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1.1 ESTRUCTURA DE LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

El estudio de las membranas biolôgicas en sus aspectos 
morfolôgicos y de multiplicidad funcional,a nivel fisiolôgl 
co, fîsico-qulmico y estructural, ocupa en estos ûltimos a- 
nos un ârea cada vez mâs amplia dentro del campo de la bio­
logie molecular, lo que se refleja en la gran cantidad de 
articules y revisiones que sobre estos temas aparece conti 
nuamente.

La primera sugerencia sobre la naturaleza lipidica de 
la membrana plasmStica fuê establecida por Overton en 1895 
(1 ) al observer que era fâcilmente atravesada por sustan- 
cias liposolubles, senalando la presencia en ella de coles 
terol y otros lîpidos (2 ).

Los estudios de Langmuir (3,4) desde 1917 sobre la dis- 
posiciôn y orientaciôn de diverses clases de lîpidos en me- 
dios acuosos,ofrecen los primeros modelos expérimentales de 
pelîculas lipidicas, sirviendo de apoyo a la interpretaciôn 
de la disposiciôn de los lîpidos en las biomembranas.

Gorter y Grendel (5) en 1925 observaron que los lîpidos 
extraldos de eritrocitos de diferentes especies con acetona, 
extendidos sobre una fase acuosa, ocupaban un Srea équiva­
lente al doble de la calculada para la superficie de los 
eritrocitos . Aunque estos experimentos adoleclan de errores
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técnlcos, como se demostrô posterlormente (6 - 8 ) respecto al 
câlculo del ârea del eritrocito y a una compléta extracciôn 
de lîpidos, sirvieron para que fuera aceptada la sugerencia 
de que la membrana estaba compuesta por una capa bimolecu- 
lar de lîpidos. Por otro lado, estudios simultâneos de la 
capacitancia de membranas atribuyeron a estas un espesor de 
33 A (9) . .

En 1932 Cole (10) consiguiô medir la tensiôn superfi­
cial de huevos de erizo de mar hallando un valor de 0,08 
dinas/cm, muy inferior al que se esperaba (1 0 - 2 0  dinas/cm) 
para membranas constituldas por bicapas lipidicas, lo que 
indujo a pensar en la existencia de capas protéicas cubrien 
do a los lîpidos. Este planteamiento era errôneo ya que se 
ha comprobado (1 1 ) que las membranas reconstituîdas con lî­
pidos en ausencia de proteînas tienen normalmente una ten­
siôn superficial muy baja, por lo que este hecho no es indi 
cativo de la existencia de cubiertas protéicas. Aquella in­
terpretaciôn errônea sirviô no obstante para reconocer la 
naturaleza lipoprotéica de las membranas-biolôgicas, si 
bien se prejuzgaba él que las proteînas se disponîan en ca­
pas cubriendo a la bicapa lipîdica. Este pensamlento influ- 
yô de manera indudable en la concepciôn que de la estructu­
ra de la membrana hicieron Danielli y Davson, y las modifi- 
caciones posteriores a la misma.
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La primera hipôtesis importante sobre la estructura de 
las membranas biolôgicas fuê elaborada en 1935 por Danielli 
y Davson (12), que propusieron su modelo de membrana consti 
tuido por una capa bimolecular de lîpidos cuyos grupos no 
polares se dispondrian adyacentes entre si, mientras que 
sus grupos polares estarîan orientados hacia fuera, y en re 
laciôn con capas monomoleculares de proteînas. Este modelo 
fuê posterlormente modificado para dar cabida a la existen­
cia de los "poros" en la membrana.

Las primeras imSgenes de las membranas que en la dêcada 
de los 50 proporcionô la microscopîa electrônica constituye 
ron valiosas aportaciones en el estudio de la estructura de 
las biomembranas. En 1959 Robertson (13), fijando con per­
manganate potSsico, pudo comprobar que las membranas presen 
taban una "imagen trilaminar" al microscopio electrônico 
calculSndoles un espesor de unos 75 Â. Posterlormente, y 
con microscopies de mayor resoluciôn, empleando el tetrÔxi- 
do de osmlo {OSO4 ) como fljador, se confirmô esta imagen 
trilaminar, especialmente si el material era incluîdo en 
"Vestopai", un prepollmero de poliêsteres y estireno.

Stoecknius en 1962 (14) utilizô membranas artificiales 
de fosfolîpidos fijadas con OSO4 y observô una imagen trila 
minar, con una lâmina clara en el centro y dos ligeramente 
densas por fuera, lo que indicaba que el fljador se habla
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unldo a los grupos polares. En un segundo experlmento, ana- 
diô proteîna al modelo de bicapa lipidica artificial y, des 
puês de tratar con OSO4 la membrana lipoprotéica as! forma- 
da, comprobô que en la micrografla electrônica seguîa apare 
ciendo la imagen trilaminar pero con las zonas densas mucho 
mâs reforzadas. Esto le hizo deducir que el osmio se fijaba 
a las proteînas y grupos polares de los lîpidos y no a los 
dobles enlaces de los âcidos grasos como se habla pensado 
en un principio. El espesor calculado de 70-75 Â coincidla 
con el de las diroensiones de las membranas celulares. Estos 
experimentos vinieron a reforzar la validez del modelo de 
Danielli y Davson.

Apoyândose en esto Robertson generalizô la estructura 
trilaminar a todas las membranas biolôgicas creando su teo- 
rla de la "unidad de membrana”, la cual suponla una impor­
tante impiicaciôn fisiolôgica: la de que tanto la membrana 
plasmâtica como las de todos los orgânulos celulares son 
partes de un sistema continue de membranas y por tanto son 
intercambiables.

La teorla de unidad de membrana y el modelo Davson-Danie 
lli-Robertson quedaron desplazados en la década de los 60. 
Por una parte eran ya conocidas las diferencias de composi- 
ciôn entre unas membranas y otras lo que estaba de acuerdo 
con la distinta funciôn que cada una desempehaba\ Por otra, 
técnicas bioqulmicas y micrograflas electrônicas de alta re
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soluciôn derrumbaron la teorla de unidad de membrana.

En efecto: ya en 1963 Sjostrand (15,16), al fijar con 
permanganate potâsico, observô que mientras las membranas 
plasmâticas mantienen su estructura trilaminar, las membra 
nas de los orgânulos c'itoplasmSticos (mitocondrias, cloro- 
plastos) presentan un aspecto mâs bien globular o vesicu­
lar con notables variaciones de espesor. El mismo autor 
comprobô que las membranas son geomêtricamente asimétricas, 
presentando una de las dos lâminas mayor grosor y densidad 
que la otra.

El modelo Danielli-Davson consideraba a las proteînas 
distendidas en conformaciôn |3 . La introducciôn de técni­
cas ôpticas y espectroscôpicas refinadas en el estudio de 
membranas no modificadas, no pudo demostrar este particu­
lar (21-2 3). Los datos que se obtuvieron de estudios con 
resonancia magnêtica nuclear, dispersiôn rotatoria ôptica 
y dicroismo circular, indicaban la localizaciôn de algunas 
proteînas en medios apolares, lo que puso de manifiesto o- 
tro punto débil en la teorîa de Danielli y Davson que sôlo 
consideraba las interacciones de proteînas con grupos hi- 
drôfilos de fosfolîpidos por fuerzas casi exclusivamente 
polares, e ignoraba las interacciones hidrofôbicas lîpido- 
proteîna. Esto estâ en contradicciôn con la necesidad de 
aplicar métodos drâsticos para romper la membrana, y con 
el hecho de que para una total extracciôn de proteînas de
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membrana libres de lîpidos deban emplearse procedimientos 
que debiliten antes las interacciones apolares.

Benson (17) en 1964, sobre los datos obtenidos del es­
tudio de membranas de cloroplastos, postulô la existencia 
de unidades funcionales complejas de membrana. En este mo­
delo la red protëica ocupa todo el espesor de la membrana 
disponiendo sus residues polares hacia la periferia y en 
relaciôn con los de los lîpidos. El centro de la membrana 
estarîa ocupado por los residues no polares de las proteî­
nas relacionândose con las cadenas alifâticas de los fosfo 
lîpidos. Este modelo daba una imagen mâs dinâmica de las 
membranas y explicaba a la vez las imâgenes trilaminares 
del microscopio electrônico concordantes con los experimen 
tos de Stoeckenius.

Mâs tarde propondrîa Robertson (18) su nuevo modelo 
que coincidla esencialmente con el de Benson.

Benedetti y Emmelot (19) en 1965 describieron también 
subunidades globulares en las membranas utilizando técni­
cas de microscopîa electrônica de contraste negative.

Green y Perdue (20) en 1966 apoyaron también estas ob- 
servaciones; las membranas estarîan constituldas por subu­
nidades lipoprotéicas. Las propiedades de las membranas de 
penderîan de la arquitectura y propiedades de estas subuni 
dades consideradas aisladamente.
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En 1970 Glaser y col. (24) propusieron un modelo 11a- 
mado de mosaico segûn el cual existiria una doble capa 1 1  

pidica continua en la que algunas proteînas podrîan exten 
derse transversalmente pot toda la membrana. Las técnicas 
de criofractura-réplida de microscopîa electrônica avala- 
ron esta teorîa.

VanderIcooi y Green (25) en 1971 propusieron un nrodelo 
de cristal lipoprotêico bidimensional en el que las mem­
branas serîan soluciones bidimensionales de proteînas glo 
bulares y lîpidos orientados, y en donde algunas proteî­
nas podrîan atravesar la bicapa lipîdica de parte a parte. 
Esta teorîa se aproxima a la propuesta por Singer (26) en 
1971 en la que las proteînas globulares "flotarîan" en un 
" mar" lipîdico.

El modelo actual mâs satisfactorio de membrana es el 
que en 1972 propusieron Singer y Nicolson (27) que sintet^ 
zaron numerosas teorîas propuestas con anterioridad en su 
modelo llamado "mosaico fluido". En este modelo los fosfo­
lîpidos de las membranas se hallan ordenados en bicapas 
 ̂formando una matriz fluida de cristales liquides. Las molê 
culas lipidicas pueden moverse lateralmente por lo que la 
bicapa es fluida, flexible, dotada de una resistencia eléc 
trica particularmente elevada, y de relative impermeabili- 
dad a las molécules muy polares.
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Las proteînas son globulares, de acuerdo con su alto 
contenido en hélice (28-30), y se hallan mâs o menos "su 
mergIdas" en la bicapa desde cada lado llegando algunas a 
estar totalmente Incluîdas y otras a atravesar la fase li­
pîdica de un lado a otro. La extensién en que esto ocurre 
depende de la secuencia y localizaciôn de los restos de a- 
minoâcidos no polares en la superficie de la proteîna glo­
bular. Estas proteînas forman asî un "mosaico" sobre la 
fluida bicapa lipîdica. El mosaico no es estâtico ya que 
las proteînas pueden difundir lateralmente en dos dimensiones.

Este modelo satlsface las propiedades de las membranas 
biolôgicas. Explica la variaciôn de espesor y la asimetrîa 
en diferentes membranas y es aplicable a membranas con con 
tenidos de proteîna muy diferentes por unidad de superfi­
cie de memblrana. Permite explicar también las propiedades 
eléctricas y de permeabilidad, asî como la râpida movili- 
dad lateral de algunos componentes protéicos en el piano 
de la membrana.

1.2 COMPOSICION DE LAS BIOMEMBRANAS.

Las biomembranas estân compuestas prineipaImente por 
lîpidos y proteînas cuya relaciôn oscila entre 1:4 a 4:1 
(31) segûn el tipo y la funcionalidad de la membrana. En 
las membranas mâs funcionales las proteînas constituyen la
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mayor parte en peso (32-34) .

1.2.1 Protelnas de las membranas.

Las protelnas llevan a cabo la raayorla de los procesos 
de las membranas. Segdn su locallzacidn y tlpo de unlôn a 
la membrana se distinguen dos clases: perifërlcas o extrin 
secas, e intégrales o intrînsecas (27,35). Puésto que las 
periféricas pueden disociarse por soluclones sallnas se in 
fiere que estân débilmente ligadas a la superficie de la 
membrana (32). Las intégrales por el contrario estarfan 
unidas mSs fuertemente por Interacciones con las cadenas hi 
drocarbonadas de los llpidos de la membrana, ya que son so 
lubllizadas por detergentes que complten con estas interac 
clones apolares (36).

Un 70-80% de las protelnas de membrana son intégrales
(37) entre ellas la mayorla de los enzimas asoclados a mem 
brana, protelnas antigênicas, protelnas de transporte, re- 
ceptores de fârmacos y hormonas, y receptores de lectlnas
(38). Ciertos llpidos, a veces especlficos, son necesarlos 
generalmente para la funcidn de protelnas intégrales con 
actividades enzimâtlcas (39,40) o antigênicas como es el 
caso del factor Rh de la membrana eritrocitaria (41).

Las protelnas intrlnsecas o intégrales penetran y en 
algunos casos atraviesan la zona hidrdfoba interna de la 
blcapa lipldica (42,43), debido a la distribucidn peculiar
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de los restos hidrdfilos e hidrôfobos de sus amlnoâcidos 
en la estructura tridimensional de la proteina globular.

Para una proteina extrlnseca globular, soluble, los 
restos no polares quedarlan secuestrados hacia el Interior 
de la molécula, presentando hacia el exterior residuos 1 6 - 
nicos y altamente polares en contacte con la superficie ex 
terior de la membrana (44) . Por el contrario una proteina 
IntrInseca o integral podrla disponer sus grupos no pola­
res no sôlo hacia el interior de la molécula sino tamblén 
hacia el exterior de su superficie,en relaciôn con la zona 
hidrocarbonada hidrôfoba interior de la bicapa lipldica, 
mientras que sus restos polares, ocupando el extreme opues 
to, estarlan en contacte con la zona hidrôfila de la mem­
brana y fase acuosa exterior^ por le que la proteina prèsen 
tarla un extreme "hundido" en la blcapa lipldica y el otro 
"emergiendo" de ella (22,45).

El carécter anfipâtico de,estas protelnas ha side pro- 
bado mediante la determlnaclôn de la secuencia de aminoéci 
dos en protelnas alsladas de membranas de microsomas (46, 
47) y de eritrocitos (48), donde se han encontrado fragmen 
tes de polipéptidos lipdfobos y lipôfilos.

El grado de integraciôn de las protelnas intrlnsecas 
en las membranas estarâ relacionado con la proporcl6 n de 
amlnoâcidos polares présentes en ellas (49) . La cal if ica-
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ciôn de "polar" o "no polar" para un aminoâcido es un tan- 
to arbltraria, por lo que se han desarrollado criterios pa 
ra la determinaciôn de un "Indice de apolaridad" (o hldro- 
fobicidad) para los aminoâcidos (49) basados en su solubi- 
lidad en disolventes dé distinta polaridad y su comporta- 
miento cromatogrâfico (50), lo que permite calculer la apo 
laridad o hidrofobicidad media de una proteina a partir de 
su contenido en aminoâcidos.

La disposiciôn de estas protelnas globulares en las 
membranas se ha confirmado en micrograflas electrônlcas, 
con técnicas de criofractura-rêplica (51) y marcaje qulmi- 
co (52) .

Las protelnas periféricas o extrlnsecas son fâcilmente 
desprendidas de la membrana por tratamientos suaves como 
accién de disoluciones salinas de determinada fuerza lénl- 
ca o valores extremes de pH. Estas protelnas ejercerlan su 
funciôn unidas fundamentalmente a una proteina integral de 
membrana; tal séria el caso del citocromo jç de la membrana 
interna mitocondrial, y de otras protelnas periféricas co­
mo el complejo llamado espectrina de la membrana eritroci­
taria. Todas ellas estarlan rodeadas de fase acuosa y uni­
das a protuberancias de protelnas intégrales que sobresa- 
len de la membrana (53).
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Mientras en el modelo Davson-Danielli-Robertson se pos 
tulaba la asociaciôn de protelnas a la membrana mediante 
interacciones lônicas entré ellas y las cabezas polares de 
los llpidos, el mosaico fluldo solo admite una pequena 
fracciôn de las protelnas unidas de tal forma. Esto se apo 
ya en que las variaciones de fuerza lônica capaces de diso 
ciar los enlaces electrostâticos no provocan una gran sepa 
raciôn de protelnas de membrana. Por otra parte, el hecho 
de que mediante el uso de fosfolipasas especlficas puedan 
eliminarse selectivamente el 60-70% de las cabezas polares 
de los llpidos sin pêrdida de proteina, demuestra que los 
grupos polares de la bicapa lipldica no tienen gran inter­
vene iôn en la uniôn de protelnas a la membrana.

1.2.2 Llpidos de las membranas.

La caracterizacidn de los llpidos de las membranas exl 
ge su previa extracciôn y fraccionamiento para lo que se 
han utllizado disolventes orgSnicos no polares como cloro- 
formo, étero benceno, aunque los mâs efectivos son mezclas 
cloroformo-metanol (54). Estos tratamientos desnaturalizan 
las protelnas de membrana que pueden recogerse libres de 
llpidos. Los mêtodos cromatogrâficos (55) de capa fina y 
columna son los mâs utillzados para separar diferentes cia 
ses de llpidos, combinando distintos sistemas de disolven­
tes con soportes de âcldo sillcico, ôxido de aluminio, ce-
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lulosa, etc. (54,56). El mêtodo mâs sensible para una ca- 
racterizaciCn compléta de las especies moleculares de llpi 
dos es la cromatografla gas-llquido que permite identif1 - 
car los âcidos grasos y azûcares que forman parte de llpi­
dos complejos.

La alteraciôn qulmica de los llpidos es un peligro 
constante durante la preparaciôn del material para su anâ- 
lisis. La degradacidn enzimâtica post-mortem puede evitar- 
se con agentes desnaturalizantes de enzimas o roanteniendo 
el tejido a baja temperatura. Un grave problema es la pero 
xidaciôn de los âcidos grasos que puede evitarse con el 
uso de antioxidantes como el BHT (butilhidroxitolueno).

Los llpidos de las membranas poseen carâcter anfipâti- 
co o anflfilo (*). Sus polos hidrôfllos tienen distinta 
afinidad por el agua segûn su estructura, desde un simple 
grupo -OH en el colesterol y grupos cargados y "zwitterio- 
nes" en fosfoglicéridos, hasta oligosacâridos complejos en 
esfingoglicollpidos. Este doble carâcter hidrôfilo-lipôfi- 
lo comûn a todos ellos es lo que facilita la mutua interac 
cidn y orientaciôn de estos coraponentes en la membrana.

(*) Siguiendo la sugerencia de Winsor (135), los compuestos que contijs 
nen en su molécula porciones hidrôfilas y lipôfilas reciben fre- 
cuentemente el nombre de "anfîfilos" o "anfifîlicos".
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Los llpidos de las membranas de las células eucariôti- 
cas pertenecen principalmente a estos cuatro grupos: 1) fos 
foglicéridos; 2) esfingofosfollpidos; 3) esfingoglicoll­
pidos; 4) esteroles (57).

Cada tipo de membrana posee un espectro lipldlco carac 
terlstico. El colesterol es particularmente abundante en 
algunas membranas de células eucariotas como la membrana 
plasmâtica de los eritrocitos^ pero no se encuentra en pro- 
cariotas. La naturaleza de las cadenas hidrocarbonadas de 
los âcidos grasos que forman los extremo's apolares de fos­
foglicéridos y esfingollpidos condicionan algunas propieda 
des de las membranas. Los âcidos grasos mâs frecuentes en

i
los llpidos de membrana son los de nûmero par de âtomos de 
carbono (entre € ^ 2  y ^2 4 ) siendo los mâs comunes los y 
C^g. Pueden ser saturados o presenter dobles enlaces,en eu 
yo caso su configuraciôn es casi siempre c Z i .

El grado de fluidez de las membranas depende de la Ion 
gltud y grado de insaturaciôn de las cadenas acîlicas de 
sus llpidos. Las saturadas son rectas y al interaccionar 
entre si favorecen el estado rlgido de la membrana, mien­
tras que un doble enlace ĉc-A produce una curvatura en la 
cadena hidrocarbonada que interfiere el empaquetamiento 
timo de las cadenas de âcidos grasos, ademâs de aumentar 
la rotaciôn alrededor de los enlaces sencillos C-C por lo
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que las cadenas acîlicas insaturadas son mâs flexibles que 
las saturadas. Este efecto aumenta por la presencia de mâs 
de un doble enlace y con la disminuciôn de la longitud de 
la cadena. Un alto contenido en colesterol favorece por 
otra parte la rigidez de la membrana (58).

Finalmente, la presencia frecuente en algunas membra­
nas de gllcidos unidos covalentemente a llpidos o a prote^ 
nas compléta el cuadro complejo de estas estructuras, de 
cuya fluidez dependen fenômenos tan importantes y variados 
como el transporte selective de metabolites, los potencia- 
les bioeléctricos, y, en general, el carâcter vectorial de 
muchos procesos bioqulmicos.
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1.3 MEMBRANAS MITOCONDRIALES

Aproximadamente el 20% del volutnen celular del hepato- 
cito de rata estâ ocupado por las mitocondrias (unas 800 
por cêlula) cuya estructura y aspecto al microscopio elec- 
trdnico varia segûn la composiciôn del medio de aislaroien- 
to (59). Estos orgânulos poseen un alto grado de organiza- 
ciôn, con dos membranas concéntricas que delimitan dos com 
partiraentos (60): el mâs exterior es el espacio intermem- 
branar, entre las membranas interna y externa, y el espacio 
interior es la matriz mitocondrial limitada por la membra­
na interna (61,62). La matriz, que contiens un 60% de la 
proteina mitocondrial (63), présenta una estructura organi 
zada, gelatinosa, reticular, relacionada con la superficie 
interior de la membrana interna, y expérimenta énormes cam 
bios de volumen y organizaciôn durante la actividad respi- 
ratoria (64,64a,65,66).

En determinadas condiciones de hipotonicidad la membra 
na externa puede separarse del resto de la estructura mito 
condrial; el resultado es una veslcula constitulda por mem 
brana interna mâs matriz que se llama "mitoplasto" (67).
En esto se fundan las técnicas de aislamiento de membranas 
interna y externa que pueden separarse posteriormente por
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centrifugaci6 n,o en gradients de sacarosa (67,68,69).

El estudio de ambas membranas revela enormes diferen- 
cias de composiciôn, estructurales (70) y funcionales (71).

La membrana externa es lisa, algo elâstica, con predo- 
minio de llpidos (75%) sobre protelnas (25%), de aspect© 
mâs homogéneo, de menor densidad, y con distinta composi­
ciôn enzimâtica que la membrana interna (72).

La membrana mitocondrial interna (M.I.M.) es mâs rigi­
de y densa que la externa a causa de su composiciôn (80% de 
protelnas y 2 0 % de llpidos) presentando pliegues internos o 
invaginaciones proyectados hacia el interior de la matriz 
llamados "crestas" por Palade (60) que aumentan considera- 
blemente su superficie respect© a la membrana externa. La 
magnitud de la superficie de la M.I.M. estâ relacionada 
con la intensidad respiratoria (65,66).

Las técnicas de microscopla electrônlca con tinciÔn ne 
gativa de fragmentes de estas crestas,obtenidos por ruptu- 
,ra osmôtica de las mitocondrias,revelan la presencia de pe 
quenas esferas de 9 nm de diâmetro sujetas por un corto 
vâstago a la cara interior de la membrana interna. Estas 
©structuras descritas por Fernândez-Morân (73) como "part^
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culas elementales" se han Identificado posteriormente con 
el complejo lipoprotéico llamado ATPasa mitocondrial (74).

La M.I.M. contiene unas 100 protelnas diferentes con 
actividad bioldgica,incluldas en un sistema de bicapa fos- 
folipldica. Entre las protelnas de la M.I.M. aisladas se 
encuentra la ATPasa (75), citocromoxidasa (76,77), succina 
to deshidrogenasa (78), el citocromo c (79) , el inhibidor 
de ATPasa (80), el (80) y la OSCP (*) (81). No obstante,
segûn la técnica empleada en la extracciôn,se obtienen for 
mas diferentes de un enzima debido a la pêrdida de alguna 
subunidad o a cambios en su conformaciôn ̂ por lo que no hay 
un criterio uniforme sobre pureza y funcionalidad de es­
tas preparaciones (82).

Los experimentos de reconstituciôn de la M.I.M. a par­
tir de sus componentes aislados,han aportado una valiosa 
informaciôn sobre la naturaleza.y ordenaciôn secuencial de 
algunos de los componentes complejos implicados en los me- 
canismos del transporte electrônico y de Igi fosforilaciôn 
oxidativa, aunque estamos aûn lejos de conocer con detalle

(*) OSCP = Oligomycin-sensitivity-conferring protein. (Proteina que 
confiera sensibilidad a la oligomicina).
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su topografîa (83,84).

