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RESUMEN

Palabras clave Introduccién. Las actinoporinas (AP) son proteinas formadoras de poro (PFP) que se aso-
actinoporinas; proteinas formadoras de cian a membranas conduciendo a la muerte celular. Sticholysinas I'y Il (St, Stl/ll) se encuen-
poro; fluidez; membranas modelo, fases tran entre las AP mas potentes descritas en la naturaleza. El objetivo del presente trabajo
lipidicas fue estudiar la influencia de la composicion lipidica y dindmica de la membrana en la unién

y formacién de poros por Stl/ll'y nigrelysina (Ngr), una nueva AP aqui descrita. Métodos. La
union y formacion de poros se estudiaron mediante membranas modelo combinadas con
espectroscopia de fluorescencia y microscopia. Resultados y discusién. Sty Ngr se unen 'y
permeabilizan preferencialmente membranas gue contienen esfingomielina (SM) cuando se
compara con fosfatidilcolina (PC), debido a la presencia, en SM, de la unidad de fosfocolina
de PC mas la unidad ceramida (Cer). Stl reconoce a Cer y a gangliésidos, aungue en menor
extensién. En términos de propiedades dindmicas, Stl penetra preferencialmente membra-
nas con elevada movilidad lateral y adecuado nivel de SM. Stl permeabiliza mas eficiente-
mente membranas con esteroles ademds de SM. Los bordes de la coexistencia de dominios
lipidicos no constituyen un factor determinante para su union y actividad. La heterogeneidad
molecular de las membranas, mas alla de la presencia de dominios, favorece la actividad de
AP. Conclusiones. Estos estudios explican la relevancia de SM, otros lipidos de base Cer y
esteroles a la actividad de St, Ngr, y por extension, a las AP. Desde una perspectiva dindamica,
una fase altamente fluida y moderadamente enriquecida en SM y esteroles constituye una
plataforma ideal para la formacién de poros por AP
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Binding and pore-formation by actinoporins are determi-
ned by membrane physicochemical properties

ABSTRACT

Introduction. Actinoporins (AP) are pore-forming proteins (PFPs) that readily bind to mem-
branes leading to cell death. Sticholysins | and Il (St, Stl/Il) are among the most potent AP
described in nature. This proposal aimed to characterize the influence of lipid composition
and dynamic properties of membranes on binding and pore-formation by Stl/Il and nigre-
lysin (Ngr), a novel AP here described. Methods. Binding and pore-formation were stu-
died using model membranes such as liposomes and lipidic monolayers combined with
fluorescence spectroscopy and microscopic techniques. Results and Discussion. St and
Ngr bind and preferentially permeabilize membranes containing sphingomyelin (SM) over
phosphatidylcholine (PC). This is explained by the presence of the PC phosphocholine unit
plus a ceramide moiety (Cer) in SM. Stl also recognizes Cer and gangliosides although to
a lesser extent. In terms of dynamic properties, Stl penetrates preferentially membranes
with high lateral mobility and moderately enriched in SM. Also, Stl permeabilizes more
efficiently membranes containing sterols, in addition to SM. The appearance of borders
resulting from lipidic domains coexistence is not a determining factor for binding or activity
in membranes. Indeed, the activity is enhanced by membrane molecular heterogeneity be-
yond the presence of lipidic domains. As a conclusion these studies explain the relevance
of SM and sterols for St, Ngr, and by extension, to APs binding to membrane and explain
the contribution of other Cer-based lipids to their activity. In dynamic terms, a highly fluid
phase, and moderately enriched in SM and sterols, is an ideal platform for the formation of

pores in the membrane for AP,

INTRODUCCION

Las actinoporinas (AP) son proteinas formadoras de poro
(PFP) producidas por las anémonas marinas que experimen-
tan cambios conformacionales resultantes en la formacion
de poros en la membrana celular. @? Este mecanismo trans-
curre a través de la unién a la membrana, transferencia del
extremo amino hacia la interfase lipidica y oligomerizacion de
los protémeros. ¢4 Sticholysinas | y Il (Stl/Il), producidas por
la anémona Stichodactyla helianthus, &7 se encuentran entre
las AP mas potentes descritas en la naturaleza. ® Debido a
su actividad citolitica, las St tienen aplicaciones potenciales
en la construcciéon de inmunotoxinas © y como parte de sis-
temas de liberacion de moléculas al citosol celular. 19 El de-
sarrollo de estas y otras aplicaciones debe acompafiarse de
un profundo conocimiento de su mecanismo de accion, asi
como de las propiedades de la membrana que modulan su
actividad. 1"

