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RESUMEN

La asimetria de las membranas es una caracteristica de gran relevancia para la fi-
siologia de la célula eucarionte, dado que la distribucién diferencial de lipidos es en
si una forma de sefializar eventos celulares especificos. Para conseguir la asimetria
membranal, la célula cuenta con las flipasas, ATPasas especializadas que transfieren
fosfolipidos especificos de la capa exoplasmica a la capa citoplasmica de la bicapa
membranal y con flopasas que regulan el flujo de fosfolipidos en sentido inverso. En
el presente trabajo se ilustran las funciones de algunos de estos transportadores lo-
calizados en la zona canalicular de los hepatocitos donde se realiza la sintesis y secre-
cion de sales biliares. Algunas mutaciones del gen codificante para la flipasa ATP8B1,
generan distintos tipos de colestasis que afectan no sélo las funciones del hepatocito
sino a nivel extrahepatico, por ejemplo en intestino delgado o en oido interno.

ABSTRACT

Membrane assymetry represents a feature of paramount relevance in the physiology
of the eukaryote cell since the differential distribution of lipids represents by itself
the signaling of specific cellular processes. In order to accomplish the membrane
assimetry, the cell is provided with flippases, specialized ATPases moving specific
phospholipids from the exoplasmic side to the cytoplasmic side of the membrane
bilayer, and with floppases moving phospolipids in the opposite direction. In this work
are shown the functions performed by several of these transporters located in the
canalicular region of hepatocytes where the synthesis and secretion of bile salts occur.
Several mutations in the gene encoding for the flippase ATP8B1 produce different
types of cholestasis affecting not only the function of hepatocytes, but extrahepatic
functions, for example in the small intestine or inner ear.
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ASIMETRIA DE MEMBRANAS

La conceptualizacion de las membranas de las cé-
lulas eucariontes ha experimentado una evolucion
en correlacion directa con los hallazgos referentes a
su estructura. Resaltan entre otros, la demostracion
de la existencia de una bicapa lipidica como parte
de la estructura membranal por Gorter y Grendel
en 1925; el caracter asimétrico de la composicion
de la misma descrito por Bretscher y el modelo de
mosaico fluido de Singer y Nicolson en 1972 que
involucra un dinamismo dado por movimientos de
lipidos (flip-flop) de un lado a otro de la membrana.
Recientemente, el mismo Nicolson ha actualizado el
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modelo de mosaico fluido incorporando conceptos
nuevos Yy la relevancia de los dominios tipo balsa
lipidica e interacciones con el citoesqueleto.

Una caracteristica propia de la membrana
plasmatica es la asimetria en su composicion de
fosfolipidos, lo cual implica que la capa de la mem-
brana que se orienta hacia el exterior de la célula
(cara exoplasmica o trans) tiene una composicion
distinta a la de su contraparte en la capa interna
(cara citoplasmica o cis). En 1971, Mark Bretscher
determind mediante marcaje radioactivo con un
reactivo capaz de reconocer grupos aminos pri-
marios (formil-metionil-sulfon metil fosfato), que
la fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE)
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se ubican en la cara citopldsmica de la membrana
del eritrocito. Posteriormente, en la propuesta del
modelo del mosaico fluido se incorpord el concepto
de asimetria de membrana al tiempo que se racio-
nalizé la existencia de un movimiento tipo flip-flop
que permitiria el paso de lipidos de uno a otro lado
de la membrana. Actualmente es conocido que
en la mayoria de las células eucariontes, la cara
exoplasmica de la membrana esta enriquecida en
fosfatidilcolina (PC), esfingomielina (SM) y gluco-
esfingolipidos en tanto que la cara interna tiene
abundancia de PS y PE. Por ejemplo en el eritrocito
en condiciones normales, del 100% de fosfolipidos
de membrana, en la cara externa hay un contenido
similar de PC y SM aproximadamente del 25%; 6%
de PE y practicamente no hay PS. En contraste, en
la cara interna hay aproximadamente 24% de PE,
13% de PS y 6-7% de PCy SM (1).

A continuacion se describen algunos de los sis-
temas que las células poseen para mantener la
asimetria de membrana.

