricas, VIH-1.

Resum

Els dominis lipidics o lipid rafts son dominis de membrana rics en colesterol, amb una fluidesa diferent als
lipids que els envolten, que actuen regulant diferents activitats de la propia membrana de les cellules euca-
riotes. Els Ultims anys han estat motiu d’estudi atés I'interés que susciten. Una de les raons d’aquest interés
és la implicacid directa que tenen amb diferents malalties, com les infeccions viriques, i, més concretament,
en el procés de fusid dels virus amb membrana. En aquest treball s’ha volgut estudiar quina és la seva es-
tructura i com participen en aquests processos infecciosos adoptant el VIH-1 com a model. També s’han
volgut estudiar els models de membrana que es fan servir per a mimetitzar i estudiar aquests dominis i s’ha
fet un estudi termodinamic de mescles de diferent composicié lipidica per aconseguir les proporcions per
a la formacié de lipid rafts en un model de monocapa, que ha permes obtenir monocapes estables.

Paraules clau: dominis lipidics, malalties viriques, VIH-1.
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1. Introduccié

Als anys noranta, Simons i Brown (Brown i London, 1997) demostraren que les membra-
nes cellulars no estaven formades per capes homogenies de fosfolipids que contenien
diverses proteines inserides, tal com s’havia proposat en el model del mosaic fluid (Sin-
geriNicolson, 1972). El descobriment dels lipid rafts ha suposat un aveng en la compren-
sié de la composicié i la funcié de la membrana. Aquest fet ha precipitat I'inici de molts
estudis, els uns dirigits a la cerca de tecniques que en permetin I'estudi i els altres a de-
terminar la funcié dels propis dominis lipidics. En aquest sentit, s’"han observat funcions
de senyalitzacid, adhesid i trafic de membrana (Lingwood i Simons, 2010).

L'estudi dels dominis ha contribuit a I'actual comprensié de moltes malalties, en
veure’s que els dominis lipidics i les proteines que s’hi troben sén dianes de malalties tals
com I'Alzheimer, el Parkinson o I'asma, entre d’altres respostes al-lergiques, aixi com d’in-
feccions bacterianes o viriques (Simons i Ehehalt, 2002; Campbell et al., 2001; Ono i
Freed, 2001; Hawkes i Mak, 2006). Aquest treball se centra en la comprensio de la impli-
cacio dels lipid rafts en el procés de fusid dels virus amb embolcall, més especificament
en els retrovirus, agafant el VIH com a model, i en I'estudi d’aquests dominis. Aixi mateix,
es presenten els resultats obtinguts en un estudi experimental de mescles de diferent
composicio lipidica per tal d’obtenir les proporcions per a la formacioé de lipid rafts ter-
modinamicament estables.

2. Membranes biologiques

Les membranes biologiques sén superficies primes i flexibles que separen les cél-lules, i
alguns dels organuls que hi sén continguts, del seu medi. Tenen un paper fonamental en
I'estructura i la funcié de les cél-lules, embolcallant-les per tal de delimitar-les i, al mateix
temps, esdevenint una barrera de permeabilitat selectiva.

Lany 1925, Gorter (Gorter i Grendel, 1925) va proposar que es disposaven en una
doble capa lipidica, en contemplar que I'area per molécula dels lipids extrets d’un globus
vermell era el doble que l'area de la propia céllula. El primer model de membrana,
perd que incloia proteines, va ser formulat I'lany 1935 per Danielli (Danielli i Davson,
1935), que va proposar que hi havia proteines unides intimament als caps polars dels li-
pids de la membrana. Amb el temps, es va anar veient que la doble capa lipidica consti-
tuia una estructura de suport per a un gran nombre d’elements, que poden ser des de
proteines complexes fins a molécules més simples. Aquestes proteines poden tenir fun-
cions molt diverses, des de canals i bombes ioniques fins a marcadors cellulars, recep-
tors quimics, enzims generadors de missatgers secundaris o proteines d’unié a altres
céllules o estructures, entre d’altres. El 1972 es va acceptar el model proposat per Jonat-
han Singer i Garth Nicolson (Singer i Nicolson, 1972), en el qual es descrivia I'estructura
de les membranes plasmatiques com un mosaic fluid que conté diverses proteines inse-
rides a una matriu homogeénia de fosfolipids. Amb el temps, ha esdevingut el model
tradicional de la membrana cellular. Al llarg de les dues darreres décades s’ha redefinit
el model com a resultat d’estudis fisicoquimics dels lipids de membrana (Brown, 1998).
Per exemple, en un inici es considerava que el colesterol es distribuia de manera homo-
geénia i que la seva funcié era la d’homogeneitzar la membrana minimitzant les diferen-
cies entre els estats fluid i gel dels GPL (glucofosfolipids). D'altra banda, posteriorment es
va veure |'existéncia de dominis rics i pobres en colesterol (Brown i London, 2000).
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Figura 1. Esquema del model mosaic fluid per a les membranes biologiques
proposat per Singer i Nicholson el 1972.

Lany 1997, Simons i Brown (Simons i lkonen, 1997; Brown i London, 1997) van de-
mostrar que les membranes biologiques no formen capes homogenies de lipids, tal com
havia proposat Singer. Al contrari, van proposar que les membranes lipidiques es trobaven
organitzades en microdominis independents anomenats lipid rafts. Aquests lipid rafts pre-
sentaven una composicié especifica i un dinamisme molecular diferents dels de la resta de
lipids del voltant. Per aix0, la membrana biologica es descriu millor com un mosaic de do-
minis lipidics que com un mosaic fluid tal com es descrivia en el model tradicional.

2.1. Dominis lipidics o lipid rafts

La membrana cellular presenta una mescla complexa de lipids i proteines que permeten
satisfer els requeriments cellulars. A mesura que s’estudiava la distribucio dels lipids a
les membranes, es va observar que aquestes no sempre presentaven una distribucié
homogeénia (Van Meer, 1989). Per a coordinar les funcions de la membrana, aquesta pot
segregar lateralment els seus constituents. De fet, es considera que els lipids s’organit-
zen en la dimensid lateral i presenten un major ordre, a curta i a llarga distancia, del que
es creia inicialment (Kusumi i Sako, 1996). Aixo s’explica gracies a la immiscibilitat dina-
mica liquid-liquid i recau en el concepte de la subcompartimentacié de la membrana en
dominis dinamics.