Las St muestran gran afinidad por la esfingomielina
(SM), 279 yn esfingolipido ubicuo en la membrana de los
organismos eucariontes, aungque no se conocen los determi-
nantes estructurales que condicionan este reconocimiento
preferencial. Ademds de SM, fosfatidilcolina (PC) y coleste-
rol (Chol), las membranas celulares contienen otros lipidos
en menores cantidades que pudieran modular la union vy

formacién de poros por las AP, tales como los esfingolipi-
dos (SL). Adicionalmente a la SM, (21519 se ha documenta-
do la contribucion de la coexistencia de fases lipidicas a la
actividad de las AP, 2?2 pero sin resultados concluyentes. La
contribucion de otros componentes lipidicos, ®® entre ellos
los esteroles, *%2 asi como las propiedades fisicoquimicas
gue emergen de la composicion lipidica de la membrana, y
regulan la actividad formadora de poros (AFP), son aun poco
comprendidas. No existe suficiente evidencia experimental
que permita generalizar cuales son las plataformas lipidicas
mas adecuadas para la formacion de poros por las AP y en
qué medida las propiedades fisicoquimicas dependen de su
composicion. A las St, @ se suma en esta propuesta la ca-
racterizacion de la AFP de nigrelysina (Ngr), una AP de la ané-
mona por Anthopleura nigrescens, @2 que comparte rasgos
estructurales y funcionales con las St y permite extender el
espectro de las conclusiones aqui descritas a otros miembros
de la familia de las AP.

METODOS

Las St se purificaron a partir del cuerpo de S. helianthus. %
Ngr seidentificd ®®y posteriormente se obtuvo mediante técni-
cas de biologia molecular a partir de A. nigrescens.@® La union
a sistemas lipidicos y a membranas modelos se llevo a cabo
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mediante: inmunotincion en placa delgada (IPD), #7?® aso-
ciacion con monocapas lipidica ®® y unién a liposomas. @830
La influencia de la coexistencia de fases lipidicas se analizd
mediante microscopia de epifluorescencia, @ de angulo de
Brewster ©%31) o0 en modo fluorescente mediante microscopia
optica. @9 La AFP se evalud mediante la liberacion de un fluo-
roforo al medio extravesicular®® o por la pérdida de contraste
de fase de vesiculas. ©03"

RESULTADOS Y DISCUSION

La union y actividad permeabilizante de Stll y
Ngr a las membranas esta condicionada por su
composicion lipidica

Estos estudios permitieron describir los determinantes
estructurales que condicionan la mayor union de Stll a la SM
cuando se compara con PC. A pesar de que ambos fosfolipi-
dos comparten el mismo grupo de cabeza polar, la fosforilco-
lina (POC), el reconocimiento por Stll'y Ngr de la SM fue supe-
rior al de PC (figura TA). Con el objetivo de identificar motivos
estructurales de la SM responsables de la mayor afinidad de
Stll, se realizaron estudios de IPD en presencia de esfingosina
(SP), ceramida (Cer) y &cido fosfatidico (PA). La SP y la Cer
son compuestos de base esfingoide, mientras el PA deriva del
glicerol, todos ellos carecen del grupo POC. Stll no reconocio
ni a la SP ni al PA; sin embargo, se unio en igual extension a
Cer y a PC, pero en menor medida que a la SM (figura 1B).
Esto permitio concluir que la unién preferencial de Stll a la SM
resulta de contener POC en la cabeza polary Cer en su region
interfacial.