Desde el punto de vista de su funcionalidad las prote^ 
nas de la membrana interna pueden dividirse en très gruposi

1.- Sistema de transporte de electrones integrado fun­
damentalmente por flavoprotelnas y cltocromos (85),

2.- Sistema de transferencia de energla Incluldas la 
ATPasa mitocondrial (8 6 ) y protelnas que confieren 
sensibilidad a la oligomicina (81,87).

3.- Otras protelnas taies como transportadores de to­
nes y de nucleôtidos.

El sistema de transporte de electrones estâ compuesto 
por muchas protelnas con grupos prostéticos como flavinas, 
hemo, y hierro no hemlnico, que con la coenzima Q son oxl- 
dados y reducidos en el proceso de transporte electrônico. 
Esto conlleva cambios especlficos en el espectro de absor- 
ciôn de la luz de cada components, lo que ha facllltado su 
detecciôn y cuantificaciôn (82).

Hatefi y col. (8 8 ), en base a experimentos de recombl- 
naciôn de fragmentes de membrana tras su disociaciôn, pro- 
pusieron la existencia de cuatro complejos fondamentales 
en el mecanismo de transporte de electrones en la membrana 
interna (figura 1 ).
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La disposiciôn secuencial de estos complejos en la ca­
dena respiratoria se ha deducido a partir de medidas de 
los potenciales de oxidorfeducciôn estandar de los diferen 
tes transportadores, a'sî como de experimentos de reconsti­
tuciôn de la cadena a partir de fragmentes recombinados 
(8 8 ), y medidas del espectro diferencial entre las formas 
oxidadas y reducidas de los transportadores electrônicos 
en las mitocondrias intactas (89).

El sistema de transferencia de energla estâ tambiôn in 
tegrado por muchas protelnas (94). Estas protelnas llaroa- 
das factores de acoplamiento ("coupling factors”) restau- 
ran la fosforilaciôn oxidativa en particules submitocon- 
driales déficientes (veslculas formadas por fosfollpidos y 
el sistema de transporte electrônico) acoplando la energla 
de la corriente de electrones a la fosforilaciôn del ADP 
(8 6 ). Se han descrito varies de estos factores (94,95,96, 
97), pero los mejor caracterlzados son la ATPasa (86,98) y 
la OSCP (99).

La llamada ATPasa mitocondrial (100) constituye con to 
da probabilidad las "particules elementales" descritas por 
Fernândez-Morân (73,74). Es una proteina con una masa mole 
cular aproximada de 468.000 daltons constitulda por très
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partes o sectores:

1) Factor 1 (Fi).- Constituîdo por una pieza esfêrica 
de 9 nm de diâmetro con un peso molecular del orden de
360.000 daltons obtenido por técnicas de sedimentaciôn en 
ultracentrîfuga (1 0 1 ,1 0 2 ), e integrado por varias subunida 
des (81,103). La ATPasa-F^ liberada de la membrana por ul- 
trasonidos, en presencia de Mg++ hidroliza el ATP a ADP y 
fosfato, reacciôn que no es inhibida por la oligomicina, y 
représenta la inversion de la f une iôn normal de Fĵ  en las 
mitocondrias intactas que es la sîntesis de ATP a partir 
de ADP y fosfato. Por ello el factor F^ deberla llamarse 
con mâs propiedad ATP sintasa en lugar de ATPasa.

2) OSCP (oligomycin-sensltivity-conferring protein) o 
Fq .- Es un polipéptido de peso molecular 18.000 (99) que 
constituye parte del vâstago sobre el que se asienta F^. 
Este factor hàce a Fĵ  susceptible de ser inhibido por la 
oligotiiclna (81), pero para esto necesita tambiên estar uni 
do al proteolIpido o pieza basai. OSCP aparece al microsco 
pio electrônico como un cilindro de unos 5 nm de diâmetro 
(99) que a manera de tallo une las esferas F^ a la pieza 
basai de la membrana.
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3) El proteolipido o pieza basai es esencial para que 
F]̂  présente sensibilidad a la oligomicina, lo que se ha 
comprobado en experimentos, de reconstituciôn de la activi­
dad ATPasa en membranas mitocondriales desprovistas de Fj 
y OSCP (104). Los trabajos de Tzagoloff y col. (105,106, 
107) postulan cuatro subunidades para el factor de membra­
n a.

Se ha aislado tambiên una proteina de peso molecular 
9.500 que inhibe la actividad ATPasa (80). Recientemente 
se ha conseguido el aislamiento y càracterizaciôn de subu­
nidades inhibidoras de la ATPasa mitocondrial del hepatoc^ 
to de rata (108). El péptido inhibidor*de ATPasa parece 
formar parte, como subunidad, de F^ (109).

El papel fundamental de los llpidos en la respiraciôn 
de tejidos es conocido desde hace 50 anos al comprobarse 
que la adiciôn de fosfollpidos restauraba la actividad res 
piratoria en tejidos deslipidizados (*) (1 1 0 ,1 1 1 ,1 1 2 ).

La membrana interna mitocondrial se caractérisa por 
'un bajo contenido lipldico (25% en peso), lo que le da una 
densidad (1 ,2 1 ) mayor que la de la membrana externa (1 ,1 2 - 
1,14) (82). El contenido en colesterol es tambiên bajo (me 
nos del 4% de los fosfollpidos), lo que explica su relati-

(*) Vêase nota al pie de la pâgina 52.
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vamente fScil disociaciôn por las sales biliares. Los fos­
follpidos mâs abundantes son fosfatidilcolina y fosfatidil 
etanolamina con grupos acilo insaturados en posiciôn C2, 
lo que les hace muy sensibles a las fosfolipasas y a los 
agentes llticos que,como el ascorbato,producenla peroxida- 
ciôn de estos âcidos grasos. Destaca el alto contenido en 
cardiolipina (2 0 % de los fosfollpidos) y fosfatidilinosi­
tol (8 %), lo que produce una carga negativa neta en la mem 
brana interna.

Los experimentos de reconstituciôn han demostrade que 
los fosfollpidos son indispensables en los mecanismos de 
transporte electrônico (1 1 2 ) y en los de la fosforilaciôn 
y transporte de H'*' (113),por contribuir al mantenimiento 
de la conformaciôn original de las protelnas necesaria pa­
ra su actividad especlfica (114,115). Por otro lado los 11 
pidos son indispensables en la formaciôn de estructuras ve 
siculares cerradas,en ausencia de las cuales no se produce 
la fosforilaciôn (116).

La necesidad de taies veslculas puede comprenderse al 
considerar la hipôtesis del acoplamiento quimiosmôtico pro

puesta por Mitchell (117,118) en la que el transporte de 
electrœes produce un bombeo de iones H'*’ a través de la mem
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brana mitocondrial interna, lo que origina un gradiente e- 
lectroqulmico que acopla el flujo de energla del transpor­
te electrônico a la formaciôn de ATP a partir de ADP y Pi, 
mediante una reacciÔn- vectorial en la que interviens proba^- 
blemente el complejo ATPasa F^-F^ de la membrana interna.

Esto obliga a considerar una disposiciôn anisotrÔpica 
de los componentes de la membrana interna de tal forma que 
los iones son transportados unidireccionalmente. Esta ani- 
sotropla de la membrana interna se ha deroostrado por re­
constituciôn de veslculas fosforilantes (1 0 0 ), inactiva- 
ciôn inmunolôgica (119), tinciones especlficas con coloran 
tes que no atraviesan la membrana (119), y técnicas de roar 
caje qulmico de componentes de la superficie de la membra­
na (1 2 0 ).

Eh la mitocondria Intacta la NADH-deshidrogenasa y succi- 
nato-deshidrogenasa, asl como Fi,se encuentran en la cara 
interna de la M.I.M., mientras que los citocromos c y c^ 
estân por la cara externa y los protones son bombeàdos 
desde el interior al exterior. Sin embargo las partlculas 
submitocondria1 es vesiculares obtenidas por sonicaciôn de 
la M.I.M. estân "vueltas del rêvés" con respecto a la mem­
brana Intacta (121) . Aqul los citocromos 2  Y se encuen-
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tran hacia el interior de la vesfcula, mientras que las 
NAOH y Succinato deshidrogenasas asl como estarân ahora 
en la cara exterior, por lo que el bombeo de protones serâ 
desde el exterior al interior.

La membrana interna mitocondrial es ademâs heterogénea 
en cuanto a localizaciôn de sus componentes. Su desagrega- 
ciôn estructural por la acciôn de agentes llticos como as­
corbato y cistelna, o por ultrasonidos, ha sido estudiada 
desde 1967 por Santiago y colaboradores (122,123,124,125). 
Las técnicas combinadas de tumefaccién, contracciÔn y son^ 
cacién han separado partlculas submitocondriales que difie 
ren no sôlo en cuanto a fosfollpidos, citocromos y activi­
dades enzimâticas (126,127,128,129), sino tambiên en su as 
pecto al microscopio electrônico. Vâzquez y col. (130) han 
observado la heterogeneidad morfolôgica de estas membranas.

Un papel importante en la actividad enzimâtica de cier 
tas proteînas de la M.I.M. parece que lo desempenan las 
asociacicnes especlficas lipido-proteina, asl como el grado 
de insaturaciôn de los âcidos grasos de los fosfollpidos y 
su naturaleza. Tal séria el caso de la ATPasa mitocondrial 
y la cardiolipina segûn Santiago y col. (131,132).
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1.4 DETERGENTES

Los estudios de la estructura y funciôn de las membra­
nas incluyen generalmente experimentos de disociaciôn de 
los agregados supramoleculares que integran las membranas 
biolôgicas.

Los llpidos de membrana se extraen generalmente con d^ 
solventes orgSnicos. Estos han sido igualmente utilizados 
para extracciôn de protelnas, pero con graves inconvenien- 
tes ya que provocan a menudo su agregaciôn y desnaturaliza 
ciôn.

Para la solubilizaciôn parcial y selectiva de protel­
nas se han utilizado agentes quelantes, itwdificaciones del 
pK y la fuerza iônica, urea, guanidina y agentes caotrôpi- 
cos, asl como la digestiôn enzimâtica. Sin embargo estos 
procedimientos generalmente conducen a graves alteraciones 
y desnaturalizaciôn,ademâs de que las protelnas mâs fuerte 
mente unidas a la matriz lipldica de la membrana no son so 
lubilizadas (133,134).

Los detergentes en general estân demostrando ser en e£ 
te momento los agentes mâs idôneos para la disociaciôn de 
membranas con claras ventajas sobre los métodos anterior-
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mente cltados.

1.4.1 Naturaleza qulmica. ClaslfIcaciôn

Los detergentes constituyen un grupo muy heterogéneo 
de sustancias cuya caracterlstica comûn es el poseer en su 
molécula dos zonas, una hidrofllica, y otra lipofllica.
Los grupos polares de la zona hidrofllica pueden estar car 
gados (HPO^, NH^, SO^, -C00“ ) o ser neutres (hidroxilo, 
carbonilo, éster); estos ûltimos son menos hidrôfilos que 
los iônicos. La zona apolar, lipofllica, puede contener ca 
denas alkllicas o anillos aromâticos. Molécules con esta 
doble naturaleza hidrôfila-lipôfila fueron denominadas "an 
flfilos" por Winsor (135). Las diferencias en el balance 
relative entre estas dos zonas se reflejan en su comporta- 
miento en el agua y proporcionan una base para su clasifi- 
caclôn (Tabla I) (136).

En efecto; los anflfilos usados en la solubilizaciôn 
de membranas difieren del resto de los llpidos polares en 
su mayor carâcter hidrofllico y por tante en la mayor solu 
bllidad de su forma monômera en agua. El término "surfac­
tants" es équivalente al de "anflfilo soluble" (*) mien-

(*) En castellano se conocen como "agentes tensoactivos" a los anfî- 
filos solubles. Por razones prâcticas utilizaremos preferentemen^ 
te los têrminos "detergente" y tambiên "surfactante".
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tras que "detergente" deberla apllcarse solo a aquellos 
anflfilos solubles que provocan la solubilizaciôn efectiva 
de los llpidos de la membrana (36).

Los surfactantes en general han encontrado aplicaciôn 
prâctica como humectantes, dispersantes, desfloculantes, 
emulsificadores, suspensores y solubilisantes (137). Cual- 
quiera de ellos présenta todas estas propiedades en algûn 
grado aunque generalmente prédomina una de ellas sobre las 
demâs, lo cual hace que sé restrinja el empleo de cada 
agente a una aplicaciôn determinada. En realidad los dos po 
los de un surfactante son activos aunque de hecho siempre 
domina uno de ellos, estableciëndose un equilibrio entre 
ambas tendencias caracterlstico para cada agente tensoact^ 
V O .

Griffin (138) ideô una escala arbitraria de valores co 
mo medida del balance y "fuerza" relativa entre las dos 
tendencias, hldrôflla y lipôfila, de una molécula anflfi- 
la; el balance hidrôfilo-lipôfilo (Hydrophile-Lipophile 
Balance, HLB) que puede calculerse emplricamente a partir 
de los Indices de saponificaciôn y acidez en el caso de és 
teres de âcidos grasos y alcoholes polihidroxilados (137), 
mientras que para surfactantes cuya porciôn hidrôf lia estâ
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formada por grupos oxietilënicos (caso del Triton X-100) 
el valor HLB = E/5, siendo E el % en peso de ôxido de eti- 
leno en la molécula (139).

En general el valor HLB viene definido por la ecua- 
ciôn:

/  Co \
HLB = 0,36 In ----- | + 7

\ /
donde Cq y son respectivamente las concentraciones del 
surfactante entre la fase oleosa y la fase acuosa de un 
sistema binario agua/aceite (140). Por encima de HLB = 10 
y para valores crecientes, la tendencia hidrofllica de la 
molécula se hace cada vez mayor, mientras que el carâcter 
hidrôfobo prédomina y se acentûa a medida que el HLB va de 
creciendo por debajo de 1 0 .

El valor HLB ayuda a predecir la utilidad de un surfac 
tante para un determinado uso condicionando la elecciôn 
del mismo (141). El poder solubilizante de membranas de un 
detergente no iônico depende de su valor HLB (142),

Moore y Bell (143) han ideado una clasificaciôn simi­
lar del equilibrio hidrôfilo-lipôfilo asignando a los agen 
tes anflfilos derivados del polioxietileno los llamados In
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dices H/L que se calculan por la exprèsiôn:

n" de unidades de ôxido de etileno 
H/L = --------------------------------------------------  X 100

n® de âtomos de carbono de la parte lipôfila

1.4.2 Propiedades flsicas de los detergentes en disoluciôn 
acuosa

Cuando una sustancia anfIfila se ahade al agua,parte 
de ella se disuelve como monômero y parte forma una imanoca 
pa en la interfase aire/agua. Las molêculas de la monocapa 
estân en equilibrio con los monômeros. Cuando la concentra 
ciôn de monômero sobrepasa un valor critico se forman mice 
las que son agregados coloidales termodinâmicamente asta­
bles formados espontâneamente (144). Este valor critico se 
conoce como concentrée iôn critica micelar (critical mice- 
llar concentration, CMC).

La fuerza que induce a la agregaciôn*para formar mice- 
las es hidrofôbica. En el interior de la esfera micelar se 
encuentran secuestrados los grupos hidrôfobos mientras que 
en la superficie de la micela se encuentran los grupos po­
lares. .
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La concentraciôn critica micelar (CMC) depende de la 
naturaleza del detergente, de la fuerza iônica en el medio 
y de la temperatura.

La CMC disminuye al aumentar el carâcter hidrofôbico 
del surfactante (145,146) y aumenta con la presencia de do 
bles enlaces y con la ramificaciôn de las cadenas hidrocar 
bonadas. Los grupos hidrôfilos se oponen a la formaciôn de 
micelas (145,146,147) por lo que los surfactantes iônicos, 
a causa de sus grupos hidrôfilos cargados, tienen una CMC 
unas 1 0 0  veces mayor que la de los no iônicos.

La formaciôn de micelas se ve favorecida por el contra 
rio al aumentar la fuerza iônica del medio, debido princi­
palmente a la disminuciôn de las repulsiones electrostâti- 
cas que impiden la asociaciôn a bajas concentraciones de 
monômero.

La temperatura influye igualmente sobre la formaciôn 
de micelas dependiendo de la clase de surfactante: asl, 
temperatures entre 0®y 37“ apenas influyen sobre la CMC 
de los surfactantes iônicos, mientras que el aumento de 
temperatura reduce significativamente la CMC en los no iô­
nicos. Las bajas temperatures pueden formar cristales inso
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lubies en los que las zonas hldrôfllas e hldrôfobas del de 
tergente est&n ordenadas. La mâs baja temperatura a la 
cual se pueden formar micelas se conoce como temperatura 
crltica mlcelar (148) y puede determinarse en la prâctica 
por el aclaramlento sôblto de una suspenslôn crlstalina 
turbla de surfactante a concentraciôn crltica mlcelar cuan 
do se alcanza una temperatura determinada ("punto critico 
de Krafft"). Para la mayorla de los anfifilos solubles el 
punto de Krafft coincide con la temperatura crltica mice- 
lar (149). Para los surfactantes no idnicos y las sales bi 
liares la temperatura crltica mlcelar estâ por debajo de 
0“ (149) pero la presencia de impurezas puede producir am
plias variaciones como en el caso del dodecilsulfato s6 di- 
co con oscilaciones desde 10* a 23® (150).

El tamano y configuracidn de las micelas depende de la 
naturaleza del surfactante y de las condiciones del medio. 
El peso molecular del agregado oscila alrededor de una me­
dia (151) por lo que, en la prâctica, las micelas de un 
surfactante pueden considérerse del mismo tamano. En gene­
ral los surfactantes no iônicos con bajo valor de CMC for- 
man grandes agregados micelares mientras que los idnicos 
con altos valores de CMC presentan agregados de bajo peso 
(152).
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Las propiedades ffsicas de las micelas de los surfac­
tantes del tipo A (tabla I) a bajas concentraciones, asl 
como estudios del volumen y longitud de los grupos hidrdfo 
bos y âreas ocupadas por los grupos hidrdfilos, indican 
que la forma de las micelas es de hecho elipsoidal prôxima 
a una esfera (151). Los surfactantes del tipo B (tabla I) 
difieren en muchos aspectos de los del tipo A; en las sa­
les biliares los grupos polares no se sitûan en un extremo 
de la molécule como en los surfactantes del tipo A,sino 
que se distribuyen en diferentes partes de elle. Sin embar 
go los grupos hidroxilo estén todos orientados hacia uno 
de los lados de la estructura del esqueleto ciclopentano- 
perhidrofenantrénico, con lo que la molécula présenta una 
cara polar y otra apolar. En soluciÔn acuosa las sales bi­
liares forman pequenos agregados (n® de agregacidn 8 - 1 0 ) 
interaccionando por sus superficies hidréfobas (149).

El pH apenas afecta a las propiedades micelares de los 
surfactantes no iônicos o iônicos con grupos âcidos o bâs^ 
COS fuertes. Sin embargo la solubilidad de las sales bilia 
res depende del pH (149) de forma que cuando el pH baja 
hasta valores prôximos al pK^ se forma el âcido que es in­
soluble en agua.
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Estudios reclentes parecen demostrar la formaclôn de 
perôxldos en detergentes no lônicos polloxletllénlcos por 
la acciôn del aire y la luz. Los productos résultantes pue 
den Interferlr con algunas determinaclones analltlcas (153)

1.4.3 SolubillzaciÔn de blcapas lipldlcas

Las Interacclones entre los detergentes y los llpidos 
de las membranas han podido estudlarse sobre modelos expé­
rimentales de bicapas lipîdicas y liposomas (154). Cuando 
un detergente se anade a una suspenslôn de liposomas cons- 
tituidos por fosfollpidos, parte de él interacciona con 
los llpidos de la bicapa y parte permanece libre en disolu 
ciôn (145,149,151).

Estudios de la permeabilidad de capas lipldlcas negras 
("black films") en presencia de detergentes (155,156) y de 
la uniôn de anfifilos fluorescentes (157) y anestësicos 
(158) a los liposomas, sugieren que,cuando se anade una pe 
quena cantidad de detergente a los liposomas,parte de 61 
se incorpora a la estructura de la bicapa sin romperla.
Uha vez saturada la bicapa, la posterior adiciôn de mâs de­
tergente provoca la forroaciôn de micelas mixtas que esta-
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rân saturadas de fosfollpido. Para valores Intermedlos de 
la relaciôn detergente/lîpido coexisten blcapas saturadas 
con detergente y micelas saturadas con fosfolipido.

Cuando la cantidad de detergente anadida es suficiente 
se alcanza el limite de transiciôn de fase y todo el fosfo 
llpido pasarâ a formar micelas mixtas. Mayores cantidades 
de detergente elevarSn graduaImente el valor de la rela- 
ci6 n detergente/lipido en las micelas mixtas.

Las micelas mixtas presentan grandes diferencias en ta 
raano y estructura dependiendo de la sustancia solubilizada, 
el detergente, y la relaciôn detergente/fosfollpido (159, 
160) .

As! detergentes no iônicos del tipo A (Tabla I) como 
el Triton X-100 forman con esfingomielina micelas mixtas 
globulares mâs o menos alargadas segûn el nûmero de molëcu 
las de detergente y fosfolipido englobadas en la micela 
(160) .

Las sales biliares que son buenos solubilisantes para 
los fosfolipidos, no son eficaces para el colesterol y mo- 
léculas apolares grandes (161). La presencia de fosfolipi­
dos no obstante mejora la solubilizaciôn de colesterol por
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estos detergentes (161,162) lo que Indica una cooperaciôn 
de la molécula del fosfolipido a la formaciôn de la mice­
la. La estructura molecular del anillo esteroide hace difi 
cil la formaciôn de micelas globulares, por lo que se ha 
propuesto para las micelas mixtas de sales biliares-leciti 
nas una estructura cilindrica formada por una bicapa de le 
citina rodeada de las molëculas del detergente biliar (163)

En resumen: cuando se ahaden cantidades crecientes de 
detergente a una suspenslôn de liposomas preparados con 
fosfolipidos puros, el proceso de solubilizaciôn comprends 
las siguientes fases:

1.- Uniôn del detergente que se incorpora a la bicapa 
provocando la alteraciôn de sus propiedades fisi- 
cas.

2.- Transieiôn de fase leuninar-micelar cuando la bica­
pa esté saturada de detergente. Se forman micelas 
mixtas.

3.- Despuës de que la transiciôn de fase se ha comple- 
tado,la relaciôn detergente/fosfolipido aumenta, y 
el tamano de las micelas mixtas disminuye.

Los detergentes del tipo A (Tabla I) harian el efecto
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de una "cuna" (164) que presionando sobre la bicapa aumen- 
tarla su curvatura indue!endo la formaciÔn de estructuras 
globulares mixtas mâs pequenas, mientras que los del tipo 
B actuarlan de forma-diferente, "cortando" la bicapa en pe 
quenos discos cilindricos cuya superficie lateral hidrôfo- 
ba estarla cubierta por las estructuras esteroides de las 
sales biliares.

La formaciôn y disociaciôn de las micelas es un proce­
so ràpido con una duraciôn inferior a una décima de segun- 
do (165).

1.4.4 Interacclones detergente-proteîna

La mayor parte de los estudios sobre interacclones de­
tergente-proteîna se han hecho con proteinas hidrosolubles 
principalmente con seroalbûmina (151) .

1.4.4.1 Uniôn de detergentes a proteinas hidrosolubles

Los detergentes se unen a determinados centres de las 
proteinas hidrosolubles. La temperatura, el pH, la fuerza 
iônica y otros factores del medio influyen en esta uniôn. 
Las proteinas hidrosolubles ligan a dichos centres con di-
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versos grades de afinldad (166,167) las molëculas del de­
tergente en su forma monômera y no en la mlcelar (168,169) 
por lo que el nûmero de molëculas de detergente enlazadas 
a la proteina serë mayor por debajo de la CMC. Concentra- 
clones por enclma de la CMC no producen aumento apreclable 
de la cantidad de detergente ligado, lo que significa que 
la autoagregaciën de las molëculas de detergente para for­
mar micelas compite con la uniôn de éste a los centros de 
uniôn de la proteina (151,170).

Los estudios de la uniôn de detergentes con seroalbûml 
na (168,169,171) demuestran que hay diferentes grados de 
afinldad en la asociaciôn. Asl,molëculas de detergentes 
aniônicos de cadena larga como el dodecilsulfato sôdico (SDS) 
se unen en mayor nûmero y con mayor afinldad que los deter 
gentes catiônicos, sales biliares o surfactantes no iôni­
cos, lo que es de esperar si se tiene en cuenta que la se­
roalbûmina funciona como transpor^ador de aniones de âci­
dos grasos en el sistema circulatorio.

Si la concentraciôn de detergente libre se eleva por 
encima de la necesaria para saturar los centros de alta 
afinldad de enlace de la seroalbûmina, se produce la uniôn 
del detergente sobre otros centros de la proteina en forma
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cooperativa,al mlsmo tiempo que se producen camblos confer 
macionales y desnaturalizaciôn. La forma de asociaciôn coo 
perativa del SDS es la misma para toda clase de proteinas, 
y la cantidad del mismo ligada por gramo de proteina es 
constante para la mayoria de ellas (172,173). Las protei­
nas integradas por varias cadenas generalmente se disocian 
en complejos (174,175) SDS-polipëptido, particulas en for­
ma de varilla cuya longitud es proporcional al peso molecu 
lar del polipêptido (176).

