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RESUMEN

ABSTRACT

La teoria de los microdominios lipidicos ha ganado terreno y
finalmente se ha demostrado su existencia por diversas técni-
cas, aunque aun existen aspectos que resultan controverti-
dos. Actualmente, existe evidencia de que este tipo de domi-
nios membranales se encuentra, ademas de en la membrana
plasmatica, en organelos tales como reticulo endoplasmatico,
complejo de Golgi y mitocondrias. En estos organelos pueden
participar en funciones tan importantes como la clasifica-
cién, distribucién y retencién de proteinas, en el transporte de
colesterol, vesiculaciéon y en la senalizaciéon de apoptosis que
implica la intervencién de las mitocondrias. Es cierto que atn
falta mucho por investigar para dar una total credibilidad a
esta teoria, sobre todo porque en algunos organelos como en
el reticulo endoplasmatico y en las mitocondrias, las con-
centraciones de colesterol y glicoesfingolipidos —que son im-
portantes para la formacién y estabilidad de este tipo de
membranas— son muy bajas, pero sin duda es un tema apa-
sionante que promete resultados importantes en los préximos
anos. El propoésito de esta revision es hacer un recuento de la
informacién generada hasta el momento sobre la presencia y
posibles funciones de los microdominios lipidicos en las mem-
branas de algunos organelos celulares.

Although it is a controversial topic, the lipid microdomain
theory has overcome the adverse opinions and finally its
existence has been proved by diverse microscopy tech-
niques. Currently, there is evidence with regard to this
kind of membrane domains are in fact in the cell or-
ganelles such as the endoplasmatic reticulum, the Golgi
complex, and the mitochondria and they are not restricted
to the plasmatic membrane. In these organelles, the lipid
domains could participate in important cell functions, e.g.
protein sorting and delivering, protein retention, choles-
terol transport between cell compartments, vesicle forma-
tion and death signaling with mitochondrion participa-
tion. There is still a great deal of research to do in order
to reach a solid theory of organelle-lipid domains, princi-
pally because, in some of those organelles, cholesterol and
sphingolipids, that are important to build and stabilize
lipid membranes, are present at lower concentrations.
However, it is an interesting topic of research that will
contribute with important information in the coming
years. The purpose of this review is enlisting the recent evi-
dence about the existence and the probable functions of
lipid rafts in the cell organelles.

Palabras clave: Microdominios lipidicos, reticulo endo-
plasmatico, complejo de Golgi, mitocondria, endosomas, co-
lesterol, glicoesfingolipidos.

INTRODUCCION

En la década de los 70, el modelo del “mosaico flui-
do” de Singer y Nicolson,! se propuso como una for-
ma de ver a las membranas biolégicas que pudiera
conciliar los conocimientos que se habian acumulado

Key words: Lipid domains, endoplasmatic reticulum,
Golgi complex, mitochondria, cholesterol, endosomes, gly-
cosphingolipids.

hasta entonces. Este modelo describia a las membra-
nas como un mar de lipidos, donde éstos y las protei-
nas se distribuian de manera completamente aleato-
ria. Sin embargo, una década después comenzé a
acumularse evidencia sobre la segregacién de glicoes-
fingolipidos y colesterol en pequenos dominios, dis-

* Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologfa "Ignacio Chavez".

Correspondencia:

M en C. Eduardo Martinez-Abundis. Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chévez; Juan Badiano Ndam. 1,
Col. Seccién XVI, Delegacién Tlalpan, 14080, México, D.F. Fax (+52) 55 73 09 26, E-mail: lulimtz@yahoo.com.mx

Recibido: 21-11-2007
Aceptado: 07-07-2008

164

Bioquimia


http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/medi-artemisa

persos en un fondo de fosfolipidos.23 Actualmente es-
tos dominios lipidicos son conocidos como microdo-
minios lipidicos (ML), rafts, membranas insolubles
en detergentes no iénicos (DRM) o membranas enri-
quecidas en gangliésidos (GEM). Se trata de sitios
particulares en las membranas donde se concentran
glicoesfingolipidos y colesterol, lo que provoca que
sean menos fluidos que el resto de la membrana* y
por lo tanto, resistentes a la solubilizacién a baja
temperatura con detergentes no iénicos. Estos nue-
vos conocimientos permiten extender el concepto de
mosaico fluido hacia una nueva descripcion de la bi-
capa: en principio heterogénea, pero con dominios
discretos de composicién muy especifica.’