TRANSPORTADORES ENCARGADOS DE LA
ASIMETRIA DE MEMBRANA

Acerca del mecanismo generador de la asimetria
membranal, Bretscher propuso el término flipasa
para aquellos transportadores de lipidos cuya fun-
cion seria equilibrar los lipidos recién sintetizados
a través de las membranas biogénicas, como el
reticulo endoplasmico. La descripcion funcional
de las flipasas en eritrocitos se reportdé en 1984
cuando Seigneuret y Devaux caracterizaron una
aminofosfolipido-translocasa (2). Ahora se sabe que
este proceso, a diferencia del flip-flop convencio-
nal, se lleva a cabo mediante proteinas integrales
de membrana que contienen diez dominios trans-
membranales y que se denominan genéricamente,
flipasas dependientes de energia o aminofosfolipido-
translocasas. Al interior de la célula, las flipasas
muestran una pequefa asa que contiene el sitio
actuador y entre los dominios transmembranales
4 y 5, un asa de mayor tamano donde se ubica
el dominio catalitico que contiene un sitio de fos-
forilacion y un sitio de unidén a nucleétidos donde
se une el ATP. Dichas flipasas pertenecen a una
superfamilia de ATPasas tipo P (aquellas que para
llevar a cabo su ciclo catalitico requieren de un
intermediario fosforilado). La superfamilia consta
de 5 subfamilias denominadas P1-P5, las flipasas
pertenecen a la subfamilia mas grande (P4) con
14 miembros y presente exclusivamente en euca-
riontes. El término flipasa aplica para el transporte
basicamente de fosfatidilserina y fosfatidiletano-
lamina de la capa externa a la interna, aunque
existen reportes de que también se transportan
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Figura 1. Representacion de la direccionalidad de

las proteinas involucradas en la translocacién de
lipidos en las membranas biolégicas de eucariontes.
Las flipasas (V) y flopasas (M) realizan el transporte
direccionado de lipidos de manera dependiente de
ATP, mientras que las escramblasas ( ) ) lo realizan de
manera independiente de la hidrdlisis de ATP.

fosfatidilcolina y lisofosfatidilcolina en algunas
células de mamifero y de levadura. Las flipasas
tienen una distribucion amplia en eucariontes,
recientemente se ha reportado que las variantes
ATP11A y ATP11C se expresan ubicuamente en
tejidos de humano y raton (3), cabe destacar que
la presencia de flipasas se ha descrito también en
organelos como el aparato de Golgi.

El mecanismo por el cual ocurre el transporte
de lipidos mediado por flipasas aun no se conoce,
sin embargo, se sabe que once de las ATPasas P4
interacttan con proteinas tipo CDC50 (“cell division
cycle protein 50”) formando heterodimeros. Las
proteinas CDC50 oscilan entre 50-60 kD y cuentan
con dos dominios transmembranales (TM) y un asa
extracelular, se sugiere que su funcién podria ser
permanente cuando se forma una subunidad tipo p
de la misma flipasa o bien transitoria, si actia como
chaperona (4).

Otras proteinas que transportan lipidos a través
de las membranas son las flopasas y escramblasas
(Fig. 1). Los transportadores que llevan lipidos, par-
ticularmente PC, en sentido inverso al de las flipa-
sas, se denominan flopasas y también dependen de
la hidrdlisis de ATP. Las escramblasas presentan un
flujo bidireccional principalmente de fosfatidilserina,
no dependiente de ATP pero al parecer dependiente
de un aumento de la concentracioén citosélica de cal-
cio lo cual se ha reportado en eritrocitos y plaquetas

(5).
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IMPORTANCIA FISIOLOGICA DE LAS
FLIPASAS

El transporte direccionado y especifico de ciertos
aminofosfolipidos en las membranas bioldgicas me-
diado por flipasas y/o flopasas tiene implicaciones
fisiologicas importantes. La redistribucion de lipi-
dos contribuye a la modulacion de las membranas
durante momentos especificos donde las flipasas
pueden funcionar como verdaderos interruptores
para la ejecucion de funciones tales como vesicu-
lacion de membrana, apoptosis y division celular,
entre otras.

Experimentalmente se ha demostrado en plaque-
tas y eritrocitos que la translocacion de lipidos en
la membrana plasmatica produce cambios locales o
totales en la forma de las células, lo cual involucra
la participacion del citoesqueleto. Por lo tanto, las
flipasas no solo regulan la composicion de la mem-
brana sino su estructura, lo cual permite a su vez
la modulacion dentro de la misma bicapa lipidica
de distintos eventos que ocurren en la célula. Sin
duda, esta serie de mecanismos confieren a las
células un alto grado de especializacion requerido
para realizar diversas funciones.