Aquests dominis sdn coneguts com a dominis lipidics o lipid rafts i sorgeixen per la
preferéncia que presenten els esfingolipids i el colesterol per agrupar-se. Presenten en-
llacos que fluctuen a nivell de nanoescala entre esfingolipids, colesterol i proteines. Aixo
implica que, tot i tractar-se de dominis fluids i dinamics, es troben més ordenats que no
pas la bicapa que els envolta. Aquests enllagos poden estabilitzar-se per a establir plata-
formes que funcionin en la senyalitzacid, I'adhesié i el trafic de membrana (Simons i To-
omre, 2000; Simons i Gerl, 2010; Simons i Sampaio, 2011). Aixi doncs, els esfingolipids i
el colesterol formen dominis estables pel procés conegut com a activacié dels lipid rafts,
i posteriorment, un cop han realitzat la seva funcid, es desfan. Es a dir, sén estables men-
tre estan activats i fan la seva funcio.
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Per a entendre I'organitzacié que adopten els lipids de la membrana i el perque de
la seva compartimentacié en dominis, cal estudiar primerament I'estructura d’aquests
lipids i el que comporta. Com es pot veure a la figura 2 (Fantini et al., 2002), els glicero-
fosfolipids (GPL), com la fosfatidilcolina, acostumen a presentar un o més dobles enlla-
cos, generalment en forma cis, fet que impedeix que estableixi determinades interaccions
entre les cadenes. Aix0 es tradueix en la formacid, a temperatura fisiologica, d’una fase
en un estat poc ordenat, conegut com a estat fluid o liquid desordenat (Ld). D’altra ban-
da, els esfingolipids, com I'esfingomielina o els GSLs (glucoesfingolipids), acostumen a
presentar cadenes saturades (sense dobles enllacos).

Figura 2. Estructura d’un GPL, Figura 3. Estructura
la fosfatidilcolina, de l'esfingomielina
amb un doble enllag entre i un glucoesfingolipid
els carbonis 9 10 en cis amb un doble enllag en trans
(Fantini et al., 2002) (Fantini et al., 2002).

En cas de presentar-ne algun, aquest és en trans i entre els carbonis 4 i 5, fet que
implica que adopti una estructura molt diferent del cas anterior (figura 3: Fantini et al.,
2002. Aquesta estructura els permet establir enllagos de van der Waals, que es traduei-
xen en un estat molt més ordenat que el cas anterior, conegut com a tipus gel o solid
ordenat (So), a temperatura fisiologica, i una temperatura de transicid (Tm) més alta que
no pas els GPL.

La diferéncia en la capacitat d’agrupar-se dels esfingolipids i els GPL es tradueix en
la formaci6 de fases diferenciades en la membrana. Els GPL purs, a temperatures per
sota del seu Tm, es troben en I'estat tipus gel. Quan la temperatura supera aquest para-
metre, passen a l'estat tipus desordenat. D’altra banda, la preséncia de colesterol con-
densa aquests GPL i genera una fase homogénia amb propietats intermédies entre gel i
liquid desordenat, i és en aquest fet que es basava el model del mosaic fluid. D’altra
banda, a temperatura fisiologica, els esfingolipids es troben en un estat d’ordenacio ti-
pus gel caracteritzat per un major empaquetament i per rigidesa de les cadenes de car-
boni en el cas dels GPL. La presencia de colesterol, que té preferencia per unir-se a l'es-
fingomielina, afavoreix la separacido de totes dues fases i genera un estat intermedi
conegut com a liquid ordenat (Lo) (Brown i London, 2000). En aquesta fase, les cadenes
dels grups acil es trobaran molt empaquetades (Fantini et al., 2002) i, alhora, presenta-
ran una major mobilitat gracies al fet que entre les cadenes d’esfingolipids s’intercalaran
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molécules de colesterol, tal com es mostra a la figura 4 (Eeman i Deleu, 2010). Aquesta
és la disposicio que presentarien els dominis lipidics. També s’ha proposat que el coles-
terol es disposaria entre els dominis dels esfingolipids i els GPL i que establiria una transicid
energetica favorable entre les diferents fases (Rietveld i Simons, 1998).

Figura 4. Representacio de les fases gel:
liquid desordenat (L) i liquid ordenat (Lo)
(Eeman i Deleu, 2010).

Com ja s’ha esmentat, a més de lipids, en els lipid rafts també hi trobem proteines.
De fet, en la membrana cellular podem diferenciar, en aquest sentit, tres tipus de pro-
teines: aquelles que trobem principalment associades a un domini lipidic, les que estan
en la fase lipidica desordenada i les que alternen totes dues regions. Aquestes ultimes
presenten una afinitat més debil que les primeres i sera només per la unié d’'un determi-
nat lligand que se n’afavorira la unid al domini. Aixo s’explica perque s’activa un canvi
conformacional de la proteina i/o esdevé oligomeritzada. Aquesta oligomeritzacié incre-
menta l'afinitat de la proteina pel lipid rafts. Tanmateix, si aquesta proteina perdés l'oli-
gosacarid, perdria l'afinitat pel domini. Aixo vol dir que I'entrada i la sortida de la protei-
na al domini (amb la seva consegiient funcionalitzacid) pot estar estretament regulada
(Harder et al., 1998; Zacharias et al., 2002).

Tant els esfingolipids com el colesterol atrauen les proteines dels lipid rafts durant
el procés d’activacid, alhora que les proteines poden organitzar especificament la distri-
bucio dels lipids. Aixo vol dir que tots dos fets es combinen en la formacié dels dominis.
lipids de membrana que anira destinada a funcionalitzar, enfocar i coordinar la bioactivi-
tat dels constituents de la membrana (Simons i Ikonen, 1997; Lingwood i Simons, 2010).
Val a dir que no sera indispensable la preséncia de les proteines dels lipid rafts per a la
formacioé dels dominis, pero que la seva preséncia en condicionara la funcid. Aquestes
poden ser proteines unides a un GPI (glicosilfosfatidilinositol), proteines transmembrana
(Skibbens et al., 1989; Sargiacomo et al., 1993; Danielsen i Van Deurs, 1995) i tirosina-
cinases doblement acilades de la familia Src (Casey, 1995), entre d’altres.
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2.2. Estructura dels lipid rafts

S’han proposat diversos models d’organitzacio dels lipid rafts, perd ens centrarem en el
model descrit per Simons (Simons i Ikonen, 1997). Proposa que uns esfingolipids s’asso-
cien a uns altres mitjancant interaccions febles entre els caps carbohidrats dels glicoes-
fingolipids (figura 5). Aquests caps son forga voluminosos i estan units a cadenes llargues
d’acids grassos. L'estructura resultant comporta la presencia d’espais hidrofobics que
seran ocupats per molécules de colesterol. Aquests cimuls de colesterol i esfingolipids
gue es formen a la cara exoplasmica de la membrana plasmatica actuen com a juntes o
unitats. A més, trobem que les zones de fluids que hi intervenen estan ocupades per
fosfatidilcolines insaturades.