Con el objetivo de estudiar otros derivados de la Cer, se
evalud la union de Stll a los glicoesfingolipidos neutros (Gn):
glucosil ceramida (G-Cer) y lactosil ceramida (Lac-Cer), y a los
glicoesfingolipidos 4acidos, los ganglidsidos (Gs), GM3, GM1
y GD1 (figura 1C). Stll no interactud con los Gn; sin embar-
go, la presencia de 1 o 2 residuos de acido sidlico en los Gs
monosialos: GM3 y GM1 y el disialo: GD1, respectivamente,
facilitd el reconocimiento por Stll. La asociacion de Stll con
Gs resulto significativamente menor en comparacion con la
Cer (figura 1C), lo cual subraya el hecho de que los azUcares
presentes en los glicoesfingolipidos dificultan la interaccion
de Stll con la base Cer. La ausencia de reconocimiento de los
Gn por Stll pudiera explicarse por la ausencia del grupo POC y
como consecuencia del menor acceso de la toxina a la base
Cer delos Gn. En contraste, la unién de Stll a los Gs fue signifi-
cativamente mayor que con los Gn, lo cual probablemente se
deba a la presencia de acido sialico que pudiera favorecer las
interacciones electrostaticas con los aminoacidos basicos
de la proteina. La complejidad estructural de los Gs reduce
la asociacion de Stll con estos lipidos en comparacion con la
Cer y la SM. @® La asociacion preferencial relativa de Stll con
lipidos individuales observada en IPD, se reprodujo cuando la
toxina se enfrento al sistema mas complejo de monocapas
lipidicas (figura 2).

Asi, se observo que Stll se une e inserta en mayor exten-
sion a monocapas lipidicas de SM en comparacion con PC (fi-
gura 2A). Por su parte, Stll no reconoci¢ al PA (figura 1By 2B)
lo que indica que la unidn a PC ocurre principalmente a través
del grupo POC. En su conjunto, los resultados en IPD y mono-
capas lipidicas indican que Stll requiere para su union relevan-
te a la membrana tanto la presencia del grupo POC, presente en
PC y SM, como la unidad de Cer caracteristica de la SM. @®
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Fig. 1. Reconocimiento de los lipidos por Stll mediante IPD. A) Unién de Stll a SM y PC a diferentes relaciones molares toxina/lipido. Cada punto
representa la media + la desviacion estandar (DE) (n = 3). Los datos experimentales de la union de Stll con PC se ajustaron a una funcién sigmoi-
dal de Hill (R? = 0,99), mientras que los correspondientes a la interaccién de la toxina con SM, se ajustaron a una linea recta (R? = 0,97). B) Unién
de Stll a SP, Cer, SM, PC y PA. Relacion molar toxina/lipido 8x10°. C) Reconocimiento de lipidos derivados de la ceramida por Stll mediante IPD.
Cer: Ceramida, Glc-Cer: Glucosilceramida, Lac-Cer: Lactosilceramida. GM3, GM1y GD1 son gangliésidos. Relacion molar toxina/lipido 8x10°2. B)
y C) Los valores de intensidad de las manchas se muestran en unidades arbitrarias (UA). Las barras muestran la media + DE (n = 5). Las letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0,05) mediante la prueba de Tukey a posteriori.
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Fig. 2. Union y actividad permeabilizante de Stll y Ngr en sistemas lipidicos complejos. A) Curso temporal del incremento de la presion superficial
() en monocapas luego de la adicion de Stll (0,8 uM). B) Incremento de At en funcién de la concentracion de toxina en monocapas de SM (1),
PC (2), Cer (3) GM 3 (3) y SR, Glc-Cer, PA'y Lac-Cer (4). Presion inicial de la monocapa sin toxina: 20 mN.m™. (C) Actividad permeabilizante de Stll
(sfmbolos negros) y Ng (simbolos rojos) en liposomas de PC (simbolos abiertos) y PC:SM (1:1, simbolos cerrados) @ D) Liberacion del fluoré-
foro de liposomas de PC (1), PC:SM, 1:1 (2), PC:Cer, 1:1 (3) y PC:GM3, 1:1 (4). en funciodn de la concentracion de Stll. Los valores de f (15 min) se
normalizaron y las curvas se ajustaron a una funcion sigmoidal de Hill. En todos los casos R? > 0,94. Los datos representan la media + DE (n = 5).