Esta propiedad ha llevado a proponer a los ML
como blancos potenciales para ciertas aplicaciones
médicas, debido a que son utilizados por algunos vi-
rus y bacterias como puntos de adhesién y entrada a
la célula,’ también se sabe que son importantes en di-
versas funciones celulares, tales como en las casca-
das de senalizacion™ y en la estructura del citoes-
queleto.!!? Esto se debe a que su composicion rica en
lipidos saturados favorece la distribucién de las pro-
teinas con base en ciertas caracteristicas de la es-
tructura de las mismas; por ejemplo, se sabe que las
proteinas palmitoiladas o conjugadas con glucosil
fosfatidil inositol (GPI) se encuentran preferentemen-
te en estos sitios y no distribuidas de manera homo-
génea a lo largo de toda la membrana.!*!¢ Por otra
parte, se han descrito secuencias especificas de ami-
noécidos en las hélices transmembranales de algunas
proteinas que las hacen afines al colesterol,'”!° que
favorecerian su segregacién en los ML.

Controversias sobre la existencia de los micro-
dominios lipidicos

Aunque la existencia y funciones de los microdomi-
nios lipidicos son temas que han inspirado un sinfin
de investigaciones en todo el mundo (si se realiza
una bisqueda en el PubMed con las palabras clave /i-
pid rafts, ésta da como resultado cerca de 400 articu-
los s6lo en la primera mitad del ano 2007), existe un
sector que atn se resiste a reconocer su existencia,
lo que ha dado pie a la publicacién de trabajos con
nombres tan peculiares como “Balsas lipidicas: ahora
las ves, ahora no”,?° o Balsas lipidicas: éelusivas o
ilusivas??! La realidad es que la evidencia sobre la
existencia de los ML en las membranas celulares,
estd fundamentada en dos de sus caracteristicas prin-
cipales: su insolubilidad en detergentes no i6nicos
como el Tritén X-100 (TX100) y su susceptibilidad
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ante agentes que remueven el colesterol de las mem-
branas. Algunos de los resultados que mas refuerzan
las ideas en contra de la existencia de los ML surgie-
ron al retar estas dos caracteristicas. Por una parte,
se ha demostrado que los mismos detergentes utiliza-
dos para aislar los ML pueden inducir su formacién
espontanea en membranas artificiales que inicialmen-
te presentaban una fluidez homogénea.?” Por otra
parte, la remocion quimica de colesterol puede causar
efectos adicionales a la disrupciéon de los ML si se
mantiene por tiempos prolongados;* dichos efectos
“secundarios” podrian interferir con las variables
analizadas y dar resultados engafnosos o mas aun,
erréneos.

La leccion importante que nos deja este tipo de ex-
perimentos, es que no podemos desarrollar una in-
vestigacion seria, cimentada solamente en una de es-
tas caracteristicas, por lo que debemos ser muy
cuidadosos con la interpretacion de los resultados ob-
tenidos.

Algunas de las preguntas més interesantes y difici-
les de responder son aquéllas con respecto a caracte-
risticas particulares de estas entidades, tales como su
tamano y “tiempo de vida”. Actualmente podemos ha-
blar de diferentes tipos de ML, particularmente de los
que tienen una vida media relativamente larga gra-
cias a ciertas proteinas que los estabilizan (caveo-
las),?* por lo que su caracterizacion ha sido mas sen-
cilla y, de aquellos que son menos estables, que se
forman y desintegran rapidamente. Estos tltimos
han sido estudiados con diferentes técnicas de mi-
croscopia en la membrana de células vivas, con algu-
nos resultados negativos® y otros que confirman su
existencia.?®?" Los datos proporcionados por estos tl-
timos estudios indican que el tamano de los ML pue-
de variar desde unos cuantos nanémetros a una mi-
cra y que pueden ser estables hasta por algunos
minutos.? Una aportacion trascendente de estas in-
vestigaciones, més alla de darnos a conocer el tama-
fo y tiempo de permanencia de los ML, es que genera
un tipo de evidencia diferente a la obtenida de las
manipulaciones bioquimicas y que apoya la teoria de
los ML.

Microdominios lipidicos en membranas de
organelos: épor qué y para qué?

No es dificil pensar en la posibilidad de que los ML
puedan ser encontrados mas alld de la membrana
plasmatica. Basta recordar que tanto el colesterol
como la ceramida (el lipido base de los glicoesfingoli-
pidos) son sintetizados en el reticulo endoplasmatico
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y que existe un gradiente de colesterol que va de una
menor concentracién en el RE a una mayor en la
membrana plasmatica.?® Con este conocimiento y si-
guiendo los efectos que causa la remocion de coleste-
rol en las membranas internas de la célula, se ha pro-
puesto la existencia de microarreglos lipidicos (o al
menos estructuras semejantes) en la mayor parte de
los organelos. Al parecer algunas de sus principales y
mas importantes funciones son la clasificacién y co-
rrecta distribucion de las proteinas neo-sintetizadas
y la vesiculacion a lo largo de las vias secretora y en-
docitica® (Figura 1).