Si es parla de I'estructura, no es pot deixar de fer referencia a les dimensions del
domini. Mitjangcant microscopia de forca fotonica es va poder determinar el domini en
les membranes de fibroblasts com unions d’'uns 50 nm, cosa que representa una super-
ficie coberta per uns 3.000 esfingolipids (Pralle et al., 2000). Aixo explica que no es po-
guessin veure amb microscopia optica. En aquest sentit, es va proposar que els lipid rafts
serien sintetitzats a nivell del Golgi i del RE (Van Meer, 1989; Brown i London, 1998) i
enviats a la membrana, on es trobarien dispersos (Mukherjee i Maxfield, 2000). El que
s’envia serien dominis individuals de mida petita (50 nm). Quan s’activen, els dominis s’agru-
pen i les proteines funcionalment associades poden interactuar. Aquesta mida petita
dels dominis individuals resultaria fonamental per a mantenir l'estat off. Quan es déna
I'activacié és quan tenim la unié dels dominis dispersos i la formacié de dominis més
grans que, amb I'ajut de les proteines dels dominis lipidics, realitzaran la funcié de senya-
litzacio (Harder et al., 1998).

Figura 5. Representacié de |'estructura d’un lipid raft. Chol: colesterol,
GP: Glucoproteina, GSL: glucoesfingolipid, PC: fosfatilcolina, SM: esfingomielina,
PI: fosfatidil inositol, PS: fosfatidil serina, PE: fosfatidiletanolamina.

Finalment, si parlem de l'estructura, cal esmentar la forma caveolar que poden
adoptar els dominis. Les cavéoles (Kurzchalia i Partan, 1999) sén petites invaginacions
(figura 6) a la membrana cellular que es poden trobar en molts tipus diversos de cellules
i que esdevenen plataformes per a proteines i lipids per a dur a terme processos d’inte-
raccio i transmissié de senyals. El que es creu és que la cavéola es forma com a conse-
glieéncia de I'agrupacio dels lipid rafts. Aixo explica que, per a formar les caveoles, siguin
necessaries unes proteines anomenades caveolines (n’hi ha tres tipus diferents) que sén
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proteines associades als dominis lipidics. Estudis recents proposen que aquestes cavéo-
les tindrien un paper clau en el procés d’endocitosi de diversos virus (Pelkmans i Hele-
nius, 2002; Pelkmans, 2005; Pike, 2006).

Figura 6. Representacio de I'estructura d’un lipid raft en una caveola.
Les caveolines provoquen una invaginacid en el domini lipidic.

3. Virus, una entitat menor a la cellula

Els virus (Willey et al., 2008) sdn entitats infeccioses que es caracteritzen per tres aspec-
tes fonamentals: son simples, acellulars i requereixen emprar estructures de I’"hoste que
infecten per a poder reproduir-se, ja que no sén capaces de sintetitzar totes les estruc-
tures que necessiten emprar. Aquests tres punts son critics en la seva diferenciacié de les
céllules (cal recordar que una cellula és la unitat basica, de menor mida, que es pot
considerar viva), junt amb el fet que els virus poden contenir DNA o RNA, pero no tots
dos alhora.

Una particula virica completa o virié esta formada per una o més molécules de
DNA o RNA tancades en una estructura proteica. A més, també pot presentar altres ca-
pes més complexes formades per carbohidrats, lipids i proteines. Aquesta estructura
només existeix quan el virus es troba a nivell extracellular. Tanmateix, mentre es trobi
fora de la céllula presentara pocs enzims, o cap, fet que comportara que no es pugui
replicar.

Quan el virus entra dins la cel-lula, existeix fonamentalment com a acid nucleic re-
plicatiu, ja que es desprén de la coberta proteica. En aquesta fase, el virus emprara diver-
ses estructures de la cellula hoste per a multiplicar el material genetic i els components
del virié. Finalment, després de I'assemblatge, s’alliberaria al medi extracellular la parti-
cula completa o virid.

3.1. Estructura dels virus

La mida d’un virus oscil-la entre els 10 i els 400 nm i pot presentar dues estructures fona-
mentals que ajuden a la seva classificacid. Primer de tot, el material geneétic, que pot ser
de DNA o RNA i de cadena simple o doble. En segon lloc, la capsida. Es tracta d’una estruc-
tura proteica que conté i protegeix el material genétic alhora que ajuda en la transferéncia
del material genetic a I'hoste infectat. Aquesta capsida esta formada per subunitats ano-
menades protomers. En funcié de la simetria que adopti, podrem classificar els virus en
helicoidals, icosaédrics o complexos. Si bé durant molt de temps es va creure que no
tenien enzims, s’ha descobert que alguns virus en poden presentar. Si en presenten, gene-
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ralment es trobaran associats a la capsida i estaran molt implicats en el procés de replicacié
del material genetic. Aixo vol dir que, tot i que no es poden replicar pel seu compte, poden
presentar determinats enzims indispensables per a completar la replicacio. Un exemple el
trobem en el virus de la grip, que presenta una RNA polimerasa dependent de RNA.

Un altre aspecte que permet classificar els virus és la presencia o absencia d’em-
bolcall. Es tracta d’'una capa lipidica externa a la nucleocapsida. Normalment, es forma a
partir de les membranes cellulars o nuclears de I’hoste, tot i que les proteines de I'em-
bolcall estan codificades per gens virics. Aquestes proteines poden trobar-se projectades
cap a fora, com si fossin espicules. Com que cada virus en té de diferents, poden em-
prar-se per a identificar-los. Aquestes glicoproteines de I'embolcall solen estar implica-
des en el procés d’adhesid a la cellula hoste.

3.2. Reproduccio virica

El procés de reproduccio que segueixen els virus no és Unic; varia considerablement en
funcid de la seva estructura i del genoma que presenti. De totes maneres, hi ha uns as-
pectes generals que tots comparteixen.

Primer de tot, cal que tant el virus com la céllula hoste es trobin, fet que es déna a
I'atzar per collisié. Sila cél-lula resulta ser un hoste potencial, el virus s’hi adherira i podra
prosseguir el procés infectiu. Ladsorcio estara regulada per la interaccié entre els recep-
tors de membrana de la cellula hoste i les molécules superficials del virié (una proteina
estructural de la capsida o un conjunt de proteines, una glicoproteina de I'embolcall o
altres estructures, com sén les fibres). S’ha observat que els receptors d’alguns virus amb
embolcall es concentren, precisament, en els lipid raft, fet que ens porta a entendre que
podrien estar implicats en el procés d’adsorcié i penetracio.