Por el contrario, los detergentes no iônicos y las sa­
les biliares han demostrado ser mâs suaves que los deter­
gentes aniônicos y catiônicos. Tanto el Triton X-100 como 
el desoxicolato no parecen producir cambios conformaciona- 
les ni desnaturalizaciôn (168,177,178,179) pero ninguno de 
los dos son muy efectivos en la disociaciôn de las interac 
ciones proteina-proteina, por lo que muchas proteinas con- 
servan su estructura cuaternaria en presencia de altas con 
centraciones de estos detergentes (178,179,180,181,182).
No obstante algunas proteinas pueden disociarse parcialmen 
te en subunidades.

En general los cambios conformacionales de las protei­
nas provocados por el enlace de los detergentes a las mis-
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mas estân condlclonados por la longitud y tamano de la ca­
dena alkilica hidrôfoba y la carga del grupo hidrdfilo de 
la molécula de surfactante (151,166). En el caso del Triton 
X-100 o el desoxicolato los grupos apolares son rlgidos y 
voluminosos, lo que dificulta su penetraciôn en las grie- 
tas de la superficie de la proteina. Este no séria el caso 
del SDS que posee una cadena alkilica flexible.

1.4.4.2 Uniôn de detergentes a proteinas de membrana

La interacciôn de los detergentes con las proteinas de 
membrana es distinta segûn el tipo de proteina y su local! 
zaciôn en la membrana.

Las proteinas periféricas (27) o extrlnsecas estân un^ 
das a la membrana por interacclones fundamentalmente pola­
res con proteinas o llpidos de membrana (183), y es de espe 
rar que los detergentes interaccionen con estas proteinas 
de la misma forma que lo hacen con las proteinas hidrosolu 
bles,aunque no se dispone hasta el momento de mucha infor­
mât iôn. El citocromo c^,que es una proteina-perifêrica,fi- 
ja el SDS (1,5 g de SDS por g de proteina) con desnatura 
lizaciôn (176), mientras que el Triton X-100 no parece que 
se une al citocromo jc (180) , y el desoxicolato se une al
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citocromo c a razôn de 1 2  molëculas de detergente por cada 
una de citocromo (184) probab 1 emente por interacclones e 
lectrostâticas.

Las proteinas intégrales (27) de membrana no son muy 
hidrosolubles, pero pueden solubilizarse por concentracio- 
nes adecuadas de detergente lo que ha proporcionado una ma 
yor informaciôn sobre la uniôn de detergentes a esta clase 
de proteinas. La uniôn del SDS y detergentes catiônicos a 
proteinas intégrales se realiza de forma similar a la de 
las proteinas hidrosolubles, e igualmente producen desnatu 
ralizaciôn. Por el contrario, detergentes no iônicos deri- 
vados del polioxietileno como el Triton X-100 se han util^ 
zado con éxito en la solubilizaciôn de proteinas intégra­
les de membrana (134), receptores (38,181,185,186), antlge- 
nos de transplante (187,188), glicoproteinas de membranas 
viricas (182,189) y enzimas ligados a membrana (190,191, 
192,193,196) sin përdida de sus actividades biolôgicas. Es 
tos estudios muestran que el Triton X-100 se une en gran 
cantidad a las proteinas, probablemente a su zona hidrôfo­
ba y no a la hidrôfila (194) .

Los detergentes del tipo B (Tabla I), como las sales b^ 
liares y digitonina,han sido igualmente utilizados en la
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solubilizaciôn de muchas proteinas de membrana sin përdida 
de su actividad biolôgica (47,133,134,190,195).

1.5 EFECTO DE LOS DETERGENTES SOBRE LAS MEMBRANAS BIOLOGI-
CAS

En principio cabrla suponer que el efecto de los deter 
gentes sobre las biomembranas pudiera ser explicado como 
una combinaciôn de los datos descritos para los sistemas 
binarios detergente-llpidos y detergente-proteinas ya estu 
diados. Sin embargo las membranas biolôgicas son mezclas 
extremadamente complejas de llpidos, proteinas, iones, etc., 
con unas caracterlsticas estructurales muy especiales. Asl, 
los llpidos pueden tener una distribuciôn asimëtrica en la 
bicapa (197) la cual puede presenter regiones en distinto 
estado fisico (cristal liquide, gel, etc.) y con diferente 
composiciôn lipldica (37), La existencia de cationes diva- 
lentes (198) puede alterar sus propiedades. La composiciôn 
lipldica en las proximidades de las proteinas puede dif^ir 
de la del resto de la membrana en tanto que las interaccio- 
nes hidrofôbicas y electrostâticas llpido-protelna pueden 
afectar ademâs al estado de los llpidos (199). Todo esto 
unido a la presencia en algunas membranas de gllcidos (2 0 0 ),



46 -

de proteinas altamente cargadas, de glicoprotéidos (197) o 
de mallas de proteinas en la superficie de la membrana, 
afecta la penetraclôn y efectos de los detergentes sobre 
las membranas (2 0 1 ) y hace su estudio mâs complejo de lo 
que cabrla esperar para un sistema ternario simple como el 
formado por detergente-llpido-protelna.

Los efectos de los detergentes sobre las membranas va- 
rlan segûn el tipo de surfactante, su concentraciôn, y el 
valor de la relaciôn detergente/raembrana. Pueden producir- 
se desde profundos cambios en las propiedades de las mem­
branas a bajas concentraciones de detergente, hasta efec­
tos drâsticos de rotura y desorganizaciôn total a altas 
concentraciones.

1.5.1. Efectos del detergente a bajas concentraciones

Entre otros efectos destacables sobre las propiedades 
de las membranas sometidas a bajas concentraciones de de­
tergentes se han descrito: desplazamiento o incremento del 
calcio unido a membrana (158), fluidificaciôn (158) y dis- 
minuciôn de la densidad de la membrana (202,203). Las actd^ 
vidades enzimâticas de la membrana pueden igualmente ser 
modificadas, inhibidas o activadas (83,204) segûn el deter
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gente (205), su concentraciôn, y el tipo de enzima ensaya- 
do, aunque es diflcil asegurar si los cambios de actividad 
provienen de la acciôn directa del surfactante sobre la 
propia molécula enzimâtica o de la modificaciôn de las con 
diciones del entorno que la rodea.

La afinidad de los detergentes por las membranas se ha 
establecido experimentalmente sobre una gran variedad de 
concentraciones y en distintos tipos de membranas, como 
los microsoroas de cerebro de rata y las membranas del vi­
rus Semliki Forest (SF) (182,202,203). Los centros de alta 
afinidad para los surfactantes se han puesto de manifiesto 
utilizando sondas fluorescentes como l-anilinonaftaleno-8 - 
Sulfonato (AbJS), agentes anestësicos y tëcnicas de marcaje 
(157,206) .

La alta afinidad de enlace de un detergente a las mem­
branas produce grandes cambios en las propiedades de ëstas. 
Las membranas de eritrocitos experimentan un aumento de su 
perficie cuando la concentraciôn del surfactante es baja, 
mener que la CMC. Quizâ se deba a este incremento de ërea 
el efecto estabilizador de la membrana que producen los 
surfactantes y ciertos agentes anestësicos a bajas concen­
traciones contra las lisis osmôtica, mecânica y ëcida. Asl
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la clorpromaZina (207), el Triton X-100 y el SDS (208) a 
concentraciones entre 1 *1 0 ” 5 y 6*10“5m protegen los eritro 
citos, pero mayores concentraciones provocan la lisis.

No todos los surfactantes tienen estas propiedades pro 
tectoras: asî las saponinas, las cuales forman complejos 
especificos con el colesterol, no estabilizan las membra­
nas de los eritrocitos a ninguna concentraciôn.

Los cambios de la permeabilidad de la membrana a los 
iones y al agua se producen a concentraciones médias y re- 
lativamente altas del surfactante, alrededor de la mitad 
de la concentraciôn necesaria para la lisis compléta. A es 
ta concentraciôn "prelltica" se produce un marcado incre­
mento de la permeabilidad a solutos cargados y neutres pe­
ro no a roacromoléculas. Cuando las proteinas y otras macro 
molëculas comlenzan a pasar a travës de la membrana se pro 
duce la lisis.

El mecanismo molecular de la lisis no estâ del todo 
aclarado a pesar de las investigaciones al respecte (209, 
210). En los eritrocitos, donde el proceso de lisis por 
surfactantes puede medirse siguiendo la liberaciôn de hemo 
globina, se han propuesto cuatro fases (209); (a) adsorciôn
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de monômeros del surfactante, (b) penetraciôn en la membra 
na donde (c) Inducen una alteraciôn en la organizaciôn mo­
lecular con rotura de la membrana y (d) finalmente la sali 
da de hemoglobina.

1.5.2 Solubilizaciôn de membranas

A medida que aumenta la concentraciôn de detergente, 
una vez sobrepasada la concentraciôn lîtica, se produce la 
uniôn de cantidades crecientes del mismo a la membrana has 
ta llegar a una saturaciôn anSloga a la producida en bica­
pas lipîdicas, y a partir de ahl comienza la desintegra- 
ciôn de la membrana con desapariciôn de su estructura lami 
nar (155-160) lo que séria équivalente a su "solubiliza­
ciôn" . Este concepto para membranas es empirico ya que mien 
tras en sistemas lipidicos puros la solubilizaciôn se alcan 
za con la formaciôn de micelas mixtas (159,160), la comple 
jidad del proceso en las membranas obliga a adoptar otros 
criterios basados en el decreeimiento de la turbidez de 
una suspenslôn de membranas, el incremento de material no 
sedimentable y la desapariciôn de imâgenes laminares conti 
nuas en observaciones al microscopic electrônico.

Como en la uniôn de surfactantes a proteinas, el deter 
gente se une a la membrana en forma de monômero y no como
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micela (170,203). La concentraciôn en equilibrio del deter 
gente no unido a membrana se roantiene por debajo de la CMC 
estando el resto unido a la membrana o a los componentss 
liberados de la misma (202,203). Es decir que el enlace de 
monômeros de detergente a las membranas impide la formaciôn 
de micelas puras del mismo, reduciéndose su concentraciôn 
por debajo de la CMC en la misma forma que en el caso de 
bicapas lipîdicas y proteinas aisladas (apartados 1.4.3 y 
1.4.4) .

El grado de solubilizaciôn depende de la cantidad de 
detergente unido o, lo que es équivalente, del valor de la 
relaciôn detergente enlazado/membrana,que en la prâctica 
se correlaciona con el cociente detergente/membrana,espe- 
cialmente si la concentraciôn de membrana es relativamente 
elevada.

El poder solubilisante de un detergente depende de su 
estructura y propiedades fîsicas. Los estudios realizados 
con diversos materiales como mitocondrias (2 1 1 ) microsomas 
(212) membranas viricas (213) y bacterianas (193) muestran 
que, en el caso de los detergentes no iônicos, los mâs 
efectivos tienen en general un valor HLB comprendido entre 
12,5 y 14,5 (para el Triton X-100, HLB = 13,5) aunque la
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efectividad de estos surfactantes parece depender ademâs 
de otros factores como la estructura quimica de los grupos 
hidrôfobos e hidrôfilos (213).

Sobre la estructura de los diversos complejos libera­
dos de las membranas por efecto de los detergentes no se 
dispone de mucha informaciôn,debido a la complejidad de 
las mezclas solubilizadas y a la carencia de buenos mêto- 
dos para estudiar los productos intermedios en el proceso 
de solubilizaciôn,especialmente durante la fase de transi­
ciôn. Hay sin embargo pruebas que sugieren que al menos 
parte de las proteinas de membrana se liberan como comple­
jos detergente-protelna (83,214,215) tras el tratamiento 
con concetraciones médias de detergentes no iônicos o sa­
les biliares.

1.5.3. Separaciôn de llpidos y proteinas

Cuando la concentraciôn del detergente se eleva por en 
cima de la necesaria para producir la transiciôn de fase 
se produce la separaciôn de los llpidos y las proteinas.
En este momento la concentraciôn de detergente serâ tal 
que los lipidos estarân solubilizados en forma de micelas 
mixtas y las proteinas tendrân saturada su capacidad de
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uniôn con el detergente. La cantidad de detergentç necesa­

ria dependerâ de su naturaleza y de la composiciôn de la 
membrana.

La deslipidizaciôn (*) puede considerarse como una el 
minaciôn progresiva de lipidos de los complejos lipoprote^ 

na-detergente formados durante la disgregaciôn de la mem­
brana. Al aumentar la concentraciôn del detergente los li­
pidos unidos a proteinas son intercambiados por molëculas 

de detergente (216) y trasladados a micelas mixtas lîpido- 

detergente resultando asi la separaciôn de los lipidos y 
las proteinas.

Los complejos proteina-detergente formados dependen del 
tipo de surfactante utilizado. Detergentes aniônicos y ca­
tiônicos no solo separan los lipidos de las proteinas sino 
que inducen cambios conformacionales drâsticos. Esto no 
ocurre generalmente con detergentes no iônicos,como ante- 
riormente se ha dicho (apartado 1.4.4),debido quizâ a que 
en muchos casos el detergente enlazado a la proteina imita 

, al ambiente lipidico que rodea a las proteinas en la mem­

brana, manteniendo su actividad (194,217). No obstante tam- 
biën se han descrito casos de përdida de actividad blolôgi

(*) Por analogîa con "desproteinizaciôn" adoptamos el término "desli- 
pidizaciôn" para indicar el proceso de separaciôn o extracciôn de 
los lipidos contenidos en una mezcla.
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ca en proteinas solubilizadas con detergentes no iônicos 
(218,219,220).

1.5.4 Efecto sobre las interacclones proteina-proteina

Al igual que las proteinas solubles muchas proteinas 
de membrana poseen estructura cuaternaria. Las interaccio- 
nes no covalentes proteina-proteina pueden ser permanentes 
o réversibles segûn su funciôn en la membrana.

Entre las proteinas de membrana descritas con estructu 
ra oligomêrica se pueden citar la ATPasa mitocondrial y la 
de los cloroplastos (109), los componentes de la cadena de 
transporte electrônico (2 2 1 ,2 2 2 ), receptores colinêrgicos 
(223,224),la espectrina de las membranas de eritrocitos 
(37,225) y la colinesterasa (226,227).

Los detergentes suaves son, a menudo, incapaces de rom 
per las interacclones proteina-proteina que -presentan cier 
tos complejos que son solubilizados, deslipidizados y man- 
tenidos en soluciôn como taies, conservando su estructura 
oligomêrica.

Las variaciones de fuerza iônica (134,228), el pH alto 
(134,193,228), y la presencia de agentes quelantes (229)
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en el medio, favorecen en general la eficacia del detergen 
te en la disociaciôn de proteinas,por modifIcaciôn de las 
propiedades micelares del surfactante, como la CMC, que 
disminuye al aumentar la concentraciôn iÔnica. Por esta ra 
zôn las sales biliares se emplean frecuentemente en presen 
cia de altas concentraciones de NaCl y KCl (134). En algu- 
nos casos se ha observado que la sacarosa aumenta la efica 
cia de los detergentes no iônicos (230) debido quizâ a que 
la sacarosa liga parte del agua a sus grupos polares con 
lo que la cantidad real de la misma disponible por el de­
tergente es menor que la teôrica y la concentraciôn relati 
va del surfactante aumenta.

1.5.5 Solubilizaciôn selectiva de componentes de membrana

Un fenômeno ûtil e interesante en el efecto de los de­
tergentes sobre las membranas es la selectividad con que 
son liberados sus distintos componentes (234-237). La solu 
bilizaciôn selectiva es extremadamente valiosa en la puri- 
ficaciôn de proteinas de membrana y complejos activos de 
las mismas (83,84,90,93,134,215).

Asi han podido separarse los citocromos b, c^ y c de 
los a y 3 3  en la mitocondria ("Red-Green Separation") (84), 
los fotosistemas I y II de los cloroplastos (231), la 
ATPasa dependiente de Na^ y de los microsomas de mëdula
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renal de conejo (232), la ATPasa dependiente de Ca^^ del re 
ticulo sarcoplâstnlco (215) y la citocromoxidasa de la mito­
condria (233).

La extracciôn selectiva de proteinas de membrana se pro 
duce por mecanismos complejos y depende de la naturaleza 
del detergente, de las condiciones del medio, de las manipu 
laciones previas que hàyan sufrido las membranas, etc., por 
lo que es necesario determinar las condiciones ôptimas en 
orden a la extracciôn selectiva y purificaciôn de una deter 
minada proteina.

1.6 TRITON X-100

Los surfactantes polioxietilênicos, de amplia aplica- 
ciôn en el campo de la tecnologia quimico-farmaceûtica, se 
han utilizado igualmente en estudios de disociaciôn y re- 
constituciôn de biomembranas (36,84).

Como derivados polietilenglicôlicos no se ajustan a una 
especie quimica definida. Los polietilenglicôles se forman 
por polimerizaciôn del ôxido de etileno o por condensaciôn 
del glicol, resultando en el proceso productos constituldos 
por mezclas heterogêneas de distintos grados de polimeriza­
ciôn, de fôrmula general:

H(CH2 -0 -CH2 )^0 H y HO-CH2 -(CH2 -O-CH2 )^-CH2 -0 H
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preparados por laboratories de diversos palses bajo nom­
bres patentados. Cada especie comercial estâ compuesta por 
mezclas de grado de polimerizaciôn muy prôximo (238).

Los detergentes paftentados con el nombre "TRITON" (Rohm 
and Haas Company, Independence Mall West, Philadelphia) son 
derivados p-alkilfenilicos de polietilenglicol, distinguién 
dose fundamentalmente dos series segûn el tipo de cadena a^ 
kllica unida al anillo aromâtico: la serie N contiene un ra 
dical nonilo no ramificado, mientras que en la serie X es 
una cadena ramificada simëtrica de 1 ,1 ,3,3-tetrametilbutilcv 
(i-octilo).

Los detergentes de la serie TRITON X son surfactantes 
no iônicos cuya molécula présenta un polo hidrôfobo, el res 
to p-t-octilfenllico, mientras que su porciôn hidrôfila es­
tâ constituîda por un nûmero (n) de unidades de oxietileno 
que oscila entre 1 y 40 segûn los tipos (Tabla II). Los va­
lores de n, HLB, CMC y peso molecular de cada uno deben en- 
tenderse como valores medios correspondientes a mezclas de 
grado de polimerizaciôn muy prôximo (239,240). El poder so- 
lubilizante y los efectos sobre las membranas de estos de­
tergentes dependen entre otros factores de la longitud de 
la cadena polioxietilénica y de los valores HLB y CMC (142, 
239) .
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TABLA II

SURFACTANTES DE LA SERIE TRITON-X (Rohm & Haas)

Surfactantes
n® restes valor

oxletilénicos HLB
Masa molecular 

media

Triton X-15 1 3,6 250
Triton X-35 3 7,8 338
Triton X-114 7-8 12,4 536
Triton X-100 9-10 13,5 643
Triton X-102 12-13 14,6 756
Triton X-165 16 15,8 910
Triton X-305 30 17,3 1526
Triton X-405 40 17,9 2066
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De entre todos ellos el TRITON X-100 es uno de los sur­
factantes mâs ampllamente utilizados en los estudios de bio­
membranas. El grupo p-;C-octilfenilo constituye su parte apo­
lar, rîgida y voluminosa, que interacciona con la zona hidro 
carbonada de la bicapa lipldica, mientras que la cadena de 
9-10 restos polioxietilênicos constituye la zona hidrôfila 
de la molécula (fig. 2 ).

El Triton X-100 se ha utilizado en la solubilizaciôn de 
membranas de eritrocitos, en la extracciôn de proteinas inte 
grales, receptores, antlgenos, enzimas de membrana, etc. 
(182,195,197,234-237). Su uso, no obstante,se ha hecho sobre 
bases emplricas y su mecanismo de acciôn no estâ aûn aclara­
do.

Comparado con los detergentes aniônicos y catiônicos el 
Triton X-100 es un detergente calificado como "suave" por no 
producir generalmente cambios conformacionales drâsticos ni 
efectos desnaturalizantes en las proteinas (168,177-179). La 
ausencia de carga de su grupo hidrôfilo y el volumen y rigi­
des del grupo hidrôfobo dificulta su penetraciôn en las grie 
tas de la superficie de la proteina, por lo que se conserva 
generalmente la estructura cuaternaria en las proteinas oli- 
goméricas de membrana (178-182), aunque también se han des­
crito algunos casos de përdida de actividad (212,218,220) y 
cambios en su conforraaciôn nativa por efecto del detergente 
(241).
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1.7 OBJETO DEL TRADAJO

La solubilizaciôn de membranas mitocondriales por de- 

tergentes no ha sido estudiada sistemâticamente, debldo 
quizâ a la complicada arquitectura de las mismas.

El objeto del presente trabajo es estudiar el efecto 

del Triton X-100 sobre las membranas mitocondriales, con 

especial atenciôn a la membrana interna, la progresiva 
alteraciôn de sus estructuras y solubilizaciôn selectiva 

de ciertos componentes en orden a futures trabajos sobre 

reconstitueion de estas membranas.



2. M A T E R I A L E S M E T O D O S
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2.1 MATERIALES

Animales.- Se utilizan en todos los expérimentes ratas 
Wistar macho con un peso de unos 200 g,mantenidas en 
ayunas 15 horas antes de ser sacrificadas a fin de eli- 
minar el glucôgeno del hîgado.

Réactivés.- Todos los reactivos utilizados son de pureza
analitica. Los disolventes orgânicos,de la firma Merck- 
Darmstadt. Los reactivos para croroatografla de gases 
han side proporcionados por Xpectrix (Barcelona). Los 
reactivos y sustratos para las determinaciones enzimâ- 
ticas PEP, PK, LDH son de la firma Boehringer Mannheim; 
los demâs proceden de Sigma (London). Se utiliza agua des 
tilada sobre vidrio y para las têcnicas enzimâticas 
agua bidestilada. El Triton X-100 es de Sigma (London).

Aparatos
Centrlfuga SORVALL.
Ultracentrlfuga BECKMAN L 3-50.
Fotocolorlmetro BAUSCH & LOMB "Spectronic 70*. 
Espectrofotômetro BECKMAN DBGT de doble haz provisto de 

expansiôn de escala y registrador.
Espectrofotômetro UNICÀM SP 1800 equipado con accesorio 

para densitometrla.
Espectrofotômetro de absorciôn atômica ZEISS FMD-4. 
Cromatôgrafo de gases HEIVLETT-PACKARD 5120-A 
Microscopio electrônico PHILIPS EM-300.
Ultramitocromo ULTRATOM III LKB.



— 63 —

2.2 AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS.

Para la obtenciôn de mitocondrias se sigue la têcnica 
de Hogeboom (242,243) ligeramente modificada. Los animales, 
preparados como se indica en 2 .1 , se decapitan y desangran. 
Inmediatamente se extirpa el hîgado que se deposits en un 
vaso de precipitados que contiens sacarosa 0,25M a 4®. En 
todas las operaciones que siguen se procura roantener en lo 
posible la temperatura a 4®.

El hîgado se exprime entre dos hojas de papel de filtro 
y se élimina la mayor cantldad posible de tejidos conjuntivo 
y adiposo. A continuaciôn se parte en pequenos trozos y se 
transfiere a un homogenizador de vidrio tipo Elvehjem-Potter 
(244) con pistôn de teflôn anadiendo un volumen de sacarosa 
0,25 M unas ocho veces superior al peso en gramos del hîga­
do. Se procédé a su homogenizaciôn a 1800 r.p.m.

El homogehado se somete a continuaciôir a centrifugaciôn 
diferencial. Primeramente a 800xg durante 10 minutes. Se 
desecha el sedimento, formado por nûcleos, hematîes, restes 
de células, etc.. El sobrenadante decantado se centrifuge 
dos veces mSs en las mismas condiciones, eliminando los se- 
dimentos.
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El sobrenadante de la tercera centrifugaciôn se somete 
ahora a una nueva centrifugaciôn, esta vez a 8.500xg duran 
te 10 minutes. Una vez retlrado el sobrenadante que contie 
ne la llamada "fracclôri microsomal", se precede a resuspen 
der el sedimento que contiene las mitocondrias en sacarosa 
0,25 lî utilizando un volumen mitad del empleado en la homo 
genizaciôn. Se centrifuge de nuevo a 8 .SOOxg durante 10 
nutos. El sedimento de esta operaciôn se resuspende y cen­
trifuge de nuevo en las mismas condiciones con lo que fined 
mente se obtiene un sedimento de mitocondrias "lavadas".

2.3 AISLAMIENTO Y PURIFICACIOH DE FRACCIONES SUBMITOCONDRIALES

2.3.1. Separaciôn de membranas externes e internas

La separaciôn de membranas mitocondriales se hace si- 
guiendo la têcnica de Parsons y col. (67) con algunas modi- 
ficaciones.