Reticulo endoplasmdtico. En este organelo se sinte-
tiza la mayor parte de las proteinas y los lipidos de
novo en la célula. Sin embargo, una observacién muy
importante es que tiene un bajo contenido de coleste-
rol y glicoesfingolipidos. En un estudio temprano en
1994, utilizando la subunidad B de la toxina del célera
como marcador, se detect6 GM1 en la fraccién trans
del aparato de Golgi, en algunas estructuras endociti-
cas y en membrana plasmaética, pero no en el RE.*

Mas recientemente, se ha encontrado evidencia de
la existencia de ML en la membrana del RE. Brow-
man y cols. (2006) demostraron que dos proteinas de
la familia de las prohibitinas (C8orf2 y KE04p), pue-
den ser aisladas preferentemente, en fracciones inso-
lubles en TX100 de células mielomonociticas y que és-

tas se localizan en el RE, pero no se encuentran en la
membrana plasmatica,?? de tal suerte que las propo-
nen como miembros de una nueva familia de protei-
nas: Erlin-1y -2, (del inglés Endoplasmic Reticulum
Lipid Raft Protein). Por otra parte, el transporte de
la fosfatidilserina sintetizada en el reticulo endoplas-
matico parece estar mediado por dominios especificos
en las membranas de este organelo, de los cuales de-
pende la fusion de la vesicula donadora del RE con la
membrana aceptora del complejo de Golgi.?® Estos do-
minios no dependen de la concentracion de colesterol,
pero si de su composicion de fosfolipidos.

En la patogénesis de la encefalitis espongiforme
transmisible, una enfermedad neurodegenerativa, es
importante la acumulacion de la proteina prion en su
forma no plegada dentro de las neuronas.? El correc-
to plegamiento de esta proteina, que se lleva a cabo
en el RE, se inhibe tras la remocion de colesterol y se
asocia al menos a dos tipos diferentes de arreglos lipi-
dicos, mismos que difieren en su susceptibilidad a la
extraccion de colesterol.?

Estas evidencias sugieren la existencia de ML en el
RE, aunque aparentemente su composicion lipidica es
diferente de los ML de membrana plasmatica, que
como ya se menciono es pobre en colesterol y glicoes-
fingolipidos, pero que igualmente cumplen funciones
importantes, tales como favorecer el correcto plega-

Reticulo endoplasmatico
Correcto plegamiento de proteinas
Fusion de vesiculas — Golgi

Organelos endociticos
Reciclamiento de proteinas
Actividad autofagica

Figura 1. Organelos donde se
han descrito microdominios li-
pidicos y sus probables funcio-
nes. Estructuras semejantes a ML
han sido descritas en practica-

mente todos los organelos, con

Mitocondria

Posible participacion en apoptosis
via intrinseca

Fenémenos de fusion y fision

de proteinas

Complejo de Golgi
Correcta clasificacion y distribucion

Transporte de colesterol RE— MP

importante participacién en las
diversas funciones de cada uno
de éstos. RE, reticulo endoplas-
maético. Modificado de la refe-
rencia 29.
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miento de las proteinas y la comunicacién entre RE y
el Golgi por medio del transporte vesicular. Cabe se-
nalar que la ceramida, un lipido con cadenas satura-
das que sirve como base para la sintesis de los glicoli-
pidos complejos, ya se encuentra presente en este
compartimiento. Este puede ser el componente que
aporte las cadenas saturadas para el estrecho empa-
quetamiento que caracteriza a los ML, cumpliendo la
funcion de los glicoesfingolipidos.

Complejo de Golgi. Suponer que las membranas
insolubles en TX100 provenian exclusivamente de
membrana plasmatica es una de las razones por las
que los ML no se ubicaran antes en membranas de
organelos. Cuando previo al andlisis se realiz6 un
fraccionamiento de membranas de diferentes organe-
los se encontr6 que las membranas insolubles en de-
tergente (MID) no derivan sélo de la fraccién corres-
pondiente a la membrana plasmatica.

Una de las mas importantes funciones del complejo
de Golgi es la clasificacion de proteinas y su correcta
distribucion al resto de las membranas. A diferencia del
RE, el complejo de Golgi cuenta con una concentracion
mayor de colesterol en sus membranas y es aqui donde
ocurren los dltimos eventos de la sintesis de glicoesfin-
golipidos, por lo que su composicion lipidica es mas pa-
recida a la que existe en la membrana plasmatica. En
1993, Bretscher y Munro propusieron la existencia de
una fase pobre y una rica en colesterol coexistiendo en
las membranas del complejo de Golgi.?’