Un cop s’ha donat el procés d’adsorcio, el virus trigara poc temps a penetrar dins
la céllula, procés acompanyat de la descapsidacié. Un cop dins, s’inicia I'expressié dels
gens codificats en el genoma viric. Seguidament es replica el genoma viric i se sintetitzen
les proteines viriques. Finalment, mitjancant un procés d’autoassemblatge de les protei-
nes de la capsida i el material genetic, es formen els nous virions, que surten de la cél-lula
per lisi o gemmacio.

Els mecanismes de penetracid dels virus son caracteristics i variats, ja que depenen
de l'estructura i del genoma, tal com ja s’ha comentat. De manera general, se n’han po-
gut diferenciar dos grups: els que penetren per fusié de la membrana virica amb la mem-
brana plasmatica de I’hoste i els que penetren per endocitosi. Aquest treball se centrara
en el primer cas.

El procés de fusio de la coberta virica amb la membrana requereix la preséncia de
glicoproteines especifiques de la coberta, anomenades proteines de fusid. Es tracta
d’unes seqliencies d’uns vint aminoacids que s’uniran a proteines de la membrana plas-
matica. Després de la unid, es produeix la reorganitzacié dels lipids de la membrana, la
fusio de les meitats adjacents de les membranes en contacte i la formacié de porus de fu-
sié proteics. Finalment, la nucleocapsida penetra en el citoplasma, on s’inicia la trans-
cripcié de I'RNA, estant aquest encara dins la capsida, per part de la polimerasa virica
associada a la nucleocapsida. Les proteines de la membrana de I'hoste que s’uneixen al
péptid fusié també es troben associades als lipid rafts (Ono i Freed, 2005; Waheed i
Freed, 2010). En aquest sentit, s’ha estudiat I'entrada dels virus amb embolcall associada
a aquests dominis lipidics. Entre ells podem destacar els virus de I'Ebola (Bavari et al.,
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2002; Freitas et al., 2011; Hunt et al., 2011), del dengue (Lee et al., 2005; Reyes-Del Valle
et al., 2005; Lee et al., 2008; Puerta-Guardo et al., 2010), de I'hepatitis C (Kapadia et al.,
2007; Voisset et al., 2008), de I'herpes simple huma (HSV-1) (Bender et al., 2003; Gianni et
al., 2010), de lainfluenca (Cleverley et al., 1997; Sieczkarski i Whittaker, 2002; Takeda et al.,
2003; Lakadamyali et al., 2004) o de la immunodeficiencia humana (VIH-1) (Mafies et
al., 2000; Campbell et al., 2001; Liao et al., 2003; Huarte et al., 2008; Carter et al., 2009).

4. Interaccio dels virus amb embolcall amb les membranes cel-lulars

Perqueé es doni I'entrada dels virus amb embolcall a I'interior de la céllula hoste és in-
dispensable la fusié de les membranes de tots dos subjectes, fet en el qual es veuen
implicats els dominis lipidics o lipid rafts. Tanmateix, perqué aquest procés es doni, cal
un primer reconeixement per part de les proteines de fusid. S’han realitzat diversos es-
tudis per a estudiar els mecanismes pels quals aixd es déna i s’han pogut diferenciar
dues vies majoritaries.

Per un costat, tenim I'endocitosi de la particula virica i la posterior fusié de I'embol-
call amb la membrana de 'endosoma (White, 1992). El procés es déna a pH baix perqué
I'interior de 'endosoma, on es troba la particula virica, presenta un pH acid. Primera-
ment, aquesta via d’entrada va ser demostrada per Helenius (White et al., 1983) i els seus
collaboradors mitjangant microscopia electronica i estudis bioquimics. Posteriorment,
es va confirmar la necessitat d’un pH baix per al procés de fusié (White, 1992) mitjangant
I’'Gs d’agents de coneguda capacitat per a augmentar el pH dels endosomes. Aquests van
aconseguir bloquejar el procés de fusié de membranes. Aquesta via és seguida per virus
com els de la influenga o els de la somatitis vesicular (VSV). Els virus que penetren a la
cellula mitjancant aquest procés presenten mecanismes de fusido de membranes no de-
pendents de mecanismes cel-lulars (Martin i Helenius, 1991; Reda et al., 1995; Blument-
hal et al., 1987). Es a dir, no dependents ni de la preséncia de lipid rafts a la membrana
plasmatica ni del citoesquelet cellular.

Per I'altre costat, tenim la fusié de I'embolcall viric amb la membrana plasmatica
(Moore et al., 1993), regulada per la interaccié entre una proteina de I'embolcall i un
receptor de membrana. En aquest cas, la fusié de membranes es donara a pH neutre.
Aquesta ruta és emprada per families com els paramixovirus o els retrovirus. En aquest
sentit, la familia que estudiarem més detalladament sera la dels retrovirus i, més concre-
tament, el VIH (Sundquist i Krdusslich, 2012).

4.1. Implicacio de proteines en el procés de fusio

Independentment del tipus de fusié que segueixin, sén dependents de la presencia
d’una glicoproteina de fusié. S’han arribat a distingir dos tipus de proteines fusid: les de
classe liles de classe Il (Stiasny et al., 2002).

Per un costat, les proteines fusid de classe | maduren per escissid proteolitica a
partir del precursor i produeixen una subunitat fixada a la membrana amb un péptid
fusié aminoterminal o aminoparoximal. Després de la fusid, es forma una estructura
trimeérica amb una espiral de triple cadena al seu nucli (Chan i Kim, 1998; Skehel i Wiley,
2000). En aquest grup trobem les families ortomixovirus (virus de la influenca), retrovi-
rus (VIH-1), paramixovirus i filovirus (virus de I'Ebola).
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Per l'altre costat, les proteines fusid de classe Il no es formen a partir de I'escissid
proteolitica d’un precursor, sind que sén sintetitzades com un complex amb una segona
glicoproteina de membrana. Amb aquesta classe, el procés de fusié implica I'escissié de
la proteina accessoria (Kielian et al., 2000). Aquest tipus de proteina de fusid la presen-
ten les families flavivirus (virus de I’hepatitis C, virus del dengue) i alfavirus.

4.2. Cicle del vih i dominis lipidics

Si bé és cert que les proteines viriques presenten una funcié fonamental dirigint i catalit-
zant el procés de fusié (Kondo et al., 2015), s’"ha comprovat que resulta igual d’'important
la composicié lipidica de I'embolcall viric i de la céllula hoste. Aixo s’explica per la impor-
tancia que presenten tant I'estructura de la bicapa lipidica com les propietats fisiques
dels lipids mateixos.