Este método se basa en los cambios de voluroen que expe­
riment an las mitocondrias al suspenderlas en un medio de me 
nor osmolaridad. La entrada de agua origine la roture de la 
membrana externa,pudiendo separarse de la interna por cen- 
trifugaciôn diferencial a causa de su diferente densidad 
(82), procediendo posteriorraente a su respective purifica-
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ciôn en gradients de sacarosa (6 8 ).

La têcnica de Parsons comprends los siguientes pasos:

a.- Tumefacciôn de la mitocondria: el sedimento de mi­
tocondrias lavadas,obtenido como se describe en el aparta- 
do 2.1,se resuspende en tampôn fosfato 0,02 M, pK 7,4, que 
contiene seroalbûmina bovina al 0,02%. El volumen en mili- 
litros es dos veces el peso del hîgado en gramos. Se man- 
tienen as! durante 20 minutes a 4®, centrifugando a conti- 
nuaciôn a 35.000xg durante 20 minutes. En el sobrenadante 
quedan el espacio intermembranar y parte de la matriz mito 
condrial, y en el sedimento las membranas internas y exter 
nas.

b.- Centrifugaciôn diferencial: para separar ambas mem 
branas el sedimento se resuspende en un volumen de tampôn 
fosfato 0,02 M, pH 7,4, con seroalbûmina igual al anterior 
mente empleado, y se centrifuge a"1.SOOxg durante 15 minu­
tes. En el sobrenadante quedan las membranas externes y en 
el sedimento las internas.

A continuaciôn y sobre el sedimento de membranes inter 
nas se realizan dos lavados. Primer lavado; las membranas 
se resuspenden en el tampôn fosfato antes mencionado y se 
centrifugan a 1.900xg durante 15 minutes desechando el so-
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brenadante. Segundo lavado; el sedimento se resuspende en 
sacarosa 0,25 M y se centrifuge a 8 .SOOxg durante 10 minu­
tes. El sedimento de esta ûltima operaciôn se somete a con 
tinuaciôn a una purifi'caciôn en gradiente de sacarosa.

2.3.2 Purificaciôn de membranas internas

Las preparaciones de membrana interna obtenida por el 
mêtodo de Parsons (mitoplastos) encierran aûn gran parte 
de la matriz mitocondrial y contienen una ligera contamina 
ciôn de membrana externe. Esto se prueba mediante la deter 
minaciôn de la actividad de enzimas marcadores como malato 
deshidrogenasa para la matriz, y NADH; citocromo c reducta 
sa insensible a la rotenona para la membrana externe (69).

Con objeto de elirainar estas contaminaciones el sedi­
mento de mitoplastos (membrana interna mâs matriz), obten^ 
do como se indica en 2 .2 .1 , se purifica por centrifugaciôn 
en un gradiente de sacarosa formado por:

I.- 5 ml sacarosa 1,32 M
II.- 2,5 ml sacarosa 0,76 M

III.- Mitoplastos resuspendidos en 4 ml de sacarosa 0,25 M.
Se centrifuge a continuaciôn a lOO.OOOxg durante 60 mi­

nutes al cabo de los cuales se obtiene una banda entre I y 
II constitulda por membranas externes y fragmentes de mem­
brana interna, una fracciôn soluble formada por la matriz
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mitocondrial, y un sedimento de membranas internas.

En este sedimento se determinan actividades enzimSticas 
hallândose las de los enzimas caracterîsticos de* membrana 
interna. No se aprecia apenas actividad NADH: citocromo c 
reductasa insensible a rotenona, y se détecta solamente par 
te de la actividad malato deshidrogenasa.

A fin de lograr un mayor grado de pureza, el sedimento 
de membranas internas,procédante de la centrifugaciôn en 
gradiente,se resuspende en sacarosa 0,25 M taraponada con 
Tris-HCl 0,02 M a pH 7,4 (tampôn Tris-sacarosa) y se somete 
a una nueva centrifugaciôn a 150.OOOxg durante 60 minutes.

El sedimento asi obtenido constituye la preparaciôn de 
membrana interna sobre la que se verifican los ensayos.

2.3.3 Purificaciôn de membranas externas

El sobrenadante de la primera centrifugaciôn a l.BOOxg, 
que contiene las membranas externas despuës_de realizada la 
tumefacciôn mitocondrial (segûn se trata en 2.2.1), se cen­
trifuge a 20.OOOxg durante 20 minutes. El sedimento de mem­
branas externas obtenido se resuspende en tampôn fosfato 
0,02 M a pH 7,4, y se purifica-en gradiente de sacarosa dis^ 
poniendo cuatro capas en un tubo de centrlfuga como sigue;
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I.- 3 ml sacarosa 51,3% (d = 1,192),
II.- 3 ml sacarosa 37,7% (d = 1,142).

III.- 3 ml sacarosa 25,2% (d = 1,094).
IV.- 1 ml suspensiôn de membranas externas en tampôn

fosfato.

Se centrifugan los tubos a lOO.OOOxg durante una hora 
al cabo de la cual se observan un sedimento y très bandas 
situadas en las interfases entre las capas. En la interfase 
entre IV y III estSn présentes llpidos, proteînas y peque­
nos fragmentos de membranas externas. Entre III y II se lo­
calizes las membranas externas purificadas, mientras que en 
tre II y I se sitûan membranas internas junto con restos de 
membrana externa. El sedimento esté formado por membranas 
internas.

La fase de membranas externas de todos los tubos se re­
tira con una pipeta Pasteur reuniêndolas y centrifugando a 
150.OOOxg durante 60 minutos. Se obtiene as! el sedimento 
de membrana externa purificada.

2.4 TRATAMIENTO PE LAS MEMBRANAS CON DIVERSOS AGENTES

2.4.1 Detergente

El sedimento de membranas purificadas segûn las têcni­
cas descritas en el apartado anterior (2.3) se resuspende
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en la cantidad apropiada de sacarosa 0,25 M tamponada con 
Tris-HCl 0,02 M a pH 7,4 (tampôn Tris-sacarosa) para obte- 
ner una suspensiôn de concentraciôn protêica conocida. De 
esta suspensiôn de membranas se toman alicuotas de 1 ml 
que se transfieren a tubos a los que se anade la cantidad 
adecuada de deterqente a fin de que las concentraciones fina 
les del mismo en las suspensiones de membranas abarquen un 
rango entre 0 ,1 % y 2 % (p/v).

Después de mezclar se incuban a 20° durante 30 minutos, 
al cabo de los cuales se centrifugan los tubos a 150.000 x g 
durante una hora a 4 °. En estas condiciones considérâmes so 
lubilizada a la fracciôn de membrana no sedimentada conteni 
da en el sobrenadante después de esta centrifugaciôn.

2.4.2 Fuerza iônica. Temperature. EDTA.

Para conocer el efecto solubilisante en otras condicio­
nes se someten las suspensiones de membranas a la acciôn de 
disoluciones salinas de NaCl y CaClg, ambas a concentracio­
nes finales de 50 mM y 100 mM. También se tratan otras ali­
cuotas de la suspensiôn de membranas con EDTA a concentra­
ciôn final 1 mM. AdemSs se ensaya el efecto de cada uno de 
los reactivos citados en presencia de Triton X-100 al 0,5% 
(p/v).
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Las suspensiones de membranas asl tratadas se incuban a 
20“ durante 30 minutos.

Ajustando por otra parte la temperatura durante los 30 
minutos de incubaciôn/ a 4“ y 37“, en presencia o ausencia 
de detergente,se detecta el efecto de esta variable sobre 
la solubilizaciôn de membranas.

En todos los casos, y transcurridos los 30 minutos de 
incubaciôn en distintas condiciones, la suspensiôn de mem­
branas se centrifuge durante una hora a 150.OOOxg, estiman- 
do como solubilizada la fracciôn de membrana no sedimentada 
contenida en el sobrenadante.
I

2.5 DETERMINACION DE PROTEINAS

Se ha seguido en esencia el método propuesto por Lowry 
y col. (245) modificado en orden a evitar las interferencias 
que se producen en el anélisis de muestras que contienen de 
tergentes no iônicos y catiônicos (246).

El método de Lowry, mSs sensible que el biuret pues de- 
tecta cantidades de proteina del orden de 1 0  ^g, esté basa- 
do en la formaciôn de un derivado azul al reaccionar el reac 
tivo de Folin-Ciocalteu (247) con algunos arainoâcidos aromé 
ticos.
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Se describe primeramente el mêtodo que puede utilizarse 
cuando las muestras no contienen detergente:

Reactivos
1.- Soluciôn S: Patrôn de seroalbûmina bovina de 100 pg/ml

en agua destilada.
2.- Reactivo A: Na2 C0 3  al 2% en NaOH 0,1 N.
3.- Reactivo B: CUSO4 * 5 1 1 2 0 al 0,5% en tartrato sôdico

potâsico al 1 %.
4 Reactivo Folin-Ciocalteu (247) diluido 1:3 con agua 

destilada.

El procedimiento para la construcciôn de la curva de ca 
librado se esquematiza a continuaciôn:

Patrôn Muestra

Blanco 1 2  3 4 suspensiôn
proteînas

Soluciôn S (ml.) 0,25 OkSO 0,75 1 X ml.

Agua bidestilada a todos los tubos hasta volumai final de 1 mL

Reactivo C (ml) 
mezcla A/B (50:1)

5 5 5 5 5 5 

mezclar y esperar 15 minutos

React. Folin-Cioc. 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Se mezclan bien y se leen a los 40 minutos a una longi- 
tud de onda de 750 nm. en un espectrofotômetro Bausch & Lomb 
"Spectronic - 70".
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Modificaciôn del método segûn Wang y Smith

La têcnica de Lowry présenta sérias limitaciones si se 
quieren determinar proteînas en presencia de detergentes no 
iônicos como es el Triton X-100 el cual forma un precipita- 
do con el reactivo de Folin-Ciocalteu.

En 1975 Wang y Smith (246) propusieron una modificaciôn 
en la que se utiliza una disoluciôn de dodecilsulfato sôdi- 
co (SDS) al 10%. El SDS no afecta la formaciôn de color en 
el procedimiento de Lowry (246a) e impide la formaciôn del 
precipitado al interaccionar el Triton X-100 y el reactivo 
Folin-Ciocalteu. Por su parte el Triton X-100 no desarrolla 
color hasta concentraciones del 2 % (v/v).

Se procédé a la construcciôn de una curva de calibrado 
con soluciôn patrôn (S) de seroalbûmina bovina en presencia 
de Triton X-100 segûn el siguiente esqueroa;

Patrôn Muestra

Blanco 1 2 3 4 suspensiôn
proteînas

Soluciôn S (ml.) - 0,25 0,50 0,75 1 X ml.
Triton X-100 (5%) 0 , 1 0 , 1 0 , 1 0 , 1 0 , 1 0 , 1

Agua bidestilada a todos los tubos hasta volumen final de 1 , 1 ml
Reactivo C 5 5 5 5 5 5

mezclar y esperar 15 minutos
SDS al 10% 1 1 1 1 1 1

React. Folin 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Se mezclan bien y se leen a los 40 minutos a 750 nm.
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2.6 EXTRACCION DE LIPIDOS

Se han seguido dos mêtodos segûn se trate de membranas 
o de sobrenadantes.

2.6.1 Extracciôn de llpidos de membranas y sedimentos.

Mêtodo de Folch (248) modificado por Santiago y col. 
(249). Las membranas resuspendidas en tampôn Tris-sacarosa 
se tratan con un volumen igual de HCIO4 0,6 N agitando con 
una varilla y a continuaciôn se centrifugan durante 15 minu 
tos a 4.000 r.p.m. Al sedimento obtenido se agregan 2,5 ml 
de la mezcla cloroforroo-metanol-HCl concentrado 200:100:1, 
dejêndola actuar durante media hora a temperatura ambiante, 
agitando de vez en cuando con varilla de vidrio. Se anaden 
6 ml de HCl 0,1 N y se centrifuge a 4.000 r.p.m. durante 
20 minutos al cabo de los cuales se separan 3 fases:

a.- Fase superior acuosa formada por KCl-metanol-agua y 
sustancias hidrosolubles.

b.- Fase intermedia, formando interfase entre la supe­
rior y la inferior, conteniendo proteînas précipita 
das.

c .- Fase inferior clorofôrmica con los llpidos disueltos.

Se desecha la fase acuosa extrayêndola con una pipeta 
Pasteur, y se decanta la fase clorofôrmica que se conserva
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a -20° hasta su utilizaciôn. Las proteînas preclpltadas se 
vuelven a extraer del mismo modo para agotar los llpidos y 
la fase clorofôrmica de esta segunda extracciôn se junta 
con la primera.

2.6.2 Extracciôn de llpidos de sobrenadantes.

Para la extracciôn de llpidos de los sobrenadantes, que 
contienen la fracciôn de membranas solubilizada segûn las 
condiciones descritas anteriormente en 2.4, utilizamos la 
têcnica de Folch y col. (250).

De los sobrenadantes se toman alicuotas de 0,2 ml y se 
anaden 3 ml de la mezcla cloroformo-metanol-HCl 0,1 N. 
(2 0 0 :1 0 0 :1 ) que se deja actuar durante media hora, agitando 
de vez en cuando, para anadir a continuaciôn 0,4 ml de agua 
destilada con lo que se consigne la proporciôn propuesta por 
Folch. Se agita vigorosamente y se centrlfuga a 4.000 r.p.m. 
durante 15 minutos separândose dos fases en el tubo:

a.- Fase superior, acuosa, con sustancias hidrosolubles.
b.- Fase inferior, clorofôrmica, con los llpidos disuel­

tos.

Se extrae la fase acuosa con una pipeta Pasteur. Los ll­
pidos quedan en la fase clorofôrmica.
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2.7 DETERMINACION DE FOSFORO LIPIDICO

Se détermina el fôsforo lipidico siguiendo la têcnica 
de Bartlett (251) modificada,que se fundamenta en el proce­
dimiento clSsico de Fiske y Subbarow (252): el fosfato inor 
gênico reacciona en medio Scido con el molibdato originando 
el aniôn fosfomolibdato,el cual es reducido con l-amino-2 - 
naftol-4 sulfonato con formaciôn estequioraêtrica de un com- 
plejo coloreado azul.

Para el anélisis de fôsforo lipidico procédante de la 
extracciôn de llpidos de sobrenadantes, de membranas o de 
sedimentos, se précisa la conversiôn previa del fôsforo or- 
génico en fosfato inorgénico mediante la digestiôn de la 
muestra con HCIO4 a 200“ en las condiciones que se senalan 
més adelante.

Reactivos
1.- Soluciôn patrôn (P) de ortofosfato disôdico équiva­

lente a 1 0  pg de fôsforo por mililitro.
2.- Molibdato amônico al 5% (p/v).
3.- Acido perclôrico del 70% (p/v).
4.- Reactivo de Fiske. Composiciôn por cada 500 m l : éci 

do l-amino-2-naftol-4-sulfônico 1,25 g ; sulfito sô 
dico 2,5 g ; bisulfito sôdico 75 g ; agua destilada,
O . S . p. 500 ml. Anédanse proporciones de la disolu-
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ciôn suifito/bisulfito sobre el Scido aminonaftolsulfônico 
en mortero, triturando hasta su compléta disoluciôn en el 
total de 500 ml . Filtrar y dejàr 12 horas en nevera; apare 
ce un pequeno depôsito de cristales en el fondo de la diso­
luciôn. Conserver a 4* al abrlgo de la luz.

Digestiôn de la muestra con Scido perclôrico al 70%.

El HCIO4 a reflujo oxida los fosfolîpidos con desprendi 
miento cuantitativo de fosfato inorgSnico. El extracto lipi 
dico clorofôrmico o una parte alîcuota del mismo, proceden- 
te de la extracciôn de sobrenadantes, membranas, o de man­
ches lipîdicas de places cromatogrSficas, debe evaporarse a 
sequedad antes de anadir el HCIO4 (ipeligro de explosiônl).

Para muestras conteniendo 0,5 a 10 p g  de fôsforo se a- 
naden 1,2 ml de HCIO4 70% a cada tubo y se mantienen duran 
te una hora a 2 0 0 * en bano de arena o en estufà en el inte­
rior de una vitrine con salida de gases, tomando las debidas 
precauciones en orden a evitar la explosiôn. Los tubos se 
tapan con bolas de vidrio y se introducen en la estufa cuan 
do todavia estS frie. Al cabo de una hora de digestiôn a 
2 0 0 * (no debe sobrepasarse ni disminuirse esta temperatura) 
se apaga la estufa dejândola enfriar antes de sacar los tu­
bos .

Para la determinaciôn colorimëtrica procedemos de acuer 
do con el siguiente esquema:
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Patrôn
Muestra

Blanco 1 2 3 4 evaporada

Soluciôn P (ml) - 0 , 2 0,4 0 , 6 0 , 8 X

Molibdato (ml) 0 , 1 0 , 1 0 , 1 0 , 1 0 , 1 0 , 1

HC104,70% (ml) 1 , 2 1 , 2 1 , 2 1 , 2 1 , 2 1 , 2

Se dlglere el contenido de los tubos a 200°, una hora, 
en la forma Indlcada anteriormente. Se dejan ènfrlar, ana­
diendo seguidamente a cada tubo 0,4 ml de molibdato 5% y 
otros0,4 ml del reactivo Piske. Se anade agua bidestilada 
hasta compléter un volumen final de 1 0  ml en todos los tu­
bos mezclando bien por inversion. Los tubos, tapados con bo 
las de vidrio, se calientan en bano maria hirviente 15 minu 
tos durante los que se desarrolla el color. Se dejan enfriar, 
reponiendo con agua si es preciso el volumen perdido por 
'evaporaciôn y se lee su absorbancia a 830 nm en un espec- 
trofotdmetro Bausch & Lomb "Spectronic - 70".

2.8 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE FOSFOLIPIDOS.

Se sigue la têcnica de Neskovick y Kostic (253).
Se preparan plaças de Silicagel H de 250 micras de espe 

sor que se activan a 130° en estufa durante media hora.
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El extracto lipidico clorofôrmico se évapora a sequedad 
y se redisuelve en 0 , 1  ml de mezcla cloroformo-metanol(2 :1) 
constituyendo ésta la muestra que se aplica sobre la plaça 
en bandas finas de unos 3 cm de longitud, a dos centimetros 
del borde inferior de la plaça. La cantidad depositada debe 
contener un equivalents de extracto correspondiente a unos 
90 pg de fôsforo.

Las plaças se someten a dos desarrollos consécutives en 
la misma direcciôn, el primero con cloroformo-metanol-amonla 
co 65%-agua (140:50:7:3) y el segundo con cloroformo-metanol 
-Scido acêtico-agua (160:20:4:1,5) secando bien la plaça en­
tre uno y otro.

Las plaças se revelan en cSmara saturada de vapores de 
iodo identificândose las manchas de fosfolîpidos por sus Rf 
y utilizando patrônes conocidos.

2.8.1 Determinaciôn cuantltatlva de fosfolîpidos.

Se recuperan cuantitativamente los fosfolîpidos separa- 
dos en la cromatografla recogiendo el silicagel correspon­
diente a cada una de las manchas mediante raspado de las pla 
cas con una pequena espStula. Se introduce en tubos de cen­
trlfuga de vidrio y se procédé a determinar el fôsforo total 
en cada tubo previa digestiôn con HClO^ como se ha descrito 
en 2.7.



- 79 -

2.9 CROMATCXmFIA GftS-LIQülDO DE ACIDOS GRASPS DE FOSFOLIPIDOS

Se toma una parte alîcuota del extracto lipidico obteni 
do como se ha descrito anteriormente, o bien cada una de las 
manchas raspadas de la plaça crornatogrâfica.

El extracto se évapora a sequedad. Los fosfolîpidos 
se transesterifican para el anâlisis de los âcidos gra- 
sos de cada componente.

2.9.1 Transesterificaciôn de âcidos grasos.

Las muestras se tratan con 1,5 ml de trifluoruro de bo- 
ro-roetanol al 14% p/v (254) durante dos minutos a 70°. Se 
anaden después 2 ml de heptano y 1 ml de agua por dos veces

I
consécutives, extrayendc las fases orgSnicas que se deshi- 
dratan con Ha 2 S0 4  anhidro y se evaporan a sequedad, para 
ser finalmente disueltas en un volumen minimo de hexano pa­
ra la cromatografla.

2.9.2 Cromatografla gas-llquido de estâtes metlllcos de éci- 
dos grasos.

Se realiza en un cromatôgrafo HEWLETT-PACKARD modelo 
5120-A, con un sistema dual de columnas de adipato de polie 
tilenglicol al 10% en Chromosorb G (AV), malla 80/100, de 
una longitud de dos metros y un diâmetro de 1 / 8  de pulgada, 
en acero inoxidable, y un detector de ionizaciôn de llama. 
Gas portadorrnitrôgeno; temperatura de la columna: 180°,sin
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programaciôn. Las presiones y flujos de los gases se ajus- 
tan respectivamente a 6 Kg/cm^ y 20 ml/min para el nitrôge
no; 1,2 Kg/cm^ y 30 ml/min paré el hidrôgeno, y 2 Kg/cm^ y
240 ml/min para el aire.

La identificaciôn se lleva a cabo por coraparaciôn con
sustancias patrones. La cuantificaciôn se realiza por trian 
gulaciôn de los picos.

2.10 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

Mêtodo de Fairbanks y col. (255) ligeramente modificado. 
Fôrmulas para las soluciones madrés, soluciones reguladoras 
y geles.

A.- Soluciones madrés
1.- Con Ac BIS

Acrilamida  .......     40 g
BIS     1,5 g
K2 O bidestilada, c.s.p........    1 0 0  ml

2.- Soluciôn reguladora 10 x (pH 7',4)
Tris 1,0 M ...................................  40 ml
Acetato sôdico 2,0 M ..............     10 ml
EDTA 0,2 M ...................................  10 ml
Ac ido acético hasta pH 7,4
H 2 O bidestilada, c.s.p......................  2 0 0  ml

3.- Soluciôn SDS 20% (p/p)
4.- Persulfato amônico l,5%(p/p)
5.- TEMED 0,5%



- 81 -

B.- Soluciôn reguladora para electroforesis
Soluciôn reguladora 10 x ........................  100 ml
SDS 20%   50 ml
Agua bidestilada .............................   850 ml

C.- Geles (por 10 ml. de soluciôn 5,6% en acrilamida)
Sol. AcBIS      1,4 ml
Soluciôn reguladora 10 x  ................  1,0 ml
SDS 20% ...........................................  0,5 ml
Agua bidestilada .................................  5,6 ml
Persulfato amônico 1,5%...........................  1,0 ml
TEMED 0,5% ........................................  0,5 ml

Abreviaturas: SDS = dodecilsulfato sôdico
BIS = N ,N '-Metilenbisacrilamida
TEMED = N,N,N',N'-tetrametil-etilenodiamina

Para la preparaciôn de los geles se mezclan las solucio 
nés madrés concentradas en el orden y proporciones que se 
indican y se anaden a tubos de vidrio de 9 cm de largo por 
0,5 cm de diâmetro interno lavados previamente con mezcla 
crômica. Se rellenan hasta una altura de 8 cm previamente 
marcada.

A cada columna se anade a continuaciôn,cuidadosamente 
para que no se mezcle con la soluciôn que ha de gelificar, 
unas gotas de otra soluciôn al 0,1 % de SDS, 0,15 % en per­
sulfato amônico y 0,05 % en TEMED, para que la superficie 
del gel quede plana. Después de la gelificaciôn a temperatu 
ra ambiante (unos 45 minutos) se quita la soluciôn de reçu-
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briiuiento y se reemplaza por soluciôn reguladora de electro 
foresis. Se deja asl en reposo al menos 12 horas.

Las suspensiones de membranas y los sobrenadantes (2 a 
5 mg de proteina por mililitro) se preparan para la electro­
foresis anadiendo las siguientes sustancias hasta las con­
centraciones finales indicadas: SDS 1%, Tris-HCl 0,04 M, 
EDTA 10 mM, 2-mercaptoetanol al 1% y glicerol al 20% (pli 7,4).

Las soluciones ya claras y transparentes se incuban 30 
minutos a 40°C para reducir por medio del 2-mercaptoetanol 
los puentes disulfuro.

Las muestras se depositan sobre los geles, cubiertos 
con soluciôn reguladora de electroforesis, suaveraente. Al 
estar las proteînas solubilizadas en un medio denso de saca 
rosa 0,25 M, no se mezclan con la soluciôn reguladora al 
ser depositadas. Sobre las muestras se anade una traza de 
azul de bromofenol al 0 ,0 1 % para seguir la migraciôn del 
frente.

La electroforesis se lleva a cabo con una corriente de 
9 mA/gel y un voltaje de 100 voltios. El tiempo necesario 
para que el frente electroforético llegue hasta unos 0,5 cm 
del borde inferior del gel es de 90 minutos.