Las flipasas se han clasificado con base en homo-
logias de secuencia en seis subclases, sin embargo,
esta clasificacion no es del todo util debido a que
las subclases no comparten semejanzas funcionales
o especificidades de los lipidos que transportan a
través de las membranas. Las flipasas de las clases
1y 2 se encuentran en todos los eucariontes, las de
las clases 3 y 4 son propias de levaduras, las de la
clase 5 se han descrito en el gusano Caenorhabdi-
tis elegans y en la planta silvestre Arabidopsis, en
Drosophila y en mamiferos se encuentran también
flipasas de la clase 5y 6 (6).

Con objeto de ilustrar la relevancia fisioldgica
de los transportadores que mantienen la asimetria
membranal, en este trabajo tomamos como ejemplo
cercano a nuestra area de trabajo a las flipasas y
flopasas presentes en el hepatocito. Entre las mul-
tiples funciones del hepatocito, destaca la sintesis
de las sales biliares que se secretan a través del
dominio canalicular de la membrana plasmatica
hacia el arbol biliar y de éste a la vesicula biliar
para entrar al ciclo enterohepatico, esto es, a las
células del intestino delgado o enterocitos y de
regreso al hepatocito, mediante el cual se recupe-
ran cerca del 95% de las sales biliares. El dominio
canalicular del hepatocito tiene una composicion
lipidica y proteica diferenciada del resto de los
dominios del hepatocito, por ejemplo, el contenido
de esfingomielina y colesterol es al menos el doble
respecto a los dominios sinusoidal y basolateral
(7) y destaca la presencia de la flipasa ATP8B1

(conocida también como F1C1) que transporta PS
y otras proteinas relevantes. Dentro del canaliculo
de los hepatocitos coexisten con la flipasa ATP8B1
otros transportadores indispensables para el flu-
jo biliar: la bomba exportadora de bilis (BSEP o
ABCB11) y la flopasa ABCB4 (“ATP-binding cassette,
sub-family B, member 4”) o MDR3 “multidrug re-
sistance protein 3” que transporta PC hacia la cara
extracelular del hepatocito (Fig. 2). ABCB4 esta
formada por dos modulos similares, cada uno con
seis dominios transmembranales aparentemente
relacionados con la especificidad y secrecion de
substrato, y un dominio de unién a nucleédtidos
(NBD1 y NBD2) que unen ATP. El amino terminal
contiene sitios de fosforilacion responsables de la
regulacion de la secrecion de PC (8). Experimen-
talmente se ha demostrado que la coexistencia
de ATP8B1 y ABCB4 es esencial para mantener
la integridad de la membrana del canaliculo en
los hepatocitos (9). Por una parte, se logré una
expresion baja de ABCB4 compatible con la vida
en células embrionarias de rifion (linea celular HE-
K293T), pues a mayores niveles de expresion se
observo un efecto citotdxico que podia revertirse
si se coexpresaban ATP8B1/CDC50 dando lugar al
transporte de fosfatidilcolina como lo haria ABCB4
en el hepatocito. Cuando se sobreexpresa solo
ATP8B1, gran parte de la proteina permanece en
el reticulo sarcoplasmico; si se expresa junto con
CDC50, aumenta la expresion total de ATP8B1 y se
localiza también en membrana plasmatica. Por otro
lado, en ratones manipulados genéticamente para
cancelar la expresién de ATP8B1 o ABCB4 (knoc-
kout) o de ambos (doble knockout), se determind
que la extraccion de PC depende solo de ABCB4.
Ademas, se encontré que la membrana del canali-
culo de los ratones deficientes en ATP8B1 muestra
mayor sensibilidad a los detergentes biliares que
los dobles knockout, debido posiblemente al estado
liquido desordenado que prevalece en los knockouts
de ATP8B1 al mantener alta la concentracién de
PS en la capa externa de la membrana al tiempo
que ABCB4 mueve PC hacia la misma capa externa
(9).