Durant la sortida del VIH de la cellula hoste, aquest incorpora en el seu propi em-
bolcall part dels lipid rafts presents a la membrana plasmatica (Briigger et al., 2006;
Chertova et al., 2006). Aixi doncs, podem dir que realitzen, si més no en part, una funcié
estructural. Mes enlla d’aquest fet, els dominis lipidics presenten un paper fonamental
en, com a minim, quatre aspectes molt importants del cicle del virus. Sén: el pas a través
de la mucosa d’un hoste quan el virus arriba a I'organisme, I'entrada del virus a les cel-
lules del sistema immune, la senyalitzacid dels canvis en la funcié de la cellula hoste, aixi
com la sortida del virus d’aquesta cellula i la dispersié a través del sistema vascular de
I'hoste.

Primerament, mitjancant la unié a un glicoesfingolipid galactosilceramida de la su-
perficie apical de la mucosa epitelial, el virus és capag¢ d’entrar per a, posteriorment,
sortir per la cara basolateral. La implicacié del domini lipidic en aquest fet s’ha pogut
demostrar gracies a un estudi en que es va bloquejar el pas a través de I'epiteli inhabili-
tant I'agrupacio dels propis dominis (Alfsen et al., 2001).

A partir d’aqui, la glicoproteina gp120 del VIH s’uneix primer al receptor CD4 i,
posteriorment, als coreceptors tipus quimiocines, CCR5 i CXLR4 (Abbas et al., 2014).
Aquest fet precipita la fusié de I'embolcall viric amb la membrana cellular.

Aquests tres receptors de membrana s’han trobat en les membranes resistents a
detergents (DRM), que estan associades als lipid rafts (Campbell et al., 2001).

En diversos estudis s’ha vist que no només els virus, sind també els bacteris i els
parasits, modifiquen la senyalitzacié de la céllula hoste per habilitar la seva posterior
entrada. El mateix passa en el cas del VIH. La proteina Nef, una early HIV gene product,
incrementa la infectivitat del virus i ho fa a través dels lipid rafts (Zheng et al., 2001).
Concretament, s’uneix de manera especifica a tirosina-cinases de la familia Src, que ja
hem dit que estan associades als dominis, i provoquen un increment en la secrecioé d’IL-2
que reorganitza el complex de senyalitzacié de les cellules T i prepara el lloc de gemma-
cié (Zheng et al., 2001; Wang et al., 2000). De fet, s’ha observat que la infeccié d’un
hoste amb una soca de VIH-1 que no produeix la proteina Nef no arriba a patir la sida
(Kirchhoff et al., 1995).

La sortida del virus de la céllula infectada depén especificament de la proteina vi-
rica Gag (Ono i Freed, 2001; Lindwasser i Resh, 2001). El virus presenta entre 1.200 i
1.500 molecules Gag que multimeritzen a la cara citosolica de la céllula i afavoreixen
I'assemblatge i la sortida viral. Les proteines Gag interaccionen amb els lipid rafts que
contenen les proteines spike, que reagrupen els lipid rafts per a promoure I'assemblatge
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del virus. Aixi doncs, la interaccid entre les proteines Gag del VIH-1 i els dominis lipidics
provoca un canvi conformacional en els requeriments de I'assemblatge de I'embolcall
(Campbell et al., 2001).

Tanmateix, tot aquest procés s’ha pogut bloquejar mitjancant I'eliminacié del coles-
terol de la membrana (indispensable per a la formacié del lipid raft) (Ono i Freed, 2001).

5. Inhibidors del péptid fusié del vih com a potencials antiretrovirals

Estudis recents centren l'interés en la comprensio del funcionament d’aquest procés de
fusid pel paper clau que presenta en el cicle del virus. Centrant-nos en el VIH-1, s’han
identificat inhibidors del péeptid fusié (FI) gp41 que s’han establert com a prometedors
antiretrovirals amb una activitat demostrada major als que hi havia fins ara (Naider i
Anglister, 2009; Pan et al., 2010; Veiga et al., 2006). Aquest fet ja es va traduir el 2003 en
I'aprovacié de I'enfuvirtida per part de la FDA (Food and Drug Administration) i 'EMA
(Kilby & Eron 2003; European Medicines Agency). Aquests inhibidors tenen un interes
especial perquée presenten una baixa toxicitat i una gran biodistribucio, pero, sobretot,
pel baix nivell de resisténcies. D’aqui que s’emprin en pacients que ja no responen a al-
tres tractaments.

Cal tenir en compte que el gp41 és una proteina altament conservada i que, en
inhibir-la, actuen sobre el procés de formacio del porus de fusié i la fusié de les membra-
nes. Concretament, actuen sobre la formacid del 6HB originat en la interaccié entre I'ex-
trem C-terminal del domini HR2 i I’'N-terminal del domini HR1 del gp41 (Chan et al.,
1997). Com que aquest péptid, la major part del temps, es troba recobert per un com-
plex proteic tridimensional, resulta dificil accedir-hi en un medi aquds. L'Unica excepcid
es dona durant el procés de fusid, quan els dominis HR s’exposen per a formar el 6HB.
Aixo vol dir que el procés d’inhibicid cal que es doni en un marge de temps molt estret.
Aquest fet justifica I'interés que es pot tenir en I'obtencié de membranes sintétiques que
mimetitzin les viriques i plasmatiques en les quals es puguin concentrar els peptids fusié
i els corresponents receptors, respectivament.

6. Models de membrana

Les membranes bioldgiques sén sistemes molt complexos que fan del seu estudi una
tasca dificil. Per aquest motiu, al llarg dels anys s’han buscat diversos sistemes que mi-
metitzessin aquestes membranes simplificant el model. Aixd permetria facilitar I'estudi
de les diverses propietats de la membrana, aixi com de la seva composicid i la del seu Us
en fases de cribatge farmacologic. Els sistemes més coneguts son les monocapes i les
bicapes lipidiques, i és el primer el més simple i el més facil d’estudiar. D’altra banda,
les bicapes lipidiques es podrien dividir en dos grups principals: les vesicules lipidiques o
liposomes i les bicapes lipidiques en suport solid (SLB).

Les monocapes lipidiques, també conegudes com a pellicules de Langmuir, sén
monocapes de fosfolipids d’'una molécula de gruix esteses a la interficie aire/aigua
(Brown i Rose, 1992; Maget-Dana, 1999; Brockman, 1999), que representen la meitat
d’una membrana cellular. Sén els models de membrana més senzills per a mesurar i
detectar interaccions especifiques entre molécules bioldgicament actives, com els péep-
tids o les proteines, aixi com interaccions lipid-lipid. Aixo s’explica perqué podem contro-
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lar facilment molts parametres, com la composicid de la subfase, la temperatura del
sistema o la naturalesa i el grau d’'empaquetament de les moléecules o estat d’ordenacid
dels compostos estesos. La caracteritzacio de les interaccions abans esmentades es pot de-
duir a partir de les isotermes de compressio, que sén obtingudes a partir de la mesura de
la pressiod superficial (1) a la interficie com a funcid de I'area per moléecula (A) dels com-
postos estesos a la interficie aire-aigua. De fet, 'estudi d’aquesta corba permet deduir diver-
sos parametres d’interes, com la compressibilitat, la pressié de collapse o I'energia lliure
d’excés de Gibbs, que ens permetran caracteritzar aquestes interaccions. A partir d'aques-
ta corba, es pot trobar una composicié estable que mimetitzi la membrana a una pressid
determinada. Un cop fet aix0, es pot realitzar un estudi cinetic de penetracid, que permet
avaluar la capacitat que té un compost actiu que vulguem estudiar de penetrar la mono-
capa, fet que es pot extrapolar a la capacitat de travessar la cel-lula.