Los avances mas significativos con respecto a la
presencia y funcién de los microarreglos lipidicos en
este organelo provienen de estudios en células polari-
zadas que tienen dos tipos diferentes de membranas:
apical y vasolateral.?®* Esta diferenciaciéon depende
de la correcta clasificacién y distribucién de protei-
nas que s6lo se localizan en uno u otro de estos tipos
de membrana.*® Trabajando con enterocitos, que son
células absorbentes del intestino delgado, Hansen y
cols. (2000), demostraron que la distribucién de ami-
nopeptidasa N, una proteina que se encuentra exclu-
sivamente en la membrana apical, se vuelve erratica
cuando estas células son sometidas a extraccién de
colesterol,? a diferencia de lo que ocurre con la Na+/
K+ ATPasa, que normalmente es enviada a la mem-
brana vasolateral y no sufre cambios al remover el
colesterol. Por otra parte, Lipardi y cols. (2000), en-
contraron que el GPI es necesario para la insercién
de las proteinas en los ML del complejo de Golgi,
pero no es suficiente para que sean enviadas a la
membrana apical de la célula.*

Las proteinas conjugadas con GPI, que normal-
mente se encuentran en los ML en la membrana plas-
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matica, son retenidas en el Golgi de células aisladas
de tejido pulmonar de ratones deficientes de caveoli-
na-1,%2 lo que demuestra que la segregacién de algu-
nas proteinas que normalmente se encuentran enri-
quecidas en ML ocurre antes de que éstas se integren
a la membrana plasmatica. Otro estudio mostré que
diferentes proteinas conjugadas con GPI son concen-
tradas o en el Golgi o en la membrana plasmatica,
pero que el intercambio es muy rapido entre las dos
membranas*® (para una revision de las funciones de
rafts en transporte intracelular ver referencia 44).

Como ultimo punto dentro de esta seccién, anadi-
remos que los ML pueden ser el vehiculo utilizado
para transportar el colesterol neo-sintetizado desde el
RE hasta la membrana plasmatica, pasando por el
complejo de Golgi.*® De esta manera, los ML cumpli-
rian una funcién adicional a las ya mencionadas: la
clasificacion y distribucion de proteinas.

Mitocondria. Al discutir la existencia de ML en las
membranas de las mitocondrias, nos encontramos
con los mismos problemas descritos en la seccion de-
dicada al RE y esto se debe a que ambos organelos
contienen muy bajas concentraciones de colesterol en
sus membranas. En las mitocondrias, el colesterol re-
presenta solamente el 3% de los lipidos totales y de
los glicoesfingolipidos sélo se encuentran trazas. Sin
embargo, bajo condiciones particulares, como es el
caso del disparo de apoptosis mediada por receptores
de muerte, se ha encontrado que la concentracién de
ceramida aumenta en la mitocondria® y se acompana
de un incremento en GD3,*" lo que podria favorecer
la formacion de ML.

En el 2005, Garofalo y cols., encontraron membra-
nas resistentes a la solubilizacién con TX100 (DRM)
en mitocondrias de células T a las que se indujo apop-
tosis, activando los receptores de muerte con factor
de necrosis tumoral a (FNT-2).*® Una interesante ob-
servacion fue que estas membranas se encuentran
enriquecidas con la proteina porina o Canal Aniénico
Dependiente de Voltaje (VDAC). En ese mismo traba-
jo se consigui6 aislar e identificar los glicoesfingolipi-
dos GD3 y GM3 de las membranas mitocondriales,
aunque en cantidades muy pequenas.

Con respecto a la apoptosis mediada por recepto-
res de muerte, se sabe que dispara una cadena de
eventos que involucra a la mitocondria®® (via intrin-
seca de apoptosis). La proteina pro-apoptética de la
familia de Bcl-2 conocida como Bax induce la libera-
cion de citocromo c de este organelo al interactuar
con VDAC,* la misma proteina que se encontré enri-
quecida en las fracciones insolubles en el trabajo de
Garofalo y cols. (2005).%® La interaccién entre estas
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proteinas induce la formacién de un canal inespecifi-
co en la membrana externa mitocondrial (MEM), que
es finalmente lo que permite la liberacion del citocro-
mo c al citosol® y con esto, que la cascada apoptética
se amplifique (Figura 2).