Los geles se tinen con azul de Coomassie. Para ello se 
introducen en tubos agujereados suspendidos en un vaso en
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el que se van colocando las soluciones siguientes:

1°; isopropanol al 25%; écido acêtico 10%; y 0,05% de azul 
de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250), durante 
1 2  horas.

2 °: isopropanol al 10%; Scido acético al 10%; y azul de
Coomassie al 0,003% durante 6 a 9 horas.

{-

3°: écido acético al 10% con azul de Coomassie al 0,002% du 
rante 1 2  horas.

4°: écido acético al 10% durante varias horas hasta que las 
bandas aparecen nitidas.

La mayoria de las bandas se distinguen ya en la tercera 
etapa, es decir, unas 24 horas después de la electroforesis.

Los geles se guardan en tubos que contienen écido acéti 
co al 1 0 % y asl se fotografîan.

Los geles cilîndricos se leen a 550 nm en un espectrofo 
témetro Unicam SP 1800 equipado con accesorio para densito­
metrla.

2.11 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRAHSMISION

2.11.1 Fijacién

El sedimento obtenido después del tratamiento de las 
suspensiones de membranas con las distintas concentraciones 
de Triton X-100 y posterior centrifugaciôn segûn se indica
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en 2.4.1, se somete a una fijacxÔn en dos etapas:

Primera fijaciôn: Se desecha el sobrenadante y se anade 
sobre el sedimento en el mismo tubo de centrlfuga una solu­
ciôn de glutaraldehldo neutre al 2,5% en sacarosa 0,25 M 
tamponada con Tris-HCl 0,02 M, pH 7,4. Los sedimentos de un 
espesor no superior a 2 mm se mantienen en esta soluciôn 
fijadora durante 2 horas al cabo de las cuales se despegan 
los sedimentos del fondo del tubo, renovando la soluciôn fi­
jadora que se deja actuar durante otras dos horas.

Segunda fijaciôn: Se trocean los sedimentos en fragmen­
tes de aproximadamente 1 mm^ y se lavan durante 24 horas en 
el tampôn Tris-sacarosa. A continuaciôn se sumergen los tro 
zos en una disoluciôn de tetrôxido de osmio (O3 O 4 ) al 1% en 
tampôn Tris-sacarosa durante 2 horas.

2.11.2 Deshidrataciôn

Antes de procéder a la inclusiôn es preciso eliminar el 
agua lo que se consigne tratando los trozos con soluciones 
acuosas de acetona en concentraciones crecientes y con los 
tiempos siguientes:
1.- Acetona 30%: 15 minutos
2.- Acetona 50%: 30 minutos
3.- Acetona 70% + acetato de uranilo 1%: 30 minutos
4.- Acetona 90%: 30 minutos
5.- Acetona 100%: 30 minutos, con un carabio.
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2.11.3 Impregnacl6 n

Los trozos se someten a la acclôn del 6 xido de propile- 
no durante 30 minutos como paso previo al tratamiento con 
résinas que se realiza en dos etapas, una de impregnaciôn a 
temperatura ambiente durante 1 2  horas y otra de inclusiôn 
en la misma mezcla de résina a 60° durante 48 horas.

Composicidn de la résina.- Los productos, de la serie 
Durcupan-ACM (Fluka), se mezclan en las siguientes propor- 
ciones;

Araldita CY-212............................... 10,0 ml
Endurecedor HY-964........    10,0 ml
Catalizador DY-064....................   0,4 ml
Plastificante (dibutil-ftalato)..............  0,4 ml

Una vez polimerizada la résina se obtienen secciones 
mediante un Ultratom III LKB en tonalidades interferencia- 
les de color plata.

Los cortes convenientemente contrastados con citrato de 
plomo segûn Reynolds (256) se observan en un Philips EM-300 
a 80 kV de aceleracidn. Las imâgenes fotogrâficas se toman 
sobre plaças "Scientia" (Agfa-Gevaert).

2.12 DETERMINACIOU DE C0LE3TER0L

Seguimos un método colorimétrico-enzimâtico cuyo funda-



— 86 —

mento es el siguxente (257,258):

Ester de colesterol . — - ̂ terolesteras^ Colesterol + Scido graso
Colesterol + Og c°lGsteroloxidasa^ ̂  t colestenona + H2O2

2H2O2 + 4-aminofenazona + fenol (pj-î enzoqulixxia-trDrwlM
no) fenazona + 4H2O

Se utlliza el equipo de reactlvos que para esta 
técnica ha sido estandarizado por Boehrlnger Mannheim (Test 
-Combination. Colesterol. Método "CHOD-PAP", N« 172626).

2.13 DETERMINACION PE HIERRO

El hierro se détermina en un espectrômetro de absorcién 
atômica Zeiss modelo FMD-4 equipado con microprocesador, pre 
via calibraciôn del aparato con soluciones estandar de cloru 
ro fêrrico.

2.14 DETERMINACION DE FLAVINAS

Se determinan flavinas totales siguiendo el método de 
Chance (259). Se funda en la medida de la diferencia de ab- 
sorbancias entre su estado oxidado y reducido a 465 y 510 nm. 
En su forma oxidada las flavinas presentan amplias bandas de 
absorcién con mâximos en las proximidades de 370 y 460 nm.
Por reduceiôn qulmica o enzimâtica se decoloran con pérdida 
de la banda de absorcién a 460 nm.
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Se colocan 0,5 ml de muestra, contenlendo 4 a 5 mg 
de protelna por ml , en una cubeta y se anaden 0,4 ml de 
tampén fosfato 0,1 M pH 7,4, y 0,1 ml de desoxicolato s6 - 
dico al 10% (p/v). Como agente reductor se utlliza el di- 
tionito sédico, anadiendo una pequena cantidad en forma sô 
lida a la cubeta.

El coeficiente de extinciôn de las flavinas es 

ll-103M-lcm-l (8:?).

2.15 DETERMINÂCION DE CITOCROMOS a, b, ci, c

Se ha seguido fundamentalmente el método espectrofoto- 
métrico propuesto originalmente por Chance en 1952 (260, 
261) y modificado posteriormente por Williams (89) que dé­
sarroi 16 un método para la estimacién cuantitativa de los 
cuatro citocromos con ayuda de cuatro ecuaciones simultS- 
neas y cuatro pares de longitudes de onda aplicados al es- 
pectro diferencial entre las formas oxidadas y reducidas 
de los citocromos.

Se utilizan dos cubetas y en cada una de ellas se in-.:: 
troducen 0,5 ml de la suspensién o muestra a analizar 
(con un contenido de 4 a 5 mg de protelna por ml.) 0,2 ml 
de tampÔn fosfato 0,1 M pH 7,4 y 0,2 ml de desoxicolato 
TSédico 10%. A la cubeta A se agregan 0,1 ml de ferricianu- 
ro potâsico 0,05 M, y a la cubeta B se agregan 0,1 ml de
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una disoluclôn acuosa recientemente preparada de ascorbato 
s6 dico 0,05 M. Después de agltar por inversiôn las cubetas, 
y pasado un minute, se anade a la cubeta B una pequena can 
tidad de ditionito sddico. Se agita de nuevo y se espera 
dos minutos.

Se registre grâficamente el espectro diferencial de la 
cubeta B (reducida) frente a la À (oxidada) entre las lon­
gitudes de onda 500 a 650 nm. Se utilisa para ello un es- 
pectrofotômetro de doble haz provisto de expansiôn de esca 
la y registrador.

Para calculer las concentraciones de los cuatro cito­
cromos se determinan previamente los siguientes factores:

®15 = ^550 - *535
®25 = *554 - *540 Siendo A los valores de la absor

“35 " *563 - *577 b a n d a  a la longitud de onda que

“45 = *605 - *630 indican sus subindices.

^15 = ais/ 2 1

°25 = (“25 - 6,51 b]^g)/15,6

^35 = (“35 + 1,16 ^15~ 1,48 C2g)/13,8

“45 = (“45 + 0 , 2 2 ^15+ 0,482 Cgg - 0,076 dgg)/12

^4 = ^4 5
^3 = "35 + 0 ,0263 ^4
^ 2  = =25 - 0 ,0484 ^4 - 0,225 X3

^ 1  = ‘>15 - 0 ,03 + 0 ,149 X 3 - 0,491 Xj
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LOS valores de , Xg, Xj y X̂ ,̂ son las concentracio­
nes de los citocromos a, b, c^ y c, respectivamente, expre 
sadas en ^moles/ml.

2.16 EXTRACCION Y DETERMINACION PE UBIQUINONA

Se ban descrito mêtodos de aislamiento y purificaciôn 
de ubiguinonas en gran escala a partir de tejidos y bacte- 
rias. El que utilizamos aqui, aplicable a mitocondrias y a 
preparaciones de membranas es el propuesto por Redfearn 
(262) basado en el hecho de que la ubiquinona puede ser ex 
tralda selectivamente por disolventes orgSnicos y detecta- 
da por los espectros de absorciôn caracterlsticos de sus 
formas oxidada y reducida.

Reactlvos: Etanol espectroscdpicamente puro
Eter de petrôleo de bajo punto de ebulliciôn 
Metanol
Borohidruro sddico

Una poreiôn de la preparaciôn a ensayar contenlendo 
1 0 - 2 0  mg de protelna se coloca en un tubo de vidrio de 
unos15 ml con tapôn de vidrio. Se anaden rdpidamente 4 ml 
de metanol enfriado previamente a - 2 0 °, e inmediatamente 
después 5 ml de éter de petrôleo. Se tapa el tubo con tapôn 
de vidrio (no debe ser de otro material) y agita vigorosa 
mente durante 1 minuto.Se centrifuga a 3.000 r .p.m. 5 minu-
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tos para separar las fases.

Se transfiere la fase superior con una plpeta Pasteur 
a un tubo o matraz acoplable a un rotavapor. El reslduo se 
extrae de nuevo con otros- 3 ml de éter de petrôleo y se 
procédé del mismo modo a agltar, centrifuger y separar la 
fase superior, que reunida con la procédante de la primera 
extracciôn se evaporan en un rotavapor y el reslduo se redi- 
suelve en 3 ml de etanol para espectroscopla.

Se détermina a continuaciôn el espectro de absorciôn 
de la ubiquinona en soluciôn etanôlica entre 230 y 320 nm.
La presencia de ubiquinona se détecta por un méximo carac- 
teristico a 275 nm. Se reduce seguidamente la ubiquinona 
con una pequena cantidad de borohidruro (0 , 2  mg aprox.) y 
se espera 2 minutos para la total reduceiôn y eliminaciôn 
de burbujas que podrian interferir. Se vuelve a determiner 
el espectro de la ubiquinona reducida en el mismo rango de %,

La concentraciôn de ubiquinona se calcula a partir de 
la diferencia de absorbancias a 275 nm entre las formas 
oxidada y reducida, mediante la exprèsiôn

3- A *103
----------- --------- = micromoles de Ubiquinona/g protelna
12,25*mg Prot./ml
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2.17 DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Todos los ensayos de actlvldades enzimâticas se hacen 
sobre muestras recientemente obtenidas, o conservadas unas 
horas a la temperatura del nitrôgeno lîquido.

Se observan las precauciones relatives a este tipo de 
determinacionesî réactives recientemente preparados, o en 
su caso congelados a - 2 0 °, determinaciôn de la actividad 
de la mezcla de reacciôn en ausencia de enzima (ensayos en 
blanco), pH ajustado, y temperatura controlada mediante 
termostatizaciôn en aquelles ensayos que transcurren con 
variaciôn de absorbancia.

Se utilize un espectrofotômetro Beckman DBGT de doble 
haz, con compartimente de cubetas termostatizado y provis­
to de registrador.

2.17.1 Malato deshidroqenasa

L-Malato ; NADH oxidorreductasa (EC 1.1.1.37). Esta têc 
nlca, descrita por Ochoa (263) para determiner la activi­
dad malato deshidrogenasa estâ basada en el descenso de ab 
sorbancia producido por la oxidaciôn de una disoluciôn de 
NADH en presencia del enzima y oxalacetato en exceso segûn 
la ecuaciôn:

Oxalacetato + NADH + H"*" --------- ►  Malato + NAD^
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La mezcla de reacciôn en la cubeta esté formada por:
0,3 ml tampôn glicil-glicina 0,25 M pH 7,4
0,1 ml NADH 1,5 mM pH 7,4
0,1 ml oxalacetato 7,6 mM pH 7,4
2,5 ml agua bidestilada.

Se preincuba la mezcla a 35° anadiendo seguidamente a 
la cubeta una cantidad de enzima équivalente a unos 1 0 0  pg 
de protelna. Se sigue la marcha de la reacciôn mediante el 
registre del descenso de absorbancia a 340 nm. El coefi- 
ciente de extinciôn del NADH es 6 ,22•lO^M'lcm”! (82).

2.17.2 NADH : citocromo c reductasa sensible e insensible a 
la rotenona

La NADH : citocromo c reductasa insensible a la roteno­
na esté localizada en la membrana externa de la mitocondria, 
mientras que la sensible se encuentra en la membrana inter­
na .

Para su determinaciôn seguimos la técnica descrita por 
Hatefi y Rieske (264) en la que la reducciôn del ferricito- 
cromo ç por el NADH se sigue espectrofotométricamente a 
550 nm. También puede medirse por registre del descenso de 
absorbancia a 340 nm producido por la oxidaciôn del NADH 
por el ferricitocromo ç.

La mezcla de reacciôn contiene:
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0,2 ml tampôn fosfato 0,1 M pH 7,5
0,02 ml azlda sôdlca 0,1 M
0,01 ml EDTA 0,01 M
0,02 ml NADH 0,01 M
Se ccnpleta hasta 0,9 ml con agua bidestilada.

Se incuba a 37° durante dos minutos. La reacciôn se 
inicia al anadir a la cubeta 0 , 1  ml de citocromo ç oxidado 
al 1% (p/v) y 5-10 pi de muestra conteniendo unos 40-60 pg 
de protelna.

Se registre el aumento de absorbancia a 550 nm. La ac­
tividad especlfica viene dada por la expresiôn:

AA550Aesp.= --------- min“l*mg ProtTl
18,5

En las condiciones descritas se mide la actividad to­
tal tanto del enzima sensible como del insensible a la ro­
tenona .

Para determiner la actividad del enzima sensible a la 
rotenona se realiza a continuaciôn otro ensayo con una mez 
cla de reacciôn igual a la anterior conteniendo rotenona 
0,15 mM que anula la actividad del enzima sensible. La a- 
pllcaciôn de la ecuaciôn anterior a estas condiciones nos 
da la actividad especlfica del enzima insensible a la rote 
nona.
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Por diferencia entre estas dos medidas se calcula la 
actividad del enzima sensible a la rotenona.

2.17.3 Citocromo c oxidasa

Para la determinaciôn de la actividad citocromo c oxi­
dasa seguimos el método de Sottocasa y col. (265). Se basa 
en el descenso de absorbancia a 550 nm que expérimenta una 
disoluciôn de citocromo ç_ al pasar del estado reducido al 
oxidado.

Preparaciôn del citocromo jĉ  reducido: se anaden unos 
pocos cristales de borohidruro sôdico a una disoluciôn 3mM 
de citocromo ç. batiendo con una varilla o espâtula hasta 
que no haya desprendimiento de burbujas. La disoluciôn ré­
sultante es muy alcalina por lo que hay que neutralizarla 
anadiendo HCl 0,1 N gota a gota hasta pK=7. La concentra­
ciôn de citocromo ^  se ajusta finalmente a 0,08 mM anadien 
do la cantidad adecuada de tampôn fosfato 75 mM pH 7,5.

En la cubeta del espectrofotômetro terroostatizada a 
30° se anaden:

0,2 ml citocromo ç_ reducido 0,08 M
0,7 ml tampôn fosfato 75 mM, pH 7,4
0 , 1  ml de la muestra contenlendo una cantidad de enzi­

ma équivalente a 2-5 ug de protelna.

Se registre el descenso lineal de absorbancia durante



— 95 —

los dos primeros minutos. La actividad especifica en estas 
condiciones es;

* * 5 5 0 1 1Aesp. = --------  • min”-*-* mg Prot."-*-
18,5

2.17.4 Succinato; coenzima Q oxidorreductasa

Para su determinaciôn utilizamos el método de Ziegler 
y Rieske (266) basado en la reacciôn:
Succinato + Coenzima Q -+■ Fumarato + (Coenzima Q) Hg 
donde la tasa de reducciôn del coenzima Q por el succinato 
se détermina indirectamente siguiendo el carobio de color de 
un colorante reducible como el 2 ,6 -diclorofenolindofenol 
(DIF) el cual es reducido râpidamente por el (coenzima Q)Hg. 
En las condiciones de este ensayo el DIF no se reduce en au 
sencia de coenzima Q.

Se coloca en la cubeta la siguiente mezcla de reacciôn:
0,1 ml tampôn fosfato potâsiço 1 M, pH 7.
15 pi DIF al 0,1% en tampôn fosfato, pH 7.
20 pi succinato potéslco 1 M, pH 7.
10 pi EDTA 1 mM.
10 pi Triton X-100 1%.
20 pi coenzima Q al 0,5 % en etanol.
Agua bidestilada hasta un volumen final de 1 ml.

Se preincuba el contenido de la cubeta a 38° durante 5
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minutes al cabo de los cuales se anade una cantidad de en­
zima équivalente a 15-30 pg de protelna.

Se registre el descenso de absorbancia a 600 nm en un 
espectrofotômetro termostatizado a 38° hasta que el 80% 
del colorante se haya reducido.

La actividad especlfica del enzima Jpmoles de succina­
to oxidado/minuto/mg protelna) vendrS expresada por la si 
guiente fôrmula:

**600 , ,Aesp. = -------- • min"l • mg Protrl
20,5

2.17.5 Succinato ; citocromo c reductasa

Para la determinaciôn de la actividad süccinato cito­
cromo ĉ reductasa seguimos el método de Tisdale (267) . Se 
fundamenta en el aumento de absorbancia que présenta el 
tocromo _ç, a 550 nm al reducirse, en presencia de succinato, 
por la acciôn de este com.plejo enzimâtlco. A fin de evltar 
la reoxidaciôn del citocromo jç por la citocromo c oxidasa 
es necesario bloquear el ûltimo paso de la cadena respira­
tor la cori un inhibldor especlfico como es la azlda sôdlca.

La mezcla de reacciôn en la cubeta contiene:
0,10 ml tampôn fosfato 0,1 M, pH 7,4 
0,01 ml azida sôdlca 0,1 M 
0,02 ml EDTA 0,01 M
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0,05 ml albûmlna sérlca bovina al 10%
0,10 ml succinato potâsico 0,1 M, pH 7
Agua bidestilada hasta un volumen de 0,90 ml.

Se agregan 10 pi de la muestra a medir dilulda conve­
nientemente a una concentraciôn de 1 0 0 - 2 0 0  pg de protelna/ 
ml.Se incuba esta mezcla de reacciôn a 37® durante 2 minu­
tos.

La reacciôn se inicia al anadir a la cubeta 0,1 ml de
citocromo c oxidado al 1 % registrando la variaciôn de ab­
sorbancia a 550 nm.

El coeficiente de extinciôn para el citocromo c a 550 
nm es 18,5 • 10® cm""^. La actividad especlfica (en pmo
les de citocromo c reducidos/minuto/mg de protelna) se 
calcula mediante la expresiôn:

**550 , ,Aesp. = ------- • min“l * mg ProtT^
10,5

2.17.6 Determinaciôn de la actividad ATPasa

Se han descrito varios mêtodos para la estimaciôn de 
la actividad ATPasa (ATP fosfohidrolasa) *, la mayor la de 
ellos basados en la medida de la cantidad de fosfato inorgâ 
nico liberado por el enzima en la hidrôlisis del ATP (268, 
269). La actividad ATPasa se puede seguir también espectro 
fotométricamente (8 6 ) si se incluyen en el medio de reac-
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ciôn fosfoenolpiruvato, plruvato kinasa, lactato deshidro­
genasa, y NADH (270).

Reactlvos:
(1) Tampôn: KCl 100 mM, EDTA 6 mM, MgCl2 15 mM, trieta

nolamina • HCl 100 mM, a pH 8 .
(2) Disoluciôn de ATP/Mg++: ATP 200 mM, MgCl 2 200 mM a

pK 7.
(3) Fosfoenolpiruvato (PEP) 100 râî a pH 7.
(4) NADH 20 mM a pH 7.
(5) Plruvato kinasa (PK). ATP: plruvato 2-0-fosfotrans

ferasa (EC 2.7.1.40). Suspensiôn con una 
actividad de 2 0 0  ü/mg.

(6 ) Lactato deshidrogenasa (LDH). L-lactato:NAD oxido­
rreductasa (EC 1.1.1.27). Suspensiôn con 
una actividad de 300 U/mg.

(7) Cianuro potâsico 2 M.

La mezcla de reacciôn para cinco ensayos contiene:
3,33 ml tampôn (1)
0,10 ml ATP/Mg++ 200 mM (2)
0,15 ml PEP 100 mM (3)
0,10 ml NADH 20 mM (4)
0,010 ml PK suspensiôn (5)
0,015 ml LDH suspensiôn (6 )
0,010 ml KCN 2 M (7)
Agua bidestilada hasta volumen final de 10 ml.



— 99 —

Se colocan en una cubeta 2 ml de esta mezcla y se man- 
tiene a 30* durante 5 minutos al cabo de los cuales se afta 
de la muestra a ensayar (5-10 pl de suspensiôn de membra­
nas o sobrenadante). La oxidaciôn del NADH se sigue espec­
trofotométricamente a 340 nm midiendo el descenso de absor 
bancla en funeiôn del tiempo en un espectrofotômetro de do 
ble haz provisto de registrador y cubetas termostatizadas 
a 30®.

Por cada mol de ATP hidrolizado se oxida un mol de 
NADH. La actividad especlfica de la ATPasa (jjmoles de ATP 
hidrolizado/min/mg Prot.) vendrS dada por:

*340
Aesp. * -------- • min""l « mg Prot.

6,22
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3.1 SOLUBILIZACION DE MEMBRANA EXTERNA

Allcuotas de 1 ml de suspensiones de membrana externa 
de 1 y 5 mg protefna/ml se tratan con cantidades apropiadas 
de Triton X-100 a fin de obtener concentréeiones finales 
del mismo entre 0,1 y 1 % (p/v) . Se incuban en estas condl^ 
clones durante 30 minutos,centrifugândolas a continuaciôn 
1 hora a 150.OOOxg,para procéder seguidamente a la determi 
naciôn de proteinas y fôsforo lipidico en los sobrenadan- 
tes,con objeto de establecer patrones de solubilizaciôn en 
estas condiciones, comparables con los de la membrana in­
terna .

3.1.1 SOLUBILIZACION DE PROTEINAS Y FOSFORO LIPIDICO. IN- 
FLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE DETERGENTE Y DE MEM­
BRANAS EN SUSPENSION

Los porcentajes de solubilizaciôn de proteinas y fôsfc 
ro lipidico de la membrana externa en funciôn de la concen 
traciôn de Triton X-100 se muestran en la Tabla ÎII (para 
una suspensiôn de membranas de 1 mg proteina/ml) y en la 
Tabla IV (suspensiôn de membranas con 5 mg proteina/ml).

La solubilizaciôn de protelna depende de la concen­
traciôn de detergente, y es poco afectada por la concentra 
ciôn de membrana en suspensiôn,si las concentraciones de 
Triton X-100 son bajas (menores de 0,1%). Sin embargo con
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concentraciones mâs altas de detergente se observan peque- 
nas diferencias en las pautas de solubilizaciôn protéica 
que dependen de la concentraciôn de membranas en suspen­
siôn. Asi con suspensiones de 1 mg proteina/ml se tiende a 
alcanzar un mSximo de protelna liberada (50-60%)ya'a par­
tir de 0,25% de Triton X-100 (figura 3), mientras que la 
misma concentraciôn de detergente solubiliza una menor pro 
porciôn de protelna (35-40%),si la concentraciôn de membra 
nas en suspensiôn es de 5 mg proteina/ml (figura 4).

La solubilizaciôn de fôsforo lipidico se ve mâs afee 
tada por la concentraciôn de membranas en suspensiôn: a Img 
de proteina/ml (figura 3) la curva de solubilizaciôn, para 
bôlica, es similar y paralela a la de protelna, mientras 
que a 5 mg proteina/ml (figura 4) la liberaciôn de fôsforo 
es casi lineal.

En las dos concentraciones de membrana se observa 
que las curvas de fôsforo solubilizado se mantienen por de 
bajo de las de protelna.



TABLA III

Solubilizaciôn de proteinas y fôsforo lipidico de la mem­
brana externa mitocondrial en funciôn de la concentraciôn 
de Triton X-100. (Suspensiones de membranas de 1 mg prot/nl).