Per tal de visualitzar I'organitzacio dels compostos presents a la interficie, formant
la monocapa, o els canvis produits per la insercié a la monocapa d’'un compost d’interes,
es pot combinar la técnica de formacié de la monocapa de Langmuir amb microscopia
de fluorescencia o microscopia d’angle Brewster. Per aprofundir en I'estructura, la mi-
croscopia de forca atomica (AFM) (Reviakine i Brisson, 2000) permet visualitzar les pro-
pietats de la monocapa lipidica a escala nanoscopica. Aquesta técnica requereix la trans-
ferencia de la monocapa a un suport solid. En aquest sentit, la técnica més emprada amb
aquest proposit és la técnica Langmuir-Blodgett (LB) (Holmberg et al., 2001). El suport
solid pot ser tant hidrofobic com hidrofilic, estant els caps polars en contacte amb el suport
en el darrer cas i les cues hidrofobiques en el primer. En tot cas, el procés sempre es fa a
una pressié superficial constant. Per a tal proposit, cal realitzar el procés mentre la mo-
nocapa es va comprimint, fet que es tradueix en una disminucié de l'area per moléecula.
Tanmateix, el procés és monitorat amb la ratio de transferéncia, que és la ratio entre la
disminucié de I'area per molécula respecte a I'area per molécula de la monocapa amb els
constituents a la interficie de la pellicula.

Les vesicules lipidiques o liposomes (Gregoriadis, 1991) sén models de membrana
versatils, normalment emprats per a estudiar el comportament de les membranes en
diversos processos, com el reconeixement molecular, I'adhesié cel-lular, el trafic de mem-
brana o la fusié de membranes regulada per unions no covalents entre proteines o pro-
teines i carbohidrats (Voskuhl i Ravoo, 2009). D’altra banda, també s’ha estudiat I'aplica-
ci6 de les vesicules lipidiques com a vehicle de farmacs, proteines, enzims o DNA (Peetla
et al., s.d.; El Maghraby et al., 2008). Tot i permetre un estudi més acurat que en el cas
de les monocapes, aquest model no aconsegueix imitar I'asimetria que es pot trobar a
les membranes biologiques. A més, la composicio final de la vesicula que s’obté és lleu-
gerament diferent de la mescla lipidica emprada inicialment per a la seva formacio.
Aquesta diferencia resulta més pronunciada en funcié de la técnica que s’'empri (Rodri-
guez et al., 2005).

Aquestes estructures lipidiques recobreixen un compartiment aquds i es formen
per la dispersid aquosa d’una membrana lipidica. A diferéncia de les monocapes, les
vesicules lipidiques presenten dues capes que s’agruparan d’una manera similar a com
ho fan les membranes biologiques. En funcié del métode de preparacid, es poden obte-
nir diversos tipus d’estructures amb bicapes (Lorin et al., 2004; Mui et al., 2003), a més
de vesicules lipidiques multilamel-lars (MLV), vesicules unilamel-lars grans (LUV), vesicu-
les unilamellars petites (SUV) o vesicules unilamellars gegants (GUVs) (Wesotowska et
al., 2009).
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Les bicapes lipidiques en suport solid (SLB) (Tamm i McConnell, 1985) s6n models
de membrana formats per una bicapa d’acids grassos fixats a una superficie solida, que
pot ser de mica, de vidre o d’oxid de silicona. Es a dir, que els caps polars de la primera
monocapa es troben encarats a la superficie de suport, mentre que les cues apolars de
les dues capes es troben en contacte. El fet que es fixi la bicapa en un suport, per un
costat, augmenta l'estabilitat de la bicapa i, per 'altre, facilita la posterior caracteritzacio
i estudi, en comparacido amb les vesicules lipidiques lliures (Loose i Schwille 2009). Aixo
ultim es pot fer mitjancant diverses técniques analitiques sensibles com I'AFM (Goksu et
al., 2009), 'espectrometria secundaria de masses (SIMS) (Chan i Boxer, 2007) i la micros-
copia de fluorescéncia (Crane i Tamm, 2007), entre d’altres. El gran interés que ha suscitat
aquest model ha provocat el desenvolupament de diverses técniques per a generar-les.

En primer lloc, la técnica basada en la Langmuir-Blodgett en la qual, un cop s’ha
transferit la monocapa formada a la interficie aire-aigua a un suport solid, el mateix su-
port es fa descendir aquest cop fins a la interficie aire-aigua de la segona monocapa, de
manera que les cues apolars de la segona monocapa resten adherides a les cues de la
primera monocapa, que ja es trobava fixada al suport solid. Aquesta técnica permet con-
trolar la composicié de les capes de manera molt més acurada que amb les altres técni-
gues, aixi com la seva asimetria.

En segon lloc, tenim la técnica basada en la fusié d’una vesicula lipidica en la super-
ficie de suport (Mingeot-Leclercq et al., 2008). La fusid s’obté escalfant fins a la tempe-
ratura de transicio de fase dels lipids una suspensié de vesicules, concretament de SUV,
que estan en contacte amb el suport. El procés implica, doncs, I'adsorcié de la vesicula al
suport, seguida de la seva deformacio, el seu aixafament i la seva ruptura. Aquesta tec-
nica, a diferéncia de I'anterior, no permet un control tan acurat de la composicid i I'asi-
metria de les capes, ja que dependra en tot moment de la composicié de la vesicula i de
com es trenca.

Un altre metode és el que permet l'obtencié de la bicapa a partir d’'una solucié
micellar formada per una mescla de surfactant i fosfolipids (Lee et al., 2009). Aquesta
técnica es basa a submergir el suport en la solucié, de manera que s’hi van adherint les
micelles mixtes i es va formant la bicapa. Aquest procés provoca una diferéncia de con-
centracié micellar entre la zona de la solucié immediata a la superficie, que va disminu-
int, i la resta de la solucid, que es manté aproximadament constant. El problema és que
tenim una bicapa de fosfolipids i surfactants, perd volem que sigui majoritariament de
fosfolipids. La formacié d’aquesta bicapa es veu afavorida per la diferéncia de solubilitat
del fosfolipid i el surfactant i s'Taconsegueix mitjancant repetides esbandides amb la so-
lucid, que ara presenta una menor concentracio micellar. Amb aquest procés s’aconse-
gueix que el surfactant adherit al suport torni a la solucié (atesa la major solubilitat res-
pecte al fosfolipid), mentre que els fosfolipids (que presenten una menor solubilitat)
s’adheriran al suport.