Concentracion lipidica: 10 yuM. Tampdn TBS-NaCl 300 mM, pH 7,4.

Con el objetivo de explicar la mayor afinidad de Stll por
la SM con respecto a la PC, desde el punto de vista estructu-
ral, se modeld la estructura tridimensional de cada complejo
Stll:lipido y se realizaron simulaciones de dinamica molecular.
El andlisis de la estructura promedio de los complejos Stll:li-
pido predijo la formacion de 2 enlaces de hidrogeno estables
entre Stll y la SM y solo 1, menos estable, con la PC lo cual
puede explicar la mayor afinidad de StlIl por SM. @9

Las St permeabilizan células y vesiculas lipidicas median-
te la formacion de poros oligoméricos (1229 por consiguiente,
la union competente a la membrana conduce a la liberacion
de los contenidos solubles al medio externo. 33V Consistente
con los resultados de union, tanto StIl como Ngr permeabili-
zaron de manera mas rapida y eficaz liposomas que conte-
nian SM (figura 2C, D). ®®

La uniény la AFP en liposomas de PC:Cer y PC:GM3 fue-
ron significativamente superiores a la de liposomas formados
solo por PC, posiblemente por la contribucion del esfingolipi-
do a las propiedades interfaciales (figura 2D). Sin embargo, la
actividad fue menor que en las vesiculas formadas por PC:SM
(figura 2D) debido a la mayor penetracion de Stll a las mem-

branas que contenian SM, en contraste con la asociacién mas
superficial en el resto de las composiciones lipidicas. ¢

Efecto de la estructura y dindmica de la membrana
(estado de fase, fluidez y presencia de dominios
lipidicos) en la uniéon y en la AFP de las AP

Existe escasa informacion referida al efecto de la estruc-
tura y dindmica de la membrana en la union y AFP de las AP.

Estudios en monocapas lipidicas en la interfase aire:
agua: Efecto de la proporcion de SM, de la longitud de
cadenay las insaturaciones de los acidos grasos de la
PC sobre la unién de Stl

Con este fin, se combinaron estudios de incorporacion
de Stl a monocapas con diferente proporciéon de SM acom-
pafiados de una caracterizacion de propiedades fisicas del
sistema.

En monocapas, la velocidad inicial y la eficacia de in-
corporacion de Stl se potenciaron en mezclas equimolares
de PC:SM vy disminuyeron cuando la mezcla se encontraba
enriguecida en cualquiera de estos componentes. La escasa
afinidad de Stl por las monocapas con bajas proporciones
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de SM (menor e igual que 30 mol %) pudiera explicarse por
su rol esencial en la interaccion de las St con las membra-
nas. (19293233 E| gumento de la proporcién de SM por encima
de 50 mol % provocé la disminucion de la velocidad y de la
extensién de la unién de Stl a las monocapas, lo que proba-
blemente se encuentre asociado al aumento de la viscosidad
de los filmes a altas proporciones de SM. Esto es crucial en el
proceso de penetracion de la toxina en la monocapa, debido
a que su insercion debe provocar el desplazamiento lateral
de los componentes lipidicos y su reacomodo. Estos proce-
sos pueden estar favorecidos en una fase fluida y facilmente
deformable tal como el liquido expandido (LE) en monocapas
que contienen hasta 50 mol % de SM y limitados en aquellas
con difusion lateral restringida de sus componentes (mayor
gue 50 mol % de SM). @