Concentraciôn 
Triton X-100 

% (p/v)

% Solubilizaciôn

Protelna Fôsforo lipidico

- 8,5 + 1,50 2,3 + 1,91
0 , 1 0 43,6 + 4,66 23,6 + 2 , 1 0

0,25 53,8 + 4,76 37,2 + 5,53
0,50 51,9 + 2,31 43,5 + 6,55
0,75 60,4 + 4,17 41,9 + 5,61
1 , 0 0 60,5 + 8,30 44,8 + 6 , 1 2

(Valores x + ESM correspondientes a 5 experimentos)
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Figura 3 Influencia del Triton X-100 en la solubilizaciôn de 
proteinas y fôsforo lipidico de la membrana externa 
mitocondrial. Suspensiones de membrana de 1 mg pro- 
telna/rol.
(Las llneas verticales corresponden a + 1 error es­
tandar de la media).
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TABLA IV

Solubilizaciôn de proteinas y fôsforo lipidico de la mem­
brana externa mitocondrial en funciôn de la concentraciôn 
de Triton X-100. (Suspensiones de membranas de 5 mg prot/inl)

Concentraciôn 
Triton X-100 

% (p/v)

% Solubilizaciôn

Protelna Fôsforo llj^ldico

- 6,7 + 0,79 3,2 2 , 1 0

0 , 1 0 34,1 + 2,82 7,2 + 1 , 0 1

0,25 36,9 + 2 , 0 1 15,9 + 1,70
0,50 45,3 + 0,48 31,2 + 2,63
0,75 54,6 + 3,10 37,4 + 1,87
1 , 0 0 57,5 + 2 , 0 1 44,1 + 2,44

(Valores x + ESM correspondientes a 5 experimentos)
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Figura 4 Influencia del Triton X-100 en la solubilizaciôn de 
proteinas y fôsforo lipidico de la membrana externa 
mitocondrial. Suspensiones de membrana de 5 mg pro- 
telna/nl.



- 107 -

3.1.2 ESTUDIOS ULTRAESTRUCTURALES

Las secciones de los sedlmentos conteniendo el mate­
rial no solubilizado, procedentes del tratamiento de las mem­
branas externas con Triton X-100 a varias concentraciones, 
se preparan para su observaciôn al raicroscopio electrônico 
segûn tëcnicas descritas en 2 .1 1 .

Las membranas externas control presentan una aparien 
cia de "fantasmas" (ghosts) (figs. 5,6) que desaparece con 
el tratamiento por el detergente. Distintas concentracio­
nes de êste producen fundamentalmente imâgenes muy simila- 
res (figs. 7,8,9). Los sacos membranosos estân desintegra- 
dos, y aparecen estructuras laminarés junto con Sreas trans­
parentes a los electrones y granulaciones densas. Estas gra- 
nulaciones son de dos tipos: unas pequenas, no muy densas, 
con cierta tendencla a la agregaciôn, y otras, de alta den- 
sidad a los electrones, aisladas y rodeadas de material de 
baja densidad electrônica.

Estos grânulos, especialmente los mûs grandes, tien- 
den a disminuiz en nûmero a altas concentraciones de deter 
gente.



Figura 5. MEMBRANAS EXTERtJAS CONTROL.
El aspecto de "fantasmas"de estos sacos mi- 

tocondriales externes es diflcil de interpreter 
ya que se trata de un corte ultrafino. Los som- 
breados grises y la falta de definiciôn de las 
membranas no pueden ser totalmente explicados 
por un efecto de corte oblicuo. Podrian corres- 
ponder a un material contaminante de baja densi 
dad y con una cierta afinidad por las membranas. 
Las estructuras de alta densidad podrian prove­
nir del material contaminante incorporado duran 
te el proceso de preparaciôn de la muestra. Las 
grandes figuras claras se interpretarlan en 
principio como el resultado de la fusiôn, com­
pléta o no, de varios sacos mitocondriales.

Aumentos plaça: 16.000
Aumentos copia: 2,25

Figura 6 . DETALLE DE LA ANTERIOR
Aumentos plaça: 55.000 
Aumentos copia : 2,25
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Figura 6



Figura 7 . SEDIMENTO DE MEMBRANAS EXTERHAS DESPUES DEL TRA- 
TAMIENTO CON TRITON X-100 AL 0,1% (p/v).

Se observa la deslntegraciôn de les sacos mi 
tocondrlales externes y la apariciôn de cuerpos 
lamlnares y granules denses separades per zonas 
"vacîas" cerrespendientes a un material de muy 
baja e nula densidad electrônica. Respecte de 
les grânules,ëstes son de des tipes; unes mâs pe 
guenes, de un material de densidad media y cen 
cierta tendencia a la agregacidn, mientras que 
les etres, mâs grandes y redeades de un material 
sin densidad electrônica, permanecen aislades.

Aumentes plaça: 55.000 
Aumentes copia : 2,25
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Figura 8 . SEDIMENTO DE MEMBRANAS EXTERNAS TRAS SU TRATAMIEN- 
TO CON TRITON X-100 AL 0,25%.

Présenta en general un aspect© similar al de 
la figura 7. Se observan no obstante algunas di- 
ferencias:

a.- Estructuras laminares-vesiculares mâs alarga 
das.

b.- Gran incremento en el nfiroero de grânulos den 
SOS de pegueno tamano en los que se advierte 
una tendencia mayor a su disposiciôn en cade 
nas.

c.- Aumento en el nûmero y tamano de los grânu­
los grandes. Se hace mâs évidente su posi- 
ciôn central en un ârea de densidad electrô­
nica prâcticamente nula.

d.- Se aprecia la existencia de una cierta afin! 
dad de los grânulos pequenos por las estruc­
turas lamlnares vesiculosas.

Aumentos plaça: 55.000 
Aumentos copia : 2,25
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Figura 9 . SEDIMENTO DE MEMBRANAS EXTERNAS DESPUES DEL TRA- 
TAMIENTO CON TRITON X-100 AL 1%.

Aspecto general similar al de los sedimentos 
de las figuras 7 y 8 . Se observa sin embargo la 
desapariciôn de los grânulos grandes rodeados de 
material sin densidad electrônica y la disminu- 
ciÔn del nûmero de grânulos pequenos que ya no 
se disponen en cadenas arrosariadas sino que for 
man agregados no ordenados. Parece que se pierde 
la afinidad del material granular por las vestcu 
las o lâminas en beneficio de la agregaciôn apa-
rentemente desordenada de estos grânulos.

I

Aumentos plaça: 55.000 
Aumentos copia: 2,25
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3.1.3 ESTUDIO DE LOS POLIPEPTIDOS SOLUBILIZADOS

Alicuotas de la suspenslôn de membrana externa y de 
los sobrenadantes que contienen la fracciôn de membranas 
solublllzada por el Triton X-100 se preparan segûn se ind^ 
ca en 2 . 1 0  para electroforesis en gel de poliacrilamida en 
presencia de SDS (SDS-PAGE). Los geles tenidos con azul de 
Coomassie se muestran en la figura 10.

Del examen de los densitogramas de estos geles (fig.ll) 
se deduce que el Triton X-100 al 0,25% y 1% solubiliza 
prâcticamente los mismos polipéptidos y en las mismas pro- 
porciones. La adiciÔn de detergente en concentréeiones su­
per iores ,hasta 2 %, no produce modificaciones en los poli­
péptidos solubilizados de la membrana externa.

El densitograma A, que contiene el espectro polipeptî- 
dico de la membrana externa Intacta difiere de los otros 
dos (B, C) principalmente en que estos ûltimos no contienen 
la banda X correspondiente a polipéptidos que no han sido 
solubilizados.
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Figura 10 Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de 
SDS de membranes externas y de los sobrenadantes procé­
dantes de su tratamiento con Triton X-100.
1.- Control
2.- Fracciôn solubilizada por 0,10% de Triton X-100.
3 - « " " 0,25% "
4.- " " " 0,50% " "
5.- " " " 0,75% " "
6 . _  « « t, 1 ,0 0 % " " "

7.- Membranes externes totales.



B

Figura 11 Densitogramas de los patrônes electroforéticos obte* 
nidos por SDS-PAGE.
A.- Membranes externas totales.
B.- Fracciôn solubilizada por 0,25% de Triton X-100,
C.- Fracciôn solubilizada por 1% de Triton X=100.
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3.1.4. ESTUDIO DE LOS FOSFOLIPIDOS SOLUBILIZADOS Y DE SUS 
ACIDOS GRASOS ASOCIADOS

Se analizan cuantitativamente las diferentes clases de 
fosfolîpidos en las suspensiones de membrana externa y en 
los sobrenadantes procédantes del tratamiento de las mismas 
con Triton X-100, lo que permite hacer una estimaciôn del 
grado de solubilizaciôn de cada fosfollpido. Para ello se 
extraen los lipidos de los sobrenadantes y las suspensiones 
de membranas, procediendo luego a su separacidn cromatogrâ- 
fica y posterior cuantificaciôn segûn técnicas descritas en 
2.6 y 2.8. Los resultados de la Tabla V muestran el percen­
tage de solubilizaciôn de cada fosfollpido en el sobrenadan 
te referido al contenido del mismo en la membrana externa 
Intacta. Se observa que a la concentraciôn 0,50% de detergen­
te los fosfolîpidos del sobrenadante mantienen las mismas 
proporciones relatives que en la membrana Intacta,por lo 
que no hay solubilizaciôn preferente de ninguno de ellos.

Los âcidos grasos asociados a los fosfolîpidos se anali 
zan por cromatografla gas-llquido segûn se describe en 2.9. 
La Tabla VI muestra que tampoco hay diferencias entre el 
contenido de âcidos grasos de la suspensiôn de membranas y 
el del correspondiente sobrenadante tras el tratamiento con 
Triton X-100 0,5%.
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TABLA VI

Acidos grasos de los lipidos solubilizados por acciôn del 
Triton X-100 0,50% (p/v) sobre la membrana externa mltocon- 
drial.

Acidos grasos
Membranas
intactas

Sobrenadantes 
(Triton 0,5%)

Palmltico (C 16:0) 21,4% 24,1%
Esteârico (C 18:0) 32,5% 29,2%
Olêico (C 18:1) 29,4% 36,5%
Linoléico (C 18:2) 2,5% 2,3%
Linolénico (C 18:3) 14,2% 1 0 ,1 %
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3.2. SQiyBiy z Agigy^pg^^yig^A^IgîIgNA

Allcuotas de 1 ml de suspensiones de membrana inter­
na de 1 y 5 rag protelna/ml se tratan con cantidades adecua 
das de Triton X-100 a fin de obtener concentraciones fina­
les de detergente comprendidas entre 0,1 y 2 % (p/v). Se 
incuban a 20* durante 30 minutos (salvo cuando se indica 
lo contrario) centrifugândolas a continuéeiôn a 150.OOOxg 
durante 1 bora. En el sobrenadante se realizan las determi 
naciones anallticas oportunas,con objeto de conocer la pro 
porciôn de los distintos componentes de la membrana inter­
na solubilizados en funciôn de la concentréeiôn de deter­
gente,y en otras condiciones,en su caso.

3.2.1 SOLUBILIZACION DE PROTEINAS Y FOSFORO LIPIDICO

3.2.1.1 Influencia de la concentraciôn de detergente y de 
membranas en suspensiôn

El porcentaje de solubilizaciôn de proteinas y fôsfo 
ro lipldico de la N.I.M. en funciôn de la concentraciôn de 
Triton X-100 se muestra en la Tabla VII (para una suspen­
siôn de membranas de 1 mg proteîna/ml) y en la Tabla VIII 
(suspensiôn de membranas de 5 mg proteîna/ml).

A bajas concentraciones de detergente (menores de 
0,25%) su efecto solubilizante sobre las proteinas de la



TABLA VII

Solubilizaci6 n.de proteinas y fôsforo lipidico de la mem­
brana interna mitocondrial en funciôn de la concentraciôn 
de Triton X-100. (Suspensiones de membranas de 1 mg prote 
ina/ml).

Concentraciôn 
Triton X-100 

% (p/v)

% Solubilizaciôn

Proteina Fôsforo lipidico

1,9 + 0,51 4,1 t 1,60
0 , 1 0 33,7 i 1,33 77,6 + 3,51
0,25 41,9 + 1,79 89,6 + 2 , 6 8

0,50 43,1 + 1 , 1 1 85,2 + 2,73
1 , 0 0 46,5 + 1,31 88,9 ± 3,41
2 , 0 0 46,4 + 1 , 1 0 95,1 + 5,38

(Valores x + ESM correspondientes a 6 experimentos)
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Figura 12 Solubilizaciôn de proteinas y fôsforo lipidico de la 
M.I.M. en funciôn de la concentraciôn de Triton X-100, 
Suspensiones de membranas de 1 mg proteina/ml.



TABLA VIII

Solubilizaciôn de proteinas y fôsforo lipidico de la mem­

brana interna mitocondrial en funciôn de la concentraciôn 
de Triton X-100. {Suspensiones de mentranas de 5 mg prote 
Ina/ml).

Concentraciôn 
Triton X-100 

% (p/v)

% Solubilizaciôn

Proteina Fôsforo lipidico

- 13,1 + 0,46 (46) 4,4 + 0,92 (13)
0 , 1 0 31,7 + 0 , 8 6 (42) 25,5 ± 5,50 (13)
0,25 37,2 + 0,95 (45) 49,6 + 4,61 (1 0 )
0,50 42,6 + 1,18 (47) 58,7 + 5,71 (15)
1 , 0 0 47,1 + 1,13 (37) 60,8 + 3,40 (1 0 )
2 , 0 0 48,1 + 1,37 (38) 66,3 + 2,69 (1 0 )

Valores x + ESM correspondiente al nûmero de experimentos 

senalado entre paréntesis.
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Figura 13 Solubilizaciôn de proteinas y fôsforo lipidico de la 
M.I.M. en funciôn de la concentraciôn de Triton X-100. 

, Suspensiones de membranas de 5 mg proteina/ml.
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M.I.M. depende de la concentraciôn del mismo obteniëndose 
curvas de solubilizaciôn protéica muy similares para sus­
pensiones de membranas con 1 y 5 mg proteina/ml. Para con­
centraciones altas de detergente (mayores de 0,5%) se al- 
canza un punto de mâxima solubilizaciôn (45-50%) en el que, 
prâcticamente, un aumento en la concentraciôn del surfac- 
tante no produce un incremento apreciable del material so- 
lubilizado (figs. 12 y 13).

La liberaciôn de fôsforo lipidico sigue una pauta sim^ 
lar dependiente de la concentraciôn de Triton X-100 pero 
se observa una notable diferencia entre las suspensiones 
de baja concentraciôn de membranas ( 1 mg proteina/ml) en 
las que se alcanza un mâxiroo de cas! 1 0 0 % de fôsforo solu- 
bilizado con 0,25% de Triton X-100, y las membranas a con­
centraciôn 5 mg proteina/ml en las que un 0,50% del deter­
gente libera un mâximo de 60% de fôsforo (figs. 12 y 13).

En todo caso las curvas de solubilizaciôn de fôsforo 
se mantienen por encima de las de proteinas excepto con 
membranas de 5 mg proteina/ml y bajas concentréeiones de 
detergente donde se produce un cruce de las curvas de fôs­
foro y proteina (fig. 13).

3.2.1.2 Influencia de la temperature

Para conocer el efecto solubilizante de la temperatu-
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TABLA IX

Influencia de la temperature en la solubilizaciôn de pro 
teinas de la membrana interna mitocondrial.

% Solubilizaciôn

4* 20® 37®

Control (HjO) 11,6 + 0,65 (10) 13,1 + 0,46 (46) 13,6 + 0,88 (10)
Triton 0,5% 44,7 + 3,69 (9) 42,6 + 1,18 (46) 39,4 + 4,97 (9)

Valores x + ESM correspondientes al nûmero de expérimentes 
indicado entre parêntesis.
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Figura 14 Influencia de la temperatura en la solubilizaciôn de 
proteina de la M.I.M.
A 4° Control 
B 4 0 Triton X-100 0,5%
C 20" Control 
D 20" Triton X-100 0,5%
E 37" Control 
F 37" Triton X-100 0,5%
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TABLA X

Influencia de la temperatura en la solubilizaciôn de fôsfo 
ro lipidico de la membrana interna mitocondrial.

% Solubilizaciôn

4" 20" 37"

Control (HgO) 4,4 + 1,13 (7) 4,4 + 0,92 (13) 5,2 + 1,22 (9)
Triton 0,5 % 68,4 + 5,74 (5) 58,7 + 5,70 (15) 67,4 + 2,58 (5)

Valores x + ESM correspondientes al nûmero de experimentos 
indicado entre parêntesis.
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Figura 15 Influencia de la tenperatura en la solubilizaciôn de 
fôsforo lipidico de la M.I.M.
A 4 ® Control 
B 4 0 Triton X-100 0,5%
C 20“ Control 
D 20“ Triton X-100 0,5%
3 37“ Control
F 37“ Triton X-100
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ra, suspensiones de membrana interna de una concentraciôn 
de 5 mg protelna/ml se tratan con detergente a concentra­
ciôn final 0,5% (p/v) durante 30 minutos a 4®, 20“ y 37“, 
procediendo luego del mismo modo indicado en 3.2.

En la Tabla IX se recogen los porcentajes de proteina 
solubilizada a distintas temperatures por el Triton X-100 
comparados con los contrôles sin detergente. El agua por 
si sola tiene un dëbil efecto solubilizante. El Triton X-100 
a 4 “ y 20“ solubiliza por Igual las proteinas de la membra 
na, sin embargo al aumentar la temperatura a 37“ el efecto 
solubilizante tiende a disminuir ligeramente (fig. 14).

La Tabla X contiene los porcentajes de fôsforo lipidi­
co solubilizado por el detergente en funciôn de la tempera 
tura. No aparecen diferencias debidas a esta variable en­
tre los contrôles. Tampoco el efecto del Triton X-100 pare 
ce ser afectado por la temperatura (fig. 15).

3.2.1.3 Influencia de la fuerza iônica

El tratamiento de las suspensiones de membrana interna 
(de 5 mg protelna/ml) con NaCl y CaCl2 ambos a concentra­
ciones 50 mM y 100 mM apenas afecta a la solubilizaciôn de 
proteinas y fôsforo lipidico ni al efecto del detergente 
^obre las membranas. No obstante se aprecian peguenas dife­
rencias, mâs acusadas en presencia del detergente (Tablas 
XI y XII).
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En ausencia de detergente el aumento de fuerza iônica 
debido al NaCl no tiene efecto sobre la liberaciôn de pro­
teina mientras que con CaCl2 se produce un ligero incremen 
to. El EDTA a concentraciôn 1 mM no produce ningôn efecto 
solubilizante.

Algo similar se observa en presencia dé0,5% de Triton X-100 
cuyo efecto solubilizante no se modifies por concentracio­
nes salinas de NaCl 50 y 100 mM, aungue se producen peque­
nos aumentos con CaCl2 * El EDTA sin embargo produce el efec 
to contrario anulando el incremento de solubilizaciôn debi­
do al CaCl2 (fig. 16).

El aumento de fuerza iônica en el medio, en ausencia de de 
tergente, no modifies la pequena proporciôn de fôsforo lipi 
dico solubilizado en estas condiciones. Sin embargo en pre­
sencia de EDTA 1 mM esta proporciôn es bastante mâs alta.

El efecto solubilizante de fôsforo por el Triton X-100 
al 0,5% se acentûa ligeramente en presencia de NaCl 50 y 
100 mM, mientras el CaCl2 lo afecta en menor medida. El 
EDTA por el contrario potencia la liberaciôn de fôsforo li­
pidico por el detergente (fig. 17).
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TABLA XI

Influencla de la fuerza Idnlca en la solublllzacldn de 
proteinas de la membrana interna mitocondrial.

Concentraciones 
finales en las 
suspensiones de 
membranas

% Solublllzaciôn

Contrôles + 0,5% Triton X-100

- 13,1 + 0,46 (46) 42,6 + 1,18 (46)
NaÇl 50 mM 13,1 + 1,14 (1 1 ) 42,3 + 2 , 8 8 (8 )
NaCl 100 mM 13,9 + 1,35 (1 1 ) 43,8 + 2,46 (8 )
C a d 2 50 mM 14,5 + 0,98 (1 0 ) 50,2 + 3,44 (7)
CaCl2 100 mM 15,2 + 0,63 (9)b 50,7 + 4,57 (6 ) c
EDTA 1 mM 12,5 + 0,56 (1 1 ) 46,1 + 2 , 6 6 (1 0 )

Valores x + ESM correspondientes al nûmero de experîmentos 
senalado entre paréntesis.

Test de Student, b: P < 0,01 ;.c: .P < 0,05.
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Figura 16 Influencla de la fuerza idnica en la solublllzaciôn de 
proteinas de la M.I.M.

C Control
CT Control Triton 0,5%
1 N a d  50 KiM
2 NaCl 50 mM + Triton 0,5%
3 NaCl 100 mM
4 N a d  100 mM + Triton 0,5%
5 CaClo 50 mM
6 CaCl2 50 mM + Triton 0,5%
7 CaCl2 100 mM
8 CaCl2 100 mM + Triton 0,5%
9 EDTA 1 mM

10 EDTA 1 mM + Triton 0,5%
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7ABLA XII

Influencla de la fuerza lônlca en la solublllzaciôn de 
fôsforo llpldlco de la membrana Interna mitocondrial.

Concentraciones 
finales en las 
suspenslones de 
membranas

% Solublllzaciôn

Contrôles + 0,5% TrltcHî X-100

- 4,4 + 0,92 (5) 58,7 + 5,71 (9)
NaCl 50 mM 5,8 + 1,91 (9) 72,6 + 5,14 (5)
NaCl 100 mM 5,0 + 1 , 2 0 (8 ) 6 8 , 0 + 2,51 (4)
CaCl2 50 mM 4,2 + 0,81 (9) 67,9 + 3,39 (5)
CaCl2 100 mM 5,3 + 1,35 (B) 61,7 + 1,59 (4)
EDTA 1 mM 12,5 + 1,94 (4) b 74,9 + 5,07 (4)

Valores x + ESM correspondientes al nûmero de experîmentos 
Indlcado entre parêntesls.
Test de Student, b: P < 0,05
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Figura 17 Influencla de la fuerza lônlca en la solublllzaciôn de 
fôsforo llpldlco de la M.I.M.
C Control
CT Control Triton 0,5%
1 NaCl 50 mM
2 NaCl 50 mM + Triton 0,5%
3 NaCl 100 mM
4 NaCl 100 mM + Triton 0,5%
5 CaCl2 50 mM
6 CaCl2 50 mM + Triton 0,5%
7 CaCl2 100 mM
8 CaCl2 100 mM + Triton 0,5%
9 EDTA 1 mM

10 EDTA 1 mM + Triton 0,5%
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3.2.1.4 Estudio comparatlvo de otros deterqentes; dodecil- 
sulfato y desoxlcolato sôdlco

Con fines comparativos se ensaya el efecto solublllzan- 
te sobre la M.I.M. de un detergente anlônico, el SDS (dode- 
cilsulfato sôdico) y el de una sal de Scido biliat, el . 
desoxlcolato sôdico.

La % b l a  XIII contlene los resultados de solublllzaciôn 
de proteîna y fôsforo llpldlco de la M.I.M. por el SDR. A 
bajas concentraciones del detergente (0 ,1 %) se alcanza ya 
un mâxliRO de proteinas y fôsforo (50%) llberados en propor- 
clones slmllares por SDS, que se muestra como uno de los de 
tergentes ntâs efectlvos en cuanto a solublllzaciôn se refie 
re (flg. 18).

El efecto del desoxlcolato a dlstlntas concentraciones 
sobre la M.I.M. se muestra en la Tabla XIV. Este detergente 
es menos efectlvo que el SDS como. se desprende del examen 
de la figura 19: a concentraciones por debajo de 0,25% se 
solublllza mâs proteîna que fôsforo, mlentras que por encl- 
ma de 0,25% la solublllzaciôn de fôsforo es mayor que la de 
proteîna, la cual a esta concentraclôn de detergente alcan­
za BU mâxlma llberaclôn (30%).

Por su parte para consegulr el mSxlmo en la solublllza- 
clôn de fôsforo (50%) se necesltan concentraciones relative 
mente altas de desoxlcolato (entre 0,75 y 1%).



TABLA XIII

Solublllzaciôn de proteinas y fôsforo llpldlco de la mem­
brana Interna mitocondrial con dodecilsulfato sôdico.

Concentraclôn % Solublllzaciôn
SDS ----------------------------------------------

% (p/v) Proteîna Fôsforo llpldlco

- 13,1 + 0,46 4,4 + 0,92
0 , 1 0 50,4 + 0,70 45,8 + 3,19
0,25 56,7 + 0,72 50,5 + 2,42
0,50 52,6 + 0,31 43,9 + 0,90
0,75 54,0 + 0,30 45,5 + 1 , 1 1

1 , 0 0 52,6 + 0,31 49,3 + 3,27

Valores x + ESM correspondientes a 5 experîmentos
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Figura 18 Solublllzaciôn de proteinas y fôsforo llpldlco de 
la M.I.M. en funclôn de la concentraclôn de dode- 
cllsulfato sôdico (SDS).
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TABLA XIV

Solubilizaciôn de proteinas y fôsforo llpldlco de la mem­
brana Interna mitocondrial con desoxlcolato sôdico.