Resultados obtenidos por nuestro grupo apoyan
esas observaciones, ya que al remover parte del co-
lesterol de mitocondrias de rindén con metil-3-cilodex-
trina (MBCD) se inhibe la apertura del poro de la
transicion inducida por Bax recombinante aunque,
interesantemente, no se evita su insercién en la mem-
brana mitocondrial.??

Evidentemente hace falta investigacion mas extensa
al respecto, pero los pocos resultados con que se cuen-
ta, indican que existen estructuras en la membrana
externa mitocondrial semejantes a los ML de la mem-
brana plasmatica y que cumplen una funcién impor-
tante, al menos en la senalizacion de la apoptosis acti-
vada por receptores de muerte. Es importante recalcar
que no debemos esperar que estos dominios lipidicos
tengan las mismas propiedades que los presentes en la
membrana plasmatica, por las razones ya menciona-
das, de modo que la manera de caracterizarlos debera
ajustarse de acuerdo a su composicién particular.

ML en organelos endociticos. El reciclamiento de
proteinas de la membrana plasmatica es un mecanis-
mo en el cual también participan los ML. La mayoria
de las proteinas conjugadas con GPI son recicladas de
la membrana plasmatica y la velocidad de reciclamien-
to, ademas de la retencién en los endosomas es depen-
diente del contenido de colesterol de la membrana.5?

Por otra parte, se ha propuesto que la autofagia
también es influenciada por la existencia de los ML.

Estimulo
apoptético

Bax

RN

MEM

VDAC

w—p-

La autofagia es un mecanismo desarrollado por las cé-
lulas para eliminar moléculas e incluso organelos
completos que han envejecido o perdido su funcién, lo
que evita su acumulacién y, por ende, el mal funciona-
miento de la célula.’* Muchas de las proteinas citosdli-
cas son degradadas en lisosomas mediante una forma
particular de autofagia, llamada autofagia mediada
por chaperonas (CMA). En este mecanismo, las protei-
nas que seran degradadas deben unirse a proteinas es-
pecificas en la membrana del fagosoma, que fungen
como receptores.’® Estos receptores conocidos como
LAMP-2A (proteinas de membrana asociada a lisoso-
mas) se encuentran en dominios lipidicos sensibles a
la extraccion de colesterol. Cuando estos receptores se
encuentran en los ML, la actividad autofagica dismi-
nuye, incrementandose de manera importante cuan-
do se extrae el colesterol de las membranas.5¢ Estos
resultados indican que el envejecimiento, caracteriza-
do por la acumulaciéon tanto de organelos como de
moléculas individuales no funcionales debido a la fal-
ta de recambio, también podria verse influenciado di-
rectamente por el efecto que tienen los ML en las
membranas sobre la actividad de proteinas que inter-
vienen en el proceso.

CONCLUSIONES

La evidencia encontrada hasta el momento indica
que los microarreglos lipidicos no son exclusivos de
la membrana plasmatica, sino que se refuerza la idea
de que éstos participan de manera importante en las
funciones de los organelos donde se han encontrado,
por mencionar algunas: en la clasificacién y reten-

Liberacion de
cit ¢ al citosol

Citc

Figura 2. Bax y VDAC se asocian en los ML de mitocondria. Como respuesta a algunos estimulos apoptéticos, Bax se moviliza
del citosol a la membrana externa mitocondrial, donde interacciona con VDAC para permitir la salida de citocromo c del espa-
cio intermembranal al citosol. Esta asociacion parece ocurrir preferentemente en ML presentes en la mitocondria. MEM, mem-
brana externa mitocondrial; ML, microdominio lipidico; cit c, citocromo c.
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cién de proteinas en compartimientos como RE y Gol-
gi, en el transporte de colesterol y en la senalizacién
de muerte mas alla de la membrana plasmatica. La
investigacién en este campo, aunque no es nueva, se
encuentra aun en una fase inicial. Esto se debe, al
menos en parte, a lo dificil que ha resultado encon-
trar las metodologias que demuestren de manera con-
tundente, tanto su existencia como su importancia
en las membranas de organelos de las células. Este
parece ser el desafio mas importante para los grupos
que se dedican a hacer investigacion en este campo.
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FE DE ERRATAS

En la Revista Bioquimia No. 132, Vol. 33 2008. p. 90, 103, articulo "Evaluacién de
factores de riesgo litogénico en neonatos sanos" en el nombre de los autores esta es-
crito: Jorge Salha-Villanueva y debe decir: Salha Villanueva-Jorge.

En la Revista Bioquimia No. 132, Vol. 33 2008. p. 115, articulo "Avances en la inte-
raccion entre micoplasmas y espermatozoides de humano', en el Abstract y
el Resumen esta escrito: Mycoplasma vaginalis, y debe decir: Mycoplasma ge-
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