La disminucion de la longitud de cadena de los acidos
grasos y la presencia del doble enlace en las cadenas hidro-
carbonadas de la PC provocan la disminucion de las interac-
ciones de van der Waals entre las cadenas acilicas de molécu-
las vecinas, lo que redunda en membranas mas fluidas. ¢9 Se
emplearon monocapas lipidicas que contenian proporciones
equimolares de SMy PC saturadas con longitudes de cadena

de 14 (DMPC), 16 (DPPC), 18 (DSPC) y 20 (DAPC) dtomos de
C. Para estudiar el efecto de las insaturaciones se empleé la
DOPC que contiene una insaturacion en configuracion cis en-
tre los atomos de C 9y 10 en las 2 cadenas de acidos grasos.
Se seleccionaron las mezclas equimolares de PC:SM puesto
que esta proporcion resultd optima para la union de Stl en
el sistema de monocapas lipidicas. La coexistencia de fases
(LE/Liquido condensada (LC)) no fue el factor determinante
de la mayor asociacién de Stl a monocapas de PC:SM (50:50).
De hecho, las monocapas de DPPC:SM y DSPC:SM mostra-
ron dominios y, consecuentemente interfases, ausentes en
las que contenian DMPC y DOPC, organizadas Unicamente en
fase LE; sin embargo, en todas, Stl se unié de modo similar. ¢

La microscopia de epifluorescencia permitié demos-
trar que frente a la coexistencia de fases LE/LC, Stl prefiere
la fase LE, mas fluida, incluso en aquellos casos en que la
fase LC, mas compacta, se encuentra mas enriquecida en SM
(figura 3). @ Estos resultados enfatizan que la velocidad y la
eficacia de asociacion de Stl a las monocapas de PC:SM de-
penden del adecuado balance entre el contenido de SM en la
mezcla y la fluidez del sistema lipidico y no de la coexistencia
de fases, como se postulé para la Eqt II. @V

Fig. 3. Localizacion topografica de Stl en monocapas lipidicas con coexistencia de fases LE/LC. Imagenes representativas de microscopia de
epifluorescencia de monocapas lipidicas transferidas a soportes sélidos. Composicion lipidica: Ay D) DSPC:eSM (50:50), B y E) SM 18:0:POPC
(70:30), Cy F) SM 18:0/SM 18:1 (70:30) conteniendo en todos los casos Rho-PE (1 mol %). La columna de la izquierda (A-C) muestra imagenes de
las monocapas lipidicas visualizadas a través de un filtro para la A de emision de la rodamina (610 nm) y la columna de la derecha (D-F) muestra
los mismos campos visualizados a través de un filtro para la A de emision de Alexa 488 con la cual se encontraba marcada Stl. Cada imagen
es representativa de dos experimentos realizados independientemente. La barra blanca mostrada en F representa 10 um y es equivalente para
todas las fotos. : 20 mN.m™; concentracion de la mezcla Stl-Alexa: St 1:5 (mol:mol): 0,8 pmol.L™; TBS-145mmol.L" NaCl, pH 7,4; T: 23 £2 C. @
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Estudios en sistemas liposomales: efecto de la
proporcion de SM, de la longitud de cadena y las
insaturaciones de la PC en la actividad funcional de Stl

Los resultados de los estudios con sistemas liposomales
fueron, en general, consistentes con los hallazgos en mono-
capas. Asi, la afinidad de Stl por los liposomas aumentd con
la presencia de SM y resultd maxima en vesiculas que conte-
nian de 30 mol % a 70 mol % de SM. La AFP de Stl fue maxima
en la mezcla equimolar de PC:SM y disminuy¢ significativa-
mente cuando predominaron la PC o la SM. El incremento
de la proporciéon de SM en la membrana pudiera disminuir la
fluidez de la bicapa lo que dificultaria las etapas de oligomeri-
zacion e insercion del extremo amino de Stl en la membrana.
Aquellos liposomas que contenian una baja proporcion de SM
(menor o igual que 15 mol %) fueron permeabilizados en me-
nor extension o no permeabilizados (0 mol %) por la accion de
Stl, debido a la menor afinidad de la toxina por sistemas con
pequefia proporcion o carentes de SM, como demostramos
en monocapas Y en bicapas (figura 2C) que coincide con los
hallazgos previamente descritos para otras AP, 2331