Concentraclôn 
desoxlcolato 

% (p/v)

% Solublllzaciôn

Proteîna Fôsforo llpldlco

- 13,1 + 0,46 4,4 + 0,42
0,10 21,8 + 0,52 10,1 + 1,38
0,25 27,7 + 0,85 27,8 i 2,12
0,50 29,8 + 3,15 38,3 + 5,27
0,75 29,4 + 1,37 48,9 + 0,32
1,00 29,0 + 1,66 49,7 + 0,40

Valores x + ESM correspondientes a 5 experîmentos,
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Figura 19 Solublllzaciôn de proteinas y fôsforo llpldlco de 
la M.I.M. en funclôn de la concentraclôn de desox^ 
colato sôdico.
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3.2.2 ESTUDIOS ULTRAESTRUCTÜRALES

Las secciones de los sedimentos correspondientes al 
material no solubilizado procédante del tratamiento de 
la M.I.M. con Triton X-100 se examlnan en el mlcroscoplo 
electrônico segOn se describe en 2 .1 1 .

Las membranas Internas (fig. 20) ofrecen dlstlntas 
imâgaies segGn la concentraclôn de detergente que ha ac- 
tuado sobre ellas. Asl, concentraciones de 0,05% (p/v) 
del detergente que producen una baja solublllzaciôn de 
membrana, orlglnan una considerable desestructuraclôn de 
la misma (fig, 21). Estos sedimentos no son muy homogé- 
neos respecto a la ubicaclôn de estructuras organlzadas, 
pudiendo observarse figuras mlellnlcas veslculares en 
cortes obtenidos de la zona profunda del sedlmento (fig.2 2 )

A 0,25% de Triton X-100 se conservan las figuras mle 
llnlcas, pero formando estructuras ablertas con aspecto 
de membranas trllamlnares orlentadas perpendlcularmente 
a la dlrecclôn del campo gravltatorlo, e Incluldas en un 
material amorfo (fig. 23).

La proporclôn de material granular y amorfo es mayor 
en los sedimentos procedentes de membranas tratadas con 
0,5% de detergente (fig. 24) donde se apreclan cuerpos
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esfêrlcos o elipsoldales que contlenen un material lami­
nar estructurado con cierta semejanza con los nucleoides 
de algunos peroxisomas.

Flnalmente, la fracclôn no solubillzada de membranas 
tratadas con concentraciones mayores de 1% de Triton X-100 
(flg. 25) estâ constltulda excluslvaraente por un material 
amorfo y agregados granulares.
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Figura 20. MEMBRANAS INTERNAS CONTROL

La Iraagen corresponde a una zona del sedimen 
to que contlene sacos Internes mitocondriales.
La ausencia de membrana externa queda de manl- 
flesto en la singularldad de las llneas envolven 
tes. Se observan las "crestas" en varias orienta 
clones de corte y algûn resto de matrlz. Las fi­
guras de contorno evanescente no claramente deli 
neado pueden ser Interpretadas como efectos de 
corte obllcuo sobre sacos aplastados durante la 
centrlfugaciôn.

Aumentos plaça: 20.000 
Aumentos copia: 2,25
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Figura 21. SEDIMENTO DE MEMBRANA INTERNA DESPUES DEL TRATA­
MIENTO CON TRITON X-100 AL 0,05%.

Sobre un fondo de material desestructurado 
se observan figuras semejantes a la mielina. Los 
sedimentos obtenidos con esta concentraciôn de 
detergente no son homogéneos en cuanto a la dis- 
tribuciôn de estas figuras, por lo que existen 
zonas libres de ellas. La imagen corresponde a 
una zona central del sediinento.

Aumentos plaça: 10.000 
Aumentos copia: 2,25
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Figura 22. SEDIMENTO DE MEMBRANA INTERNA TRAS EL TRATAMIEN­
TO CON TRITON X-100 AL 0,05%.

Detalle de la anterior. Se observan las es­
tructuras de aspecto membranoso con una disposi- 
ci6 n muy semejante a la mielina y que destacan 
sobre el fondo desestructurado.

Aumentos plaça: 33.000 
Aumentos copia: 2,25
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Figura 23. SEDIMENTO DE MEMBRANAS INTERNAS TRATADAS CON 
TRITON X-100 AL 0,25%.

Se observa una mayor tendencla hacla la apa* 
riciôn de figuras abiertas sobre el fondo deses* 
tructurado en el que se aprecia la aparicidn de 
un material granuloso. Este efecto se hace mâs 
patente en la figura siguiente sin cuya conside- 
raciôn quizâ hubiese pasado desapercibido este 
detalle.

Aumentos plaça; 42.000 
Aumentos copia; 2,25
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Figura 24. SEDIMENTO DE MEMBRANAS INTERNAS DESPUES DE SU 
TRATAMIENTO CON TRITON X-100 AL 0,50%.

Es évidente un mayor grado de desestructura-
ciôn. Persisten las figuras de tipo vesicular,
con aspecto muy diferente a las observadas a con 
centraciones menores de detergente. En la sustan 
cia de fondo se destacan mâs las estructuras gra 
nulosas aludidas en la figura 23. Aparecen ade- 
mâs otros cuerpos grandes de forma oval integra- 
dos por un material estructurado y de difîcil in 
terpretaciôn aunque presentan cierta semejanza 
con los nucleoides de ciertos tipos de peroxiso­
mas.

Aumentos plaça: 33.000
Aumentos copia: 2,25
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Figura 25. SEDIMENTO DE MEMBRANAS INTERNAS DESPUES DE SU 
TRATAMIENTO CON TRITON X-100 AL 2%.

Se observa unicamente un material sin estruc 
tura aparente aunque con algûn grado de agrega- 
ci6 n. Esta imagen que es representative de la to 
talidad del sedimento ya podla observarse en al- 
gunas âreas limitadas de los sedimentos tratados 
con 0,5% de detergente.

Aumentos plaça: 114.000 
Aumentos copia: 2,25



/ n

Figura 25
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3.2.3 ESTUDIO DE LOS POLIPEPTIDOS SOLUBILIZADOS

Los sobrenadantes que contienen la fracclôn solublli- 
zada por el detergente, asl como suspenslones de membrana 
interna sin tratar, se preparan segûn técnica descrita en 
2.10 para el estudio de sus polipêptidos por SDS-PAGE.

La figura 26 muestra los geles obtenidos de las distin 
tas fracciones solubilizadas por varias concentraciones de 
Triton X-100 de cuyos densitogramas (fig. 27) se infiere 
que un aumento de la concentraclôn del detergente va segui 
do por la solublllzaciôn de nuevos polipêptidos. Asl se a- 
precian diferencias entre los densitogramas correspondien­
tes a la concentraclôn 0,25% (B) y 1% (C) de detergente, y 
entre éste y el patrôn electroforético de las membranas in 
tactas (A).

Se analizan igualmente por SDS-PAGE los sobrenadantes 
tras el tratamiento de la M.I.M. en diferentes condiciones 
de temperature (fig. 28) y fuerza iônica (flg. 29) sin ob­
servarse diferencias apreciables en los patrônes electrofo 
rêticos obtenidos. Esto no significa que no baya una mayor 
o menor solublllzaciôn especifica de algunos polipêptidos 
debida a las varlaciones de temperature o fuerza iônica, 
pero la composiciôn polipeptidica de la M.I.M., extraordi- 
narlamente compleja, sobrepasa la capacidad de resoluciôn 
de esta têcnica.
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Figura 26 Electroforesls en gel de poliacrilamlda en presencia de 

SDS de membranas internas y de los sobrenadantes proce­
dentes de su tratamiento con Triton X-100.
1.- Control
2.- Fracciôn solubillzada por 0,10 % de Triton X-100
3.- " " " 0 , 2 5 % -
4.- - " " 0,50 % " " "
5.- " " 1,00 % " -
6.- " " " 2,0 0 % ” - ”
7.- Membranas internas totales.
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Figura 27 Densitogramas de los patrones electroforéticos ob- 
tenidos por SDS-PAGE.
A.- Membranas Internas totales
B.- Fraccidn solubilizada por 0,25% de Triton X-100
C .- Fracciôn solubilizada por 1% de Triton X-100,



-wet "

Figura 28 Electroforesis en gel de poliacrllamlda de la fracciôn 
protëica solubilizada de la membrana interna por efec- 
to de la temperatura.
1.- Control a 4®
2.- Control a 37®
3 Triton 0,5% a 4®
4.- Triton 0,5% a 37®
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Figura 29 Electroforesis en gel de poliacrilaroida de la fracciôn 

protéica solubilizada de membrana interna por efecto 
de la fuerza iônica.
1.- NaCl 50 mM
2.- NaCl 100 mM
3.- NaCl 50 mM + Triton 0,5%
4.- NaCl 100 mM + Triton 0,5%
5.- EDTA 1 mM
6 .- EDTA 1 mM + Triton 0,5%
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3.2.4 SOLUBILIZACION DE FOSFOLIPIDOS Y DE SUS ACIDOS GRA­
SPS ASOCIADOS

El ânâllsls cuantltativo de las diverses clases de fos- 
follpidos contenidos en suspensiones de membrana interna 
Intacta y en los sobrenadantes,tras el trataraient© de las 
mismas con detergente,permite hacer una estimaciôn del gra- 
do de solubilizaciôn de cada tipo de fosfolîpido. Para ello 
los lîpldos contenidos en los sobrenadantes y en suspensio­
nes de membranas, extraldos segûn se indica en 2 .6 , se sepa 
ran por cromatografia y se cuantifican como se describe en 
2.8.

La Tabla XV contiene los resultados, expresados en por- 
centaje de solubilizaciôn de cada fosfolîpido en el sobrena 
dante referldo al contenido de los mismos en la membrana in 
tacta. Se observa cierto grado de solubilizaciôn selective 
mâs acusada a 0,5% de Triton X-100. A esta concentréeiôn,el 
fôsforo total solubilizado es el 55% mientras que la fosfa- 
tidiletanolamina lo hace en una cuantia- del 31%. En estas 
mismas condiciones el valor superior al 1 0 0 % obtenido en 
los diferentes ensayos para la solubilizaciôn de la cardio- 
lipina indica que este fosfolîpido se solubilisa completa- 
mente a una concentra©iôn de 0,5% de detergente, lo que pa- 
rece indicar que algunas molécules de cardioliplna estarîan 
en principle "ocultas" o bloqueadas en la matriz lipîdica 
de la membrana Intacta y que la acclôn del detergente facl-
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lltaria la acceslbllldad a éstas de los dlsolventes orgâni- 
cos utllizados en los procedlmlentos de extracciôn.

Los âcldos grasos asociados a los fosfollpldos solubill 
zados se anallzan por cromatografia gas-lîguido segûn técnl 
ca descrlta en 2.9. Los resultados de la tabla XVI muestran 
que no bay unas dlferencias acusadas entre el contenido de 
âcidos grasos de las membranas intactes y el del sobrenadan 
te procedente del tratamiento de las mismas con 0,5% de 
Triton X-100. No obstante st se observa una cierta diferen- 
cla en los ûcidos linoléico (C 18:2) y linolênico(C 18:3) 
cuyo contenido relative es ligeraroente mûs bajo en el mate­
rial solubilizado. Lo contrario se observa en el araquidôni 
co (C 20:4).



TABLA XVI

Acldos grasos de los lîpidos solubilizados por la acclôn del 
Triton X-100 0,50% (p/v) sobre la membrana interna mltocon- 
drial.

Acidos grasos
Membranas
intactas

Sobrenadante 
(Triton 0,5 %)

Palmîtico (C 16:0) 1 2 ,0 % 1 0 ,0 %
Esteârico (C 18:0) 2 1 ,0 % 2 1 ,0 %
Oléico (C 18:1) 43,0% 42,0%
Linoléico (C 18:2) 4,3% 0,70%
Linoléfiico (C 18:3) 1 1 ,2 % 7,50%
Araquidônico (C 20:4) 8,5% 18,0%
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3.2.5 SOLUBILIZACION DE COLESTEROL

El anûllsls de colesterol en los sobrenadantes proce 
denses del tratamiento de las membranas Internas con el 
detergente,révéla que no se produce solubilizaciôn detec 
table de colesterol, cuyo contenido por otra parte en la 
membrana interna mitocondrial es muy escaso.

3.2.6 SOLUBILIZACION DE FLAVINAS

La determinaciôn de flavlnas totales segûn el método 
descrito en 2.14 se lleva a cabo sobre suspensiones de 
membrana interna con una concentrac iôn de 5 mg proteina/ 
ml y en los sobrenadantes procedentes de la centrifuga- 
ciôn a 150.00 Oxg de allcuotas de la suspens iôn de membra­
nas tratadas con distintas concentraciones del detergen­
te segûn se describe en 2,4.1. Tambiën se hace esta de- 
terminaciôn en los sedimentos correspondientes con lo 
que se obtienen datos complementerios de la fracciôn de 
flavinas no solubilizada.

Los resultados expresados en porcentajes de solubili^ 
zaciôn de flavinas referidos al contenido total en mem­
branas intactas se representan en la Tabla XVII.

La figura 30 muestra una curva de solubilizaciôn si­
milar a la de proteinas,que se incluye con fines compara
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tivos,observândose que a concentraciones de detergente 
iguales o superiores al 0,5% (p/v) se alcanza el roâxlmo 
(25-30%) en la liberaciôn de flavinas. En todo caso el 
poder solubilizante del Triton X-100 sobre las flavlnas 
es pegueno teniendo eri cuenta la relativamente baja pro- 
porciôn de éstas solubilizadas a concentraciones altas (2%) 
de detergente



TABLA XVII

Efecto del Triton X-100 sobre la solubilizaciôn de flavl­
nas de la membrana interna mitocondrial.

Concentraclon
Triton X-100 % Solubilizaciôn

% (p/v)

— 5 , 8 + 1 , 4 6
0,10 18,9 + 3,00
0,25 21,5 + 1,41
0,50 24,7 + 3,51
1.00 26,8 + 3,00
2.00 27,5 + 3,20

(Valores x + ESM correspondientes a 5 experlmentos)
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Figura 30 Solubilizaciôn de flavinas de la M.I.M. por el
Triton X-100. La lînea de puntos corresponde a la 

’ proteina liberada por el detergente en las mismas
condiciones.
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3.2.7 SOLUBILIZACION DE CROMOFOROS DE CITOCROMOS

La determlnaciôn de citocromos a, b, cĵ  y c se hace 
por espectrofotoroetrla diferenclal, como se describe en 
2.15, en la fracciôn de membranas solubilizada por dis­
tintas concentraciones de detergente y en su caso por 
concentraciones de NaCl 50 y 100 mM o EDTA 1 mM en ausen 
cia y en presencia de 0,5% (p/v) de Triton X-100, con 
lo que se establece la influencia de la fuerza iônica so 
bre el efecto solubilizante del detergente sobre los ci­
tocromos .

La pequena concentraciôn de citocromos existante en 
la fracciôn solubilizada hace précisa la utilizaciôn del 
slstema de expansiôn de escala del espectrofotômetro y 
la ampliaclôn de su senal por el registrador lo que in­
troduce eh algûn caso cierta variabilidad en los résulta 
dos. Se reallzan también las correspondientes medidas en 
los sedimentos para conocer el contenido en citocromos 
de la fracciôn no solubilizada,cuyo material resuspendi- 
do es causa de la alta dispersiôn de luz en las cubetas, 
lo que explica la relative variabilidad observada en los 
resultados que se expresan en porcentajes de solubiliza­
ciôn de cada citocromo referidos a su contenido en la 
membrana intacte.
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3.2.7.1 Influencia de la concentraciôn de detergente

La solubilizaciôn de los distintos citocromos en fun- 
ciôn de la concentraciôn de detergente se muestra en las 
Tablas XVIII, XIX, xpc y XXI.

El citocromo ^  se solubiliza siguiendo una relaciôn 
casi lineal respecte a la concentraciôn del surfactante 
(fig. 31).

La solubilizaciôn del citocromo b por el contrario 
présenta una curva parabôlica similar a la de proteina to 
tal alcanzândose el mSximo a concentraciôn 1% de Triton X-100 
(fig. 32). Algo similar ocurre para el citocromo (fig.33)

mientras que la curva de solubilizaciôn del citocromo c 
muestra que continua la liberaciôn de este components 

para concentraciones de detergente superiores al 1 % y no 
se alcanza tan claramente un mâximo (Fig. 34).

3.2.7.2 Influencia de la fuerza iônica

La liberaciôn de los distintos citocromos de la M.I.M. 
por concentraciones salinas de NaCl 50 y 100 mM y la ac- 
ciôn de esta sal sobre la solubilizaciôn de los mismos 
por el Triton X-100 al 0,5% (p/v) se représenta en la Ta 
bla XXII. La solubilizaciôn de citocromo a por Triton X-100 
al 0,5% (p/v) no es afectada por la concentraciôn salina
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de NaCl en nlnguna de las condiciones estudladas. Los co­
rrespondientes contrôles, en ausencia de detergente, tam- 
poco muestran dlferencias importantes (fig. 35).

El citocromo b tampoco es afectado por el NaCl a con­
centraciôn 50 mM, pero esta concentraciôn parece aumentar 
ligeramente el poder solubilizante del detergente sobre 
este citocromo. Por el contrario el NaCl 100 mM produce 
un ligero efecto solubilizante sobre el citocromo b. No 
ocurre as! / en presencia del detergente, apreciândose un 
Incremento notable de citocromo solubilizado por el sur­
factante al actuar en presencia de NaCl 100 mM (fig. 36).

El NaCl 50 y 100 mM tiene su propio efecto solubili­
zante sobre el citocromo Cĵ  pero solo la concentraciôn 
100 mM influye en el efecto del Triton (fig. 37).

En el caso del citocromo £  se destaca claramente el 
aumento de su solubilizaciôn por el NaCl 50 mM que se in­
crements notablemente a 100 mM. Por su parte el poder so­
lubilizante del Triton X-100 al Ĉ 5% sobre eî citocromo c_ ex 
perimenta un gran aumento con la concentraciôn salina, do 
blândose con NaCl 50 mM y llegando a triplicarse con NaCl 
100 mM. Este incremento se debe solamente a las concentra 
ciones de sal como lo prueban los correspondientes contro 
les (fig. 38) . El citocromo c_ es particularmente sensible 
a las variaciones de fuerza iônica en el medio de incuba- 
ciôn.
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El EDTA por si solo tiene un efecto prScticamente nu- 
lo sobre la liberaciôn de citocromos, pero reduce el po­
der solubilizante del Triton de los mismos. Esto es mâs 
évidente en el caso de los citocromos Jb (fig. 36) y c^ 
(fig. 37) lo que puede indicar una intervenciôn del Ca^* 
en el proceso de solubilizaciôn de estos citocromos con 
Triton X-100.

4*+Un estudio directo del efecto del Ca sobre la solu­
bilizaciôn de citocromos no puede llevarse a cabo a causa 
de la formaciôn de complejos insolubles con los âcidos bi- 
liares que se utilizan en las tëcnicas de determinaciÔn 
de citocromos.

3.2.8 SOLUBILIZACION DE HIERRO TOTAL

El hierro se détermina segûn técnica descrita en 2.13 
en las fracciones de membrana interna solubilizadas por 
distintas concentraciones de detergente. La figura 39 
muestra el porcentaje de hierro solubilizado en funeiôn 
de la concentraciôn de Triton X-100. La curva de solubil^ 
zaciôn, parabôlica, muestra que el detergente a concentra 
ciones entre 1 y 2% libera como mâximo un 30% del hierro 
total de la M.I.M. (Tabla XXIII).



TABLA XVIII

Solubilizaciôn del citrocromo a de la membrana interna 
mitocondrial por efecto del Triton X-100.

Concentraciôn
Triton X-100  ̂ % Solubilizado % No solubilizado

% (p/v)

- 4,0 t 2 , 8 89,0 + 7,3
0 , 1 0 5,2 + 4,5 8 6 , 0 + 4,7
0,25 13,3 + 7,5 87,8 + 6 , 1

0,50 17,7 i 4,6 79,8 + 7,9
1 , 0 0 36,0 + 11,9 74,3 + 1 1 , 1

2 , 0 0 60,3 + 7,7 41,3 + 6 , 0

(Valores x + ESM correspondientes a 5 experimentos)
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Figura 31 Solubilizaciôn de citocromo a de la M.I.M. por
Triton X-100.
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TABLA XIX

Solubilizaciôn del citocromo b de la membrana interna 
mitocondrial por efecto del Triton X-100.

Concentraciôn 
Triton X-100 •

% (p/v) % Solubilizado % No solubilizado

- 3,9 + 2 , 8 85,2 + 13,0
0 , 1 0 8 , 1 + 7,0 83,4 + 6 , 8

0,25 37,1 + 12,9 69,3 + 9,9
0,50 55,2 + 7,9 62,2 + 10,3
1 , 0 0 62,7 + 8 , 6 56,4 + 1 1 , 6

2 , 0 0 70,'2 + 4,1 29,2 + 0,3

(Valores x + ESM correspondientes a 5 experimentos)
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Figura 32 Solubilizaciôn de citocromo b de la M.I.M. por
Triton X-100.
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TABLA XX

Solubilizaciôn del citocromo cj de la membrana interna 
mitocondrial por efecto del Triton X-100.

Concentraciôn 
Triton X-100

% (p/v) % Solubilizado % No solubilizado

- 4,6 + 3,1 84,2 + 10,7
0 , 1 0 1 0 , 1 + 6 , 0 61,5 + 15,3
0,25 19,1 + 7,4 52,6 + 1 0 , 0

0,50 35,4 + 10,4 42,6 + 8,3
1 , 0 0 40,5 + 11,7 2 0 , 8 + 10,4
2 , 0 0 73,5 + 1,4 36,2 + 10,7

(Valores x + ESM correspondientes a 5 experimentos)
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Figura 33 Solubilizaciôn de citocromo c^ de la Il.I.M. por
Triton X-100.



TABLA XXI

Solubilizaciôn del citocromo c de la membrana interna mi 
tocondrial por efecto del Triton X-100.

Concentraciôn 
Triton X-100

% (p/v) % Solubilizado % No solubilizado

- 7,1 + 4,3 83,2 + 5,0
0 , 1 0 8,3 + 5,0 81,9 + 9,0
0,25 9,2 + 5,4 62,0 + 1 2 , 8

0,50 19,8 + 4,3 56,5 + 4,8
1 , 0 0 29,0 + 4,5 48,1 + 5,3
2 , 0 0 51,2 + 5,5 30,6 + 4,2

(Valores x + ESM correspondientes a 5 experimentos)
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£.4 . 9 .3.4. Solubilizaciôn de citocromo c de la M.I.M. por
Triton X-100.
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Figura 35 Influencia de la fuerza iônica en la solubilizaciôn 
del citocromo a.de la M.I.M.
C Control
CT Control Tritôn 0,5%
1 NaCl 50 mM
2 NaCl 50 mM + Triton 0,5%
3 NaCl 100 mM
4 NaCl 100 mM + Triton 0,5%
5 EDTA
6 EDTA + Triton 0,5%
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Figura 36 Influencla de la fuerza 16nica en la solubilizaciôn 
del cltocromo b de la M.I.H.

C Control
CT Control Triton 0,5*
1 NaCl 50 nM
2 NaCl 50 mM + Triton 0,5*
3 NaCl 100 mM
4 NaCl 100 mM + Triton 0,5*
5 EDTA 1 mM
6 EDTA 1 mM + Triton 0,5*
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Figurà 37 Influencla de la fuerza iônica en la solubllizaciôn 
del cltocromo c^ de la M.I.M.

C Control
CT Control Triton 0,5%
1 NaCl 50 mM
2 NaCl 50 mM + Triton 0,5%
3 NaCl 100 mM -
4 NaCl 100 mM + Triton 0,5%
5 EDTA 1 mM
6 EDTA 1 mM + Triton 0,5%
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Figura 38 Influencla de la fuerza ifinlca en la solubllizaciôn 
del cltocromo c de la M.I.M.

C Control
CT Control Triton 0,5*
1 NaCl 50 mM '
2 NeyCl 50 mM + Triton 0,5%
3 NaCl 100 mM
4 NaCl 100 mM + Triton 0,55
5 EDTA 1 mM
6 EDTA 1 mM + Triton 0,5%
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TABLA XXIII

Efecto del Triton X-100 sobre la solubllizacidn del hle- 
rro de la membrana interna mitocondrial (media de 2 expé­
rimentes) .