Otra flipasa que se expresa en hepatocitos y
células endoteliales del sinusoide (que también
transporta PS) es ATP11C. El mRNA de esta fli-
pasa muestra una expresion alta en el higado de
humano y de ratones C57BL/6 (3), la proteina se
localiza en la membrana basolateral de hepatocitos
ubicados en la zona central del lobulillo hepatico
donde desempefia un papel protector de las células
hepaticas expuestas a un exceso de sales biliares
(10).

Desde el punto de vista clinico, destacan algunas
mutaciones en el gen que codifica para ATP8B1 y
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Figura 2. Localizacion
de la flipasa ATP8B1 y

la flopasa ABCB4 en la
membrana plasmatica
del hepatocito. A) En
detalle se muestra la
regién canalicular donde
la flipasa ATP8B1 en
condiciones normales
transporta fosfatidilserina
(PS) hacia el interior de
la célula. En la misma
region, se encuentran

la flopasa ABCB4 que
transporta fosfatidilcolina
(PC) en sentido inverso y

CDC50
la bomba exportadora de
bilis o BSEP. B) Esquema
de la topologia de la
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que producen dos enfermedades hepaticas impor-
tantes que implican un flujo inadecuado de la bilis
0 colestasis (11), por un lado, un padecimiento
severo llamado colestasis intrahepatica familiar
progresiva tipo I (PFIC1, por sus siglas en inglés
o enfermedad de Byler) que provoca la muerte a
edades tempranas y otra mutacion produce un
padecimiento menos grave llamado colestasis in-
trahepatica recurrente benigna (BRIC1, siglas en
inglés) que aparentemente se resuelve de mane-
ra espontanea. Dada la localizacion de la flipasa
ATP8B1 en la region canalicular del hepatocito,
en los padecimientos mencionados se detecta un
deterioro del flujo biliar, asi como una tendencia
del canaliculo a sufrir dafio por la presencia de
las sales biliares citotoxicas en el lumen. La pre-
sencia de fosfatidilserina en la bilis (normalmente
contiene un 25% en peso seco de fosfatidilcolina)
de los pacientes demuestra la presencia andmala
del lipido en la capa extracelular de la membrana
canalicular. Asimismo, muestra la relevancia de la
ATPasa 8B1 en el propio transporte direccional de
fosfatidilserina la cual coadyuva en el manteni-

con la que interactua
formando heterodimeros.

miento de una membrana liquida-ordenada dada
por la presencia de colesterol y esfingolipidos en
el canaliculo.

Estudios realizados en modelos de ratdén, mues-
tran que las deficiencias en las ATPasas de la familia
P4 originan fenotipos que afectan ademas de la
funcidén hepatica, funciones neuroldgicas, inmuno-
I6gicas y se relacionan con la diabetes tipo 2. La
funcién anémala de estos transportadores también
deriva en fenotipos de distintas colestasis y de car-
cinoma hepatocelular para el caso de ABCB11 (12).
En relacién a la flipasa ATP11C también presente
en hepatocitos, recientemente se ha descrito su
presencia en eritrocitos humanos y una mutacion
gue se manifiesta con anemia hemolitica congé-
nita que se hereda de manera recesiva ligada al
cromosoma X (13).

CONCLUSIONES

En el curso de la evolucion, algunos de los gran-
des eventos sucedidos para dar lugar a las cé-
lulas eucariontes como hoy las conocemos son:
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el establecimiento de una membrana capaz de
delimitar a la célula misma, el surgimiento del
colesterol asociado a la sintesis de su precursor -el
lanosterol-, que solo pudo tener lugar en presen-
cia de una atmodsfera rica en oxigeno y sin duda,
la adquisicion de mecanismos para mantener la
asimetria de lipidos en la membrana plasmatica
gue confiere una sofisticada especializacion de las
células y sus funciones tanto en salud como en
estados patoldgicos. Esta breve revision muestra
gue la asimetria de membranas es esencial para
la fisiologia de las células eucariontes, aun cuando
no se ha determinado el mecanismo por el cual
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los distintos lipidos son transferidos de una a otra
capa de la membrana. Por su relevancia no solo
biolégica sino desde el punto de vista clinico, la
caracterizacion de las distintas proteinas trans-
portadoras de lipidos en la membrana celular de
diversos tipos celulares y las mutaciones presentes
en éstas asi como los fenotipos generados, son
objeto de investigacién por muchos grupos en la

actualidad.
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