Con vistas a profundizar en el efecto de la fluidez en la
actividad funcional de Stl, se estudio su unién y actividad per-
meabilizante en vesiculas unilaminares pequefias (SUV) de
PC:SM de las mismas composiciones que las empleadas en
los estudios de union a monocapas. La afinidad de St fue si-
milar por todas las vesiculas que contenian las PC saturadas
de 14, 16, y en menor medida, la de 18 dtomos de C. @9 En
correspondencia con los resultados de union a monocapas,
Stl presentd menos afinidad por los liposomas que conte-
nian la PC de mayor nimero de dtomos de C. @9 En contras-
te, Stl resulté mas afin por los liposomas que contenian la
PC insaturada en comparacion con la PC saturada de igual
numero de C. ©9

Por otra parte, la actividad permeabilizante en los SUV
disminuy6 significativamente con el aumento de la longitud
de las cadenas hidrocarbonadas. A su vez, los liposomas que
contenian PC insaturada fueron mas sensibles a la accion de
Stl que los que contenian la PC saturada de igual longitud de
cadena. Asi, los liposomas de DMPC:SM y DOPC:SM, carac-
terizados por la mayor fluidez resultaron mas sensibles a la
accion de Stl. 49

A partir de andlisis de los resultados de unién se infirié
gue la mayor actividad permeabilizante de Stl en las vesiculas
que contienen DMPC o DOPC es consecuencia de diferencias
en una etapa del mecanismo de formacion de poros posterior
a la unioén de la toxina a la membrana. Por otro lado, a pesar
de que se ha argumentado que la coexistencia de fases y las
interfases laterales, derivadas de dicha coexistencia, favore-
cen la afinidad de estas toxinas por la membrana, (20223637

nuestros resultados apoyan la idea de que su existencia no
es determinante para la union y la permeabilizacion en mem-
branas de PC:SM sino la disponibilidad de SM en un ambiente
fluido.

Los esteroles incrementan la union y la actividad
permeabilizante de Stl independientemente de su
capacidad de generar coexistencia de fases

Se emplearon monocapas Yy liposomas formados por
mezclas ternarias de DOPC: SM: esterol (1:1:1) (figura 4) que
contenian Chol o ergosterol (Erg), promotores de la forma-
cién de fases liquido ordenadas en membranas fosfolipidicas
o CIn que inhibe su formacién. ©® La inclusién de Chol y Erg
en sistemas de DOPC:SM promovio la coexistencia de fases
liguidas LE/LC tanto en monocapas lipidicas como sus equi-
valentes Ld/Lo en bicapas, en contraposicion con la Cln don-
de solo pudo visualizarse una fase liquida continua (LE/Ld,
figura 41). 9

La inclusion de los esteroles en la mezcla de DOPC:SM
favorecid la union toxina-membrana y su AFP en el orden Chol
mayor que Erg mayor e igual que Cln mayor que PC:SM (fi-
gura 4). Stl siguié el mismo comportamiento en monocapas
y bicapas que contenian esteroles. Se ha demostrado que la
fase mas fluida es la plataforma mas adecuada para la AFP
de las AP. 9 La AFP de Stl en las membranas que contenian
Chol fue mayor que aquellas que contenian Erg. (figura 4). ©9