Aquests metodes permeten l'obtencié de bicapes fixades en un suport solid i s’ha
demostrat que son molt Utils per a la comprensié de l'organitzacid molecular de les
membranes biologiques, aixi com per a estudiar les interaccions moleculars entre far-
macs i membranes cellulars (Peetla et al., s.d.). D’altra banda, es va observar que la
proximitat entre la bicapa i el suport solid podia alterar les propietats de la membrana, i
se’n podrien veure afectades, per exemple, la mobilitat dels seus components o la incor-
poracié de proteines transmembrana. Per aquest motiu, es va desenvolupar un altre
model, conegut com a tethered lipid bilayer (Chan i Boxer, 2007), que consisteix en una
bicapa separada del suport (Rossi i Chopineau, 2007). Hi ha diversos metodes per a ob-
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tenir-los, pero sén forca més complexos que els anteriors. Un esquema il-lustratiu dels
diferents models esmentats es pot consultar a Chan i Boxer, 2007.

D’una manera més concreta, tot i que les monocapes i les bicapes en suport solid
son forca emprades, els models més usats per a I'estudi dels lipid rafts sén els GUV i,
d’una manera més general, els liposomes. En tot cas, per a I'estudi dels dominis lipidics,
els models es complementen amb técniques microscopiques com la microscopia confo-
cal, 'espectroscopia de masses o I'AFM, entre d’altres.

7. Estudi termodinamic de mescles lipidiques
7.1. Materials

Instrumentacié
— Balancga de Langmuir de NIMA Technology model 601, amb un sensor de pressio
PS4, equipada amb una lamina de Wilhelmy de paper, i cubeta de teflé de 20 x

30 cm?.

Dissolvents, reactius i solucions amortidores
— Dissolvents: cloroform (CI,CH) + metanol (MeOH) 2:1.
— Reactius: acid clorhidric (HCI), hidroxid de sodi (NaOH).
— Solucions amortidores: TRIS 10mM (hidroximetil aminometa C,H,,NO,).

Lipids
Tots els lipids emprats son d’Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, Estats Units):
— 1,2 dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) PM = 677,95 g/mol.
— 1,2 dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoserina (DMPS) PM = 701,85 g/mol.
— 1,2 dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) PM = 786,11 g/mol.
— 1,2 dioleoil-sn-glicero-3-fosfoserina (DOPS) PM = 810,03 g/mol.
— Colesterol (CHOL) PM = 537,26 g/mol.
— Esfingomielina (SM) PM = 731,08 g/mol.

7.2. Metodologia

Per a I'estudi de mescles lipidiques per a la formacié de dominis lipidics es va emprar la
balanca de Langmuir per tal d’obtenir les corbes m-A a partir de les quals es va procedir
a 'estudi de miscibilitat dels diferents components de la mescla.

La corba 71-A, és a dir, la mesura de 1t (pressié superficial de la interficie) com a
funcid d’A (area per molécula) dels compostos presents a la interficie aire-aigua és el que
es coneix com a isoterma de compressid. L'obtencid d’aquestes corbes per a mescles de
components en diferents proporcions permet caracteritzar la idealitat o no del sistema.
Quan l'area per molécula d’'una monocapa mixta o Am (formada per més d’un compost)
és igual a la suma de les arees per molécula dels compostos per separat a la mateixa
pressio superficial, es considera que tenim una mescla ideal (Gaines, 1966), és a dir, to-
talment miscible o del tot immiscible. D’altra banda, si la mescla ens déna una Am dife-
rent, aquest fet s’atribueix a una interaccié especifica entre tots dos compostos. Tot ple-
gat es pot quantificar a partir de I'energia lliure en excés de mescla (G) (Goodrich, 1957).
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Si G* presenta valors positius, voldra dir que les interaccions entre les molécules dels
diferents compostos sén més debils que les que es donen entre les molecules del com-
post, és a dir, que tenim separacié de fases. Si, al contrari, els valors sén negatius, voldra
dir que les interaccions entre els compostos de la mescla sén més fortes, és a dir, que
s’ha format un complex estable.

Les isotermes de compressid es realitzen en un equip NIMA Technology Langmuir
Film Balance model 601, amb un sensor de pressiéo PS4. Consta d’'una lamina de Wil-
helmy de paper (que mesurara la variacié en la pressio superficial amb I'area), una bar-
rera responsable de generar els canvis d’area superficial i una cubeta rectangular de teflé
(20 x 30 cm). Els estudis es van fer a una temperatura constant de laboratori de 25° C i
es va repetir tres vegades cada mesura per garantir la reproductibilitat.

Els lipids (DMPC, DMPS, DOPC, DOPS, CHOL i SM) es van dissoldre en una mescla
de cloroform-metanol 2:1 a la concentracié d’1 mM, i es van fer les mescles a partir de
les respectives dissolucions mare previament preparades. La solucié amortidora utilitza-
da va ser la solucié tampd de TRIS 10 mM. Es van emprar 290 ml de tampd en cada estu-
di, es van estendre 70 pL de la mescla de lipids a estudiar i es va deixar evaporar el dis-
solvent durant 5-10 minuts abans de la compressio.

A partir del pendent de la isoterma m-A es va calcular el modul de compressié Cs-1
a partir de 'equacio 3.1, on A és l'area per molécula a la pressié determinada ().

g 5_I'I) .
C'= A(éA Equacié 3.1
G'=[ilA,, - (xA +xA)] ér Equacio 3.2

Posteriorment, es va calcular I'energia lliure d’excés (Gf) a partir de I'equacié 3.2,
on A, , és l'area molecular mitjana de la monocapa mixta a la pressio determinada, sent
A i A, les respectives arees moleculars de les monocapes de les substancies pures a la
mateixa pressio superficial. X, i X, son les respectives fraccions molars dels components
a la monocapa mixta.

7.3. Resultats experimentals

Lanalisi dels resultats obtinguts (la figura 7 mostra, a titol d’exemple, els resultats en
forma grafica per a la barreja (DMPC-DMPS (3:2)) i colesterol) permet fer una série de
consideracions respecte de les diferents barreges estudiades, com pot ser I'efecte del
colesterol i 'esfingomielina, la importancia de la insaturacié de les cadenes dels lipids es-
tudiats o, inclus, 'ordre en queé es fa la barreja final. També es pot analitzar el canvi dels
parametres caracteristics (area per molécula i coeficient de compressié amb la pressio).