Si extrapolamos los resultados obtenidos en monocapas
a los de bicapas, resulta tentador especular que la fase Ld de
las vesiculas que contenfan Chol se comporta como una fase
mas fluida y con menor cohesién lipidica que la fase equiva-
lente de las membranas que contienen Erg. Por consiguien-
te, una mayor fluidez puede brindar un medio mas favorable
para la oligomerizacion y la insercion del N-terminal de Stl en
las membranas que contienen Chol. Adicionalmente, el drea
ocupada por la fase LE en las monocapas de DOPC:SM:Chol
es menor que el correspondiente en las membranas que con-
tienen Erg, ©® como se describid previamente para bicapas. ¥
El confinamiento de Stl a un area reducida con una cantidad
relativamente elevada de SM“% en una fase menos ordena-
da pudiera ser una estrategia para reducir el area difusional
y facilitar la oligomerizacion y la insercion del N-terminal de
Stl en la membrana. Consecuentemente, la AFP de Stl, en las
vesiculas que contienen Chol, es mas eficiente debido tanto a
la mayor fluidez de la fase Ld como al efecto concentrador so-
bre Stl. En resumen, ambos Chol y Erg, potenciaron la activi-
dad de Stl. A diferencia del Choly Erg, la CIn no favorecio la ac-
tividad de Stl en todos los sistemas vesiculares, posiblemente
debido a su incapacidad de promover la separacion lateral de
fases. La potenciacion de la unién y la actividad permeabili-
zante de Stl promovida por los esteroles parece resultar de la
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Fig. 4. Efecto de la naturaleza quimica de los esteroles en la actividad permeabilizante de Stl en sistemas vesiculares. Dependencia de la activi-

dad permeabilizante de Stl en funcién de la relacion molar lipidos/Stl a los 10 min de adicionada la toxina a los SUV. f10 es la proporcion de

fluoréforo liberado. Cada punto corresponde a la media de tres determinaciones independientes y la barra indica la DE. Las curvas corresponden
al ajuste de los datos experimentales a la funcién sigmoidal de Hill (R? > 0,96). (1) Visualizacion de GUV de diferente composicion lipidica en con-
traste de fase y modo fluorescente: DOPC:SM:Chol (1:1:1) (Ay B), DOPC:SM:Erg (1:1:1) (Cy D) y DOPC:SM:CIn (1:1:1) (E y F) conteniendo en todos
los casos 0.2 mol % Rho-PE. La barra escala blanca en A equivale a 20 um y es representativa para todas las imagenes. Paneles de la izquierda:

modo contraste de fase, paneles de la derecha, modo fluorescente. (Il) Curvas cinéticas representativas que muestran el % de GUV que experi-
mentan una disminucién de contraste de fase después de la adicién de Stl. Composicién lipidica: () DOPC:SM:Chol (1:1:1), -{® DOPC:SM:Erg

(1:1:1), (&) DOPC:SM:CIn (1:1:1) y (¥} DOPC:SM (1:1).

mayor heterogeneidad molecular de la membrana que alcan-
za su maxima expresion en las mezclas que contienen Chol y
Erg como resultado de la coexistencia de fases.

Conclusiones

Stll reconocio, ademas de la SM, a la Cer y a los glicoes-
fingolipidos anionicos, no asf a los neutros. Las simulaciones
de dinamica molecular predijeron la formacién de dos enla-
ces de hidrogeno estables con la SMy uno menos estable con
la fosfatidilcolina. Asimismo, sugirieron que las interacciones
electrostaticas determinan su interaccion preferencial con la
SM. La condicion de equimolaridad de PC y SM, analoga a la
encontrada en las membranas citoplasmaticas de las células
eucariontes, favorece la unién y formacion del poro por Stl
y Ngr. Bajo esta condicion, se alcanza un balance favorable
entre la disponibilidad del esfingofosfolipido y la fluidez de la
membrana, necesario para la unién y formacion de poros.

La AFP de las AP es un fendmeno multifactorial que
trasciende el simple reconocimiento de la SM, en el que par-
ticipan otros lipidos de la membrana de base ceramida que
posiblemente modulen este mecanismo en las membranas
celulares. Los esteroles constituyen el 3¢ componente lipidico
mas abundante en las membranas celulares animales y se
les ha atribuido una funcion reguladora de sus propiedades
fisicoquimicas. El Chol y el Erg, tipicos de animales o levadu-
ras y hongos, respectivamente, inducen la separacion lateral
de fase en mezclas ternarias con PC y SM. La potenciacion
de la actividad de Stl generada por los esteroles resulta de la
heterogeneidad de la membrana e incluye, ademas de la se-
paracion lateral de fases, el grado de hidratacion de la cabeza
polary la propension a formar fases no laminares, entre otros.
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