Primerament, es va estudiar I'efecte de la incorporacié del colesterol sobre les
mescles de fosfolipids DMPC/DMPS (3:2) i DOPC/DOPS (3:2) observant I'efecte conden-
sador del colesterol en ser incorporat a la barreja, tal com s’ha descrit a la bibliografia
(Brown i London, 2000). Aquesta incorporacid ve acompanyada d’una interaccio en la
mescla que es desvia de la idealitat, tot i fer-ho en poca mesura. Aixo es pot explicar pel
fet d’incorporar a la mescla fosfolipids carregats negativament (DMPS i DOPS), ja que
s’ha vist que presenten menors desviacions de la idealitat que no pas els de carrega neu-
tra (DMPCi DOPC) (Jurak, 2013). El calcul de Gf permet quantificar aquesta desviacid, en
que els valors negatius ens indiquen la formacié d’una monocapa més estable per la in-
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corporacié del colesterol, i es destaca x, = 0,6 en el cas del DMPC/DMPS (3:2)/CHOL i
la x, =0,8 en el del DOPC/DOPS (3:2)/CHOL. A més, observant els valors de Gt es de-
mostra la major atraccid que presenta el colesterol per als fosfolipids saturats (DMPC/
DMPS) que no pas per als insaturats (DOPC/DOPS).

La combinaciod de contraccié d’area i valors negatius de G* en monocapes mixtes és

indicativa de formacié de complexes lipidics estables a la proporcid indicada.

A B
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Figura 7. Dades obtingudes en I'estudi de miscibilitat de fosfolipid (DMPC-DMPS (3:2))
i colesterol. A) Corbes 11-A; B) desviacions de la idealitat; C) energia de Gibbs d’excés,
i D) modul de compressibilitat. En les figures B, Ci D, la representacio
es fa a quatre pressions superficials diferents (5, 10, 20 i 30 mNm-?).

Lestudi va prosseguir amb una analisi de I'efecte de la incorporacié d’esfingomieli-
na als mateixos fosfolipids. En incorporar-la hi interacciona i, d’'una manera molt diferent
al colesterol, produeix una disminucié de I'area per molécula, perd amb desviacions ne-
gatives en la regla de I'additivitat en totes les fraccions estudiades. La Gt presenta dos
minims a x, = 0,8 i x_ = 0,4, en el sistema DMPC/DMPS (3:2)/SM, i un a x,_ =0,5 en el
sistema DOPC/DOPS (3:2)/SM.

Finalment, un cop establertes les proporcions lipid/colesterol i lipid/esfingomieli-
na més estables, es va prosseguir estudiant la influéncia de la incorporacio de I'esfingo-
mielina, en el primer cas, i del colesterol, en el segon. Es a dir, es va estudiar la incorpo-
racio d’esfingomielina a les mescles DMPC/DMPS (3:2)/CHOL (0,4/0,6) i DOPC/DOPS (3:2)/
CHOL (0,2/0,8), aixi com la incorporacié de colesterol a les mescles DMPC/DMPS (3:2)/SM
(0,2/0,8), DMPC/DMPS (3:2)/SM (0,6/0,4) i DOPC/DOPS (3:2)/SM (0,4/0,6). En els dos
primers casos es palesa la importancia de la insaturacié en la formacié d’'una nova mem-
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brana estable, mentre que en el cas del fosfolipid saturat només s’observa un petit mi-
nim d’energia en la barreja amb x,_= 0,8, molt poc significativa. En el sistema amb fosfo-
lipids insaturats es veuen desviacions negatives fins a arribar a una x,_ = 0,8 i valors de
G* també negatius, fet indicatiu de la formacié de monocapes estables en l'interval de
concentracions a qué ens hem referit. D’altra banda, tenim els estudis de miscibilitat
de colesterol amb els sistemes lipid/esfingomielina. Els estudis de miscibilitat del CHOL
amb els sistemes DMPC/DMPS (3:2)/SM (0,2/0,8) i DMPC/DMPS (3:2)/SM (0,6/0,4) mos-
tren un patré de miscibilitat molt similar en tots els casos, excepte per al DMPC/DMPS
(3:2)/SM (0,6/0,4)/CHOL a una x, = 0,8, en qué es demostren interaccions atractives: el
colesterol s’insereix a la membrana i forma sistemes estables. En el cas del sistema
DOPC/DOPS (3:2)/SM (0,4/0,6), les desviacions sén molt poc marcades, i s'observen va-
lors negatius de G* per a un interval de concentracions entre x_, =0,5i 1 amb un minim
a DOPC/DOPS (3:2)/SM (0,4/0,6)/CHOL en la proporcié 0,2/0,8.

El Cs? és un indicatiu de I'estat en qué es troba la membrana a les diferents pres-
sions durant la compressié, de tal manera que valors entre 12,5 i 50 mNm™ faran refe-
réncia a un estat de liquid expandit, valors entre 50 i 100 mNm-1 correspondran a un
estat compres entre liquid expandit i liquid condensat, en valors entre 100 i 250 mNm-1
I'estat sera de liquid condensat i, finalment, valors de 1.000 a 2.000 mNm-1 correspon-
dran a l'estat solid (Gaines, 1966). Els valors de Cs™ a la pressié de 30 mNm™, que és la
que millor mimetitza la pressié de les membranes biologiques, confirmen que aixi que
augmenta el colesterol en els diferents sistemes emprats s’incrementa el modul de com-
pressibilitat. D’altra banda, quan és I'esfingomielina la que s’incorpora, s'observa que en
sistemes sense colesterol no modifica practicament I'estat de la monocapa, mentre que
guan ho fa a sistemes que contenen colesterol causa una disminucid del coeficient de
compressibilitat, cosa que es pot interpretar com un moviment cap a la fase desordena-
da. Per una altra part, les membranes amb fosfolipids saturats i colesterol sén més con-
densades, amb cadenes hidrocarbonades més ordenades que les que formen el coleste-
rol amb fosfolipids insaturats.

En conclusio, I'estudi indica que els sistemes formats per fosfolipid/colesterol/es-
fingomielina formen complexos estables a la interficie aire/aigua amb proporcions dife-
rents d’acord amb la hipotesi de formacid dels lipid rafts. Per a I'estudi d’interaccié del
peptid de fusid del virus de la immunodeficiencia humana i dels seus possibles inhibi-
dors, amb aquests microdominis es proposa la proporcié fosfolipid/colesterol/esfingo-
mielina 1:2:2, pel fet de ser una mescla que facilita el minim d’energia, aixi com la pro-
porcid 2:1:1, donada la similitud amb el contingut de les membranes biologiques.
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