Triton X-100 
% (p/v)

% Hierro 
solubilizado

- 1 , 8

0 , 1 0 1 1 , 1

0,25 20,3
0,50 25,9
1 , 0 0 29,6
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Figura 39 Solubilizacidn de hierro de la M.I.M. en funcidn de
la concentracidn de Triton X-100.
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3.2.9 SOLUBILIZACION DE COENZIMA Q

El coenzima Q se extrae de los sobrenadantes prcceden 
tes de la centrifugacidn de suspenslones de membranas tra 
tadas con Triton X-100 a concentraciones finales entre 
0 , 1  y 2 % de detergents' y se détermina espectrofotométrica 
mente segûn se describe en 2.16 (Tabla XXIV). La figura 
40 muestra la pauta de solubilizaciôn del coenzima Q que 
se libera en un 40% a una concentraciôn de 0,1% (p/v) de 
Triton X-100. Concentraciones de detergente entre 0,50 y 
1% solubilizan entre el 80 y 90%, mSxima cantidad de coen 
zima Q capaz de ser extraido de la M.I.M. por Triton X-100 
a alta concentraciôn (2 %).

3.2.10 EFECTO DEL TRITON X-100 SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECI- 
FICA DE DIVERSOS ENZIMAS DE LA MEMBRANA INTERNA

Se estudia el efecto de varias concentraciones de de­
tergente sobre la actividad de algunos enzimas de membra­
ne interna. Para ello allcuotas de suspensiones de M.I.M. 
en tampôn Tris-sacarosa se tratan con Triton X-100 con ob 
jeto de obtener concentraciones finales del detergente en 
tre 0 , 1  y 2 % (p/v), manteniéndolas en estas condiciones a 
temperatura ambiante durante 30 minutes,al cabo de los 
cuales se ensayan las distintas actividades segûn las téc 
nicas descritas en el apartado 2.17 de materiales y mêto- 
dos. La tabla XXV muestra el efecto del Triton X-100 so­
bre las actividades enzimâticas investigadas.



TABLA XXIV

Efecto del Triton X-100 sobre la solublllzacidn de coen­
zima Q de la membrana interna mitocondrial (media de 2  

experimentos).

Triton X-100 Coenzima Q
% (p/v) % solubilizaci6 n

- 7,5
0 , 1 0 39,8
0,25 50,2
0,50 81,0
1 , 0 0 91,0
2 , 0 0 90,5
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Figura 40 Efecto del Triton X-100 sobre la solubilizaciôn de 
. coenzima Q de la M.I.M.
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La varlaclôn de la actividad especlfica de la ATPasa 
de la M.I.M, en funcldn de la concentraciôn de TritonX-100 
se muestra en la figura 41: tras un aumento inicial, a ba 
jas concentraciones de detergente menores del 0 ,1 %, se 
produce un descenso graduai de actividad a medida que au- 
menta la concentraciôn de detergente hasta 1%. Para con­
centraciones mayores del surfactante la actividad especl­
fica de la ATPasa tiende a restaurarse,llegando a alcan- 
zar valores prôximos al inicial a una concentraciôn de 2 % 
de Triton.

La cltocromo c oxidasa se comporta de forma similar a 
la ATPasa con concentraciones de detergente menores de 
0,25% que incrementan la actividad especlfica de las mem­
branas, mientras que concentraciones superiores tienden a 
disminuir este valor o a aumentarlo en funciôn de la can­
tidad de Triton presents en la suspensiôn de membranas 
(flg. 42).

La succinato : coenzima Q oxidorreductasa de la M.I.M. 
parece ser muy sensible a pequenas concentraciones de de­
tergente y su actividad especlfica disminuye un 80% ya 
con 0,1% de Triton X-100. Sin embargo concentraciones mSs 
altas conducen a una restauraciôn de la actividad (fig.
43) que es compléta a 2% de detergente como en el caso de 
la ATPasa.
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Se investigan otras dos actividades caracterîsticas 
de la membrana interna, succinato ; citocromo c reductasa 
(fig. 44) y NADH ; citocromo c reductasa sensible a la ro 
tenona (fig. 45). Ambas actividades son rSpidamente des- 
truîdas por pequenas cantidades de detergente y nada de 
ellas se restaura por posterior aumento de la concentra­
ciôn de Triton X-100.

3.2.11 SOLUBILIZACION DE PIVERSAS ACTIVIDADES EN2IMATICAS 
DE LA MEMBRANA INTERNA MITOCONDRIAL

Todas las actividades enzimdticas ensayadas se deben 
a proteînas intégrales incluldas en la matriz lipîdica de 
la M.I.M.. La posibilidad de que alguna de ellas pueda so 
lubilizarse por acciôn del detergente se investiga centr^ 
fugando a 150.OOOxg^1 hora,suspensiones de membranas tra- 
tadas con distintas concentraciones de detergente. En los 
sobrenadantes se ensayan las correspondientes actividades 
enzimâticas en funciôn de la concentraciôn de detergente 
(Tabla XXVI).

En el caso de la ATPasa (fig. 41) la actividad enzimâ 
tica del sobrenadante aumenta casi linealmente con el au­
mento de concentraciôn de Triton X-100. Los valores son 
del mismo orden de magnitud que los de la suspensiôn de 
membranas.
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La cltocromo c oxidasa de los sobrenadantes muestra 
igualmente un Incremento lineal de actividad a medida que 
aumenta la concentraciôn del detergente (fig. 42) pero en 
este caso las actividades de los sobrenadantes son solo 
una pequena fracciôn de las que muestran las suspensiones 
de membranas.

La succinato : coenzima Q oxidorreductasa présenta el 
caso contrario al anterior puesto que las actividades es- 
pecîficas de los sobrenadantes son mucho mâs altas (mâs 
de 14 veces) que las correspondientes suspensiones de mem 
branas tratadas con detergente (fig. 43). La actividad au 
menta casi linealmente hasta concentraciones de 0,5% de 
Triton X-100 para disminuir a medida que aumenta la con­
centraciôn del detergente.

Finalmente, como podîa esperarse por su naturaleza 
compléta, la succinato : citocromo c reductasa (fig. 44) 
y la NADH ; citocromo c reductasa sensible a la rotenona 
(fig. 45) apenas exhiben actividad en los sobrenadantes 
recuperândose en ellos tan solo fracciones despreciables 
de la actividad inicial.
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4.1 CARACTERIZACION DEL SISTEMA ESTUDIADO

La pureza de nuestras preparaciones de membrana interna 
se constata por los ensayos de algunos enzimas marcadores 
propios de la M.I.M. (ATPasa, citocromoxidasa), y su grade . 
de contaminaciôn por matriz y membrana externa investigando 
las actividades de la malato deshidrogenasa (MDH) y 
NADH : citocromo c reductasa insensible a la rotenona ,res- 
pectivamente. La tabla siguiente muestra los porcentajes de 
actividad de estos enzimas en los sobrenadantes y sedlmen- 
tos procédantes de la purificaciôn de los mitoplastos, como 
se describe en 2.3.2, referidos al total hallado en esta 
fracciôn mitocondrial:

Citocromo
Fracciôn Protefna oxidasa ATPasa MDH

Mitoplastos 100% 100% 100% 100%
Sedimentos 53% 94% 82% 10%
Sobrenadante 47% 6 % 18% 90%

La actividad NADH : citocromo c reductasa insensible a 
la rotenona apenas se aprecia,por lo que la contarainaciôn 
con membrana externa es prâcticamente nula.

Las micrografîas electrônicas de las preparaciones de 
M.I.M. (fig. 20) copfirman con su aspecto tîpico y homogé- 
neo la pureza de las raismas en concordancia con el criterio 
bioquimico.
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La Tabla XXVII contlene.algunoa parâmetros caracterls* 
tlcos de las preparaciones de membrana Interna obtenldas. 
Se Incluyen como comparaclôn algunos valores encontrados 
en la blbllografla al respecto.
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4.2 MECANISMO DE ACCION DEL TRITON X-100

La ëolubillzaclôn de blcapas llpîdlcas por detergentes 
(155-165) as! como la unlôn de los mlsmos a proteînas en 
slstemas senclllos detergente-protelna-agua (151,166-171) 
han sldo estudlados con detalle y caracterizados desde el 
punto de vista fîsico-qulmico.

Las membranas blolôglcas y en especial las mitocondrla- 
les constituyen mezclas extremadeunente complejas si se com- 
paran con los sistemas simples llpido-protefna. No obstante 
los principios générales de la acciôn del detergente para 
los sistemas modelo de membrana pueden ser aplicados a las 
biomembranas. Becker y col. (203) y Kwant y Seeman (275) 
han estudiado los efectos de la uniôn de surfactantes a las 
mismas.

Es un hecho aceptado que el detergente se une a las mem­
branas ya a muy bajas concentraciones, sin que en principio 
se produzca lisis ni solubilizac-i6 n.de las mismas. En siste 
mas modelo de blcapas lipfdicas y proteînas esta uniôn pro­
duce modificaciones y cambios en las propiedades de las mem 
branas, que implican entre otras fluidificaciôn (158), dis- 
minuciôn de la densidad (202,203) y alteraciones de la per- 
meabilldad, asf como fusiôn de membranas (276) . La unl6 n de 
cantidades crecientes de detergente llega a producir la li­
sis de la membrana cuando se alcanza cierto limite de satu- 
raciôn (208-210), comenzando su desintegraciôn graduai al
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aumentar la concentraciôn del surfactante,de modo anâlogo a 
como ocurre con blcapas lipfdicas puras.

Nuestros datos ffsico-qüfmicos y ultraestructurales pue 
den interpreterse en tétminos de una disociaciôn graduai de 
las membranas mitocondriales al aumentar la concentraciôn 
del detergente. Esta generalizaciôn se hace fundamentalmen- 
te en base a experimentos reallzados con suspensiones de 
membranas de una concentraciôn de 5 mg protefna/ml a la 
cual el detergente libre en disoluciÔn se encuentra practi- 
camente en su totalidad en forma de nonômero (36).

En nuestro caso, a la concentraciôn mâs baja de deter­
gente utilizada (0,05%) tiene lugar ya la lisis en una con­
siderable proporciôn (figs. 20-22). Sin embargo "lisis" no 
signifies solubilizaciôn simultânea, puesto que a concentra 
clones bajas de Triton X-100 (0,1%) la proporciôn de los 
componentes de membrana solubilizados es relativamente baja 
(fig. 13). A medida que aumenta la cantidad de detergente 
anadido, el proceso de lisis continûa junto con solubiliza­
ciôn progresiva de distintos componentes de membrana.

La lisis de las membranas internas conlleva importantes 
modificaciones morfolôgicas en el aspecto del material de 
M.I.M. no solubilizado (figs. 20-25), en funciôn de la con­
centraciôn de detergente. Sin embargo las micrografîas elec 
trônicas de los sedimentos correspondientes al tratamiento
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de las membranas externes con concentraciones crecientes de 
Triton X-100 (figs. 7-9) apenas presentan diferencias entre 
ellas.

De acuerdo con las micrografîas electrônicas,la lisis 
de la membrana interna es compléta con concentraciones de 
Triton X-100 a partir de 0,5% (p/v) mientras que en el caso 
de la membrana externa se aprecia, tras su tratamiento con 
1 % del detergente, la persistencia en el sediraento de cier- 
ta clase de material estructurado.

Es interesante comparar estas observaciones morfolôgi­
cas con los datos quîmicos de solubilizaciôn de componentes 
de membrana. Para la M.I.M. la mâxima extensiôn de la lisis 
corresponde a la mâxima solubilizaciôn de proteînas y fôsfo 
ro lipîdico (fig. 13). Por el contrario en la membrana ex­
terna no se alcanza una meseta tan clara en la curva de so­
lubilizaciôn (fig. 4), y de la observaciôn de las microgra­
fîas electrônicas de los sedimentos.^ correspondientes al tra 
tamiento de las mismas con 1% de Triton X-100,tâmpoco puede 
afirmarse rotundamente la compléta desestrueturaciôn de es­
te material no solubilizado (fig. 9).

Se ha demostrado que el detergente interacciona con la 
membrana en forma de monômero y no como micela (168-170,203). 
En presencia de membranas la concentraciôn de equilibrio 
del Triton X-100 libre permanece por debajo o igual a la CMC
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mientras que el resto del detergente se une a las merabranas 
o a componentes liberados de las mismas (202,203). El grado 
de solubllizacidn depende de la cantldad de detergente uni- 
do a la membrana y por tanto se relaclona con el valor del 
cociente detergente unido/membrana. Esta relacidn es con 
frecuencia dlflcil de determiner, por lo que en la prâctica, 
y cuando el detergente no se encuentra en gran exceso, el 
grado de solubilizaciôn se correlaciona con el cociente de­
tergente total/membrana, especialmente si la concentracidn 
de membranas es relativamente alta (superior a 2 mg protel- 
na/ml).

De los patrones de solubilizaciôn obtenidos para las 
merabranas externas (figs. 3,4) e internas (figs. 12,13) con 
Triton X-100,se deduce que para la evaluaciôn y reproducib^ 
lidad de los resultados no basta con establecer solamente 
las concentraciones finales del detergente,sino que aderoâs 
debe precisarse la concentracidn de membranas en suspension.

Helenius y Simons (36) ban recogido algunos datos de 
las cantidades de Triton X-100, SDS y desoxicolato (deter- 
gentes representativos de cada uno de los principales gru- 
pos de anfifilos solubles),que se necesitan para solubili- 
zar varias membranas biolôgicas y utilizan la relaciOn de- 
tergente/lîpido (p/p) como parâmetro para indicar el grado 
de mâxima solubilizaciôn de las membranas. Los efectos solu 
bilizantes de los distintos detergentes sobre las mismas 
pueden ser asî comparados en base a este valor.
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Nuestros experlmentos de solubilizacI6 n de la M.I.M. 
con los tree detergentes citados (figs. 12,13,18,19), e in- 
vestlgaclones prelimlnares reallzadas en nuestro laborato- 
rlo (277) sobre el efecto de los mlsnos en la solubilizaciâi 
de otras membranas (fraccidn microsomal de hîgado de rata y 
membranas de erltrocitos humanos),nos han llevado a conside 
rar mâs adecuado y prâctico el valor de la relaciOn deter- 
gente/protelna como parâmetro de referenda eh los procesos 
de solubillzacidn de membranas por detergentes en los que, 
segdn nuestros resultados, se obtienen patrones regulares 
de solubilizacldn protëica.

En todo caso, y para obtener resultados reproducibles, 
son crlticas tanto la concentracidn del detergente como -la 
de membranas. Esto no ha sido siempre tenido en cuenta en 
los datos que se encuentran en la literature al respecte, 
donde se observa con frecuencia que solamente se cita la 
concentréei6 n final de detergente omitiendo la de membranas, 
lo que dificulta la comparéeidn de resultados obtenidos por 
distintos investigadores. La relaciôn detergente/proteina 
que proponemos podrla utilizarse como parâmetro para déter­
minât la mâxima solubilizaciôn de la membrana y su uso sis- 
temâtico posibilitaria la comparaciën de los resultados ob­
tenidos por diferentes laboratorios.

La solubilizaciën, o, desde otro punto de vista, la 
desestructuraciôn de la membrana podrla ser interpretada
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como una transiciën de fase laminar-^micelar al producirse 
una saturacidn de la membrana por el detergente cuando es­
te sobrepasa la concentracidn lltlca. Se forman asl mlce- 
las mlxtas de fosfolîpido-detergente-protélna cuya estruc- 
tura compleja no es bien conocida. Los mëtodos usuales de 
anâlisls y aislamlento de componentes de membrana como cro 
matograffa de flltracidn por gel, cromatograffa de Inter- 
camblo idnico, centrifugacidn en gradlente, métodos elec- 
troforéticos, isoelectroenfoque, mlcroscopfa electrdnica, 
etc., proporcionan una Informacldn pobre sobre la composl- 
cidn y estructura de los complejos liberados de la membra­
na durante la fase de transicidn y etapas intermedias en 
el proceso de solubilizacidn. Probablemente esto es debido 
a las variaclones de la concentracidn de mondmero libre en 
equilibrio en las mezclas de detergente y membranas duran­
te el procedimiento analftico, lo que ocasiona cambios de 
composicidn en los complejos a causa de las variaclones de 
la cantldad de detergente unido a los componentes de la 
membrana. Sin embargo existen pruebas de que al menos par­
te de las protefnas son liberadas como complejos lipoprote^ 
na-detergente (202,203) cuya proporcidn relative de componen­
tes depende de la cantldad de detergente unido. El cociente 
protefna solubilizada/lfpido solubilizado, dependiente de 
la concentracidn de Triton X-100, podrfa constituir un parâ 
metro que reflejarfa la composicidn del material liberado.
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En tanto que la solubilizacidn por detergentes de slste 
mas modelo formados por blcapas llpîdlcas puras se alcanza 
con la formacldn de mlcelas mlxtas, el proceso, mucho mâs 
complejo para las membranas mltocondrlaies, puede segulrse . 
de algdn modo mldlendo el aumento de material no sedimenta­
ble y la desaparlclôn de Imâgenes lamlnares en el mlcrosco- 
plo electrdnlco.

Coleman (237) en experlmentos de solubilizaciôn de mem­
branas de erltrocitos ha observado que la Imagen trilaminar 
de éstas se conserva en preparaclones con un alto grado de 
déslipldlzacldn. En nuestros experlmentos, los estudlos de 
mlcroscopfa electrônlca en el material no solublllzado de 
membrana Interna muestran que taies Imâgenes todavfa se con 
servan a la concentracidn de 0,25% de Triton X-100 (fig. 23) 
en la que la proporcidn de fdsforo llpfdlco solublllzado es 
del 50%. Sln embargo a 0,50% de detergente, cuando se ha so 
lubllizado un 60% de fosfolfpldo (flg. 13), los sedlmentos 
de membrana interna ya no presentan Imâgenes trllaminares 
(flg. 24). En las membranas externas por el contrario, es­
tas figuras persistes en âreas muy reducidas correspondien- 
tes a sedlmentos muy afectados por el detergente, pero hay 
que senalar que en este caso sdlo se solubiliza un 40% de 
fosfolfpldo (flgs, 4,7-9).

Cuando la concentracidn de detergente en la suspensidn 
de membranas es mayor que la requerida para inducIr la
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transicidn de fase laminar-»-niceiar, tiene lugar la separa- 
cidn de los lîpidos y las proteinas. Con el aumento de con­
centracidn de Triton X-100 se llega a un punto en que el de 
tergente estâ en cantidad suficiènte para saturar la capac^ 
dad de unidn en las protéînas y fosfolîpidos por separado, 
de manera que se originan complejos llpido-detergente y pro 
teina-detergente. Estos ûltimos suelen ser heterogêneos res  ̂

pecto a su contenido en protefna, detergente y eventuaImen- 
te fosfolfpidos, lo que explica su diferente comportamiento 
en la centrifugacidn.

En nuestras preparaclones de membrana interna este fend 
raeno parece tener lugar a partir de la concentracidn 0,25 % 
de Triton X-100, cuando la proporcidn de fdsforo lipfdico 
solubilizado es superior a la de protefna solubilizada. Hay 
que destacar que por encima de este punto la desorganiza- 
cidn de la membrana interna es total (fig. 24), mientras que 
la misma concentracidn de detergente conserva cierto tipo 
de estructuracidn en el material no solubilizado de membra­
na externa,segOn se ha discutido anteriormente (figs. 8,9).

Los patrones de solubilizacidn de fosfolfpidos por el 
Triton X-100, paralelos a los de protefnas (figs. 3,4,12,13) 
sugieren que al menos una parte de las protefnas solubiliza 
das de la membrana podrfan estar en forma de complejos Ifpi 
do-protefna (142). La fase de centrifugacidn a que se some-
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ten nuestras suspenslones de membrana tratadas con Triton 
X-100 a 150.000xg durante 1 hora (rotor Beckman 50 Ti) con- 
tribuye a la separacidn de los agregados complejos ricos en 
protefna y los complejos lipoprotéicos que por su contenido 
mâs bajo en protefna presentan menor densldad y permanecen 
en el sobrenadante. Proteinas con mayor tendencia a la auto 
agregacidn formarfan complejos pesados sedimentables en es­
tas condlclones, por lo que el material granular encqntrado 
en los sedlmentos de membrana interna con concentraciones 
de Triton X-100 superlores a 0,5% corresponderfan en su ma­
yor parte a complejos enrlquecldos en protefna. El aspecto 
morfolôglco de estos agregados es similar al de los descrl- 
tos por Helenius y Soderlund (202) con membranas del virus 
SF.

No obstante habrfa que senalar que los crIterlos de "so 
lublllzacldn",en general, son clertamente arbltrarios (239), 
rnâxlme cuando el coefIciente de sedimentacidn de los comple 
jos (lipo)-protefna-detergente depende, ademâs del tamano y 
densldad de los mlsmos, de las condlclones de centrifuga­
cidn (densldad y vlscosldad del medio, tlpo de rotor utill- 
zado, etc.).

El detergente anlônlco SDS es mucho mâs efectlvo en la 
solubilizacidn de la M.I.M. (fig. 18) que el Triton X-100 a 
causa de la carga del grupo hidrdfilo y la longitud y tama­
no de su parte apolar constituida por una cadena alkflica
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saturada y flexible, pero produce cambios conformacionales 
drâsticos, desnaturalizacidn (172-175) y disociacidn de las 
proteinas oligomëricas en complejos SDS-polipëptido cuyo ta 
mano es proporcional àl peso molecular del polipéptido (176).

Por su parte el esqueleto ciclopentanoperhidrofenantré- 
nico que constituye el grupo apolar del desoxicolato es vo- 
luminoso y rlgido, no puede penetrar en las grietas de la 
superficie de las proteinas y su poder solubilisante sobre 
éstae en la M.I.M. (fig. 19) estâ notablemente reducido res 
pecto al del SDS. Otro tanto parece ocurrlr con el Triton 
X-100 respecto a su parte apolar (el resto p - 6 -octilfenlli- 
co) aunque este detergente es mâs efectivo en la solubiliza 
cidn de proteinas que el desoxicolato.

Los experlmentos de solubilizacidn de membranas del vi­
rus SF (182,194,202) con Triton X-100 sugieren que este de­
tergente interacciona predominantemente por su grupo p-f-oc 
tilfenllico con la regidn apolar hidrofdbica de la membrana. 
Se produce asl la sustitucidn de moldculas lipldicas de la 
bicapa, en contacte con las zonas hidrofdbicas de proteinas 
intégrales de membrana, por moléculas de detergente que al 
interaccionar con la zona hidrofdbica de esas proteinas man 
tienen su apolaridad y orientacidn, imitando en muchos ca­
ses el entorno lipfdico natural que las rodeaba en la mem­
brana, por lo que puede conservarse la actividad bioldgica 
en las protefnas solubilizadas por este detergente (217) .
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A la vista de lo expuesto, el proceso de solubilizacidn 
de la M.I.M. con Triton X-100 Impllca fundamentalmente las 
slguientes etapas:

1 . Ünldn del detergente a la membrana.
2. Llsls de la membrana.
3. Solubilizacidn de la membrana (transicidn de fase 

lamlnar-HTilcelar).
4. Separacldn (en determlnadas condlclones de centrifu­

gacidn) de mlcelas enrlquecIdas en llpldo y comple­
jos enrlquecldos en protefna.

Tal mecanismo estâ de acuerdo con el propuesto por Hele 
nlus y Simons (36) en un esquema general de solubilizacidn 
de membranas por detergentes. Habrfa que senalar sin embar­
go que las diferentes etapas menclonadas no tienen necesa- 
rlamente que transcurrlr cronoldgicamente,sino que algunas 
y quizâ todas pueden tener lugar simultâneamente. Por ejem- 
plo, es bien conocido que la etapa 1 ftica va acompanada por 
un gran aumento de la unidn de detergente (203,275).
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4.3 COMPORTAMIENTO DE LAS MEMBRANAS INTERNAS Y EXTERNAS 
FRENTE AL TRITON X-100. SELECTIVIDAD.

Las membranas interna y externa de la roitocondria di- 
fieren por su biogënesis, ultraestructura, composicidn qui 
mica y complejidad funcional. Su comportamiento frente al 
Triton X-100 es también coqsiderablemente diferente. Algu­
nas de las diferencias observadas pueden interpreterse des 
de el punto de vista de su diferente conposicidn qulmica, 
recopilada por Quinn (271).

Asl, en las membranas externas se solubiliza una pro­
porcidn de proteina ligeramente mayor que en las membranas 
internas, mientras que con el fdsforo lipldico ocurre lo 
contrario. Hay que resaltar que el Triton X-100 en la mem­
brana externa solubiliza una proporcidn mayor de proteina 
que de llpido (figs.3,4) mientras que en la membrana inter 
na el fosfollpido se mantiene por encima de la proteina so 
lubilizada (figs.12,13), efecto que se observa mâs clara- 
mente para suspensiones de membrana conteniendo 1 mg pro- 
telna/ml en donde prâcticamente se llega a un 1 0 0 % de fds­
foro lipfdico solubilizado. Esto puede deberse probablemen 
te al hecho de que la cantidad de fosfollpido es menor en 
las suspensiones de membrana interna y mayor en las suspen 
siones de externa a causa del valor mâs alto de la rela- 
cidn protefna/lfpido en las primeras.
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Esta mayor proporcidn de fosfolfpldo solublllzado de 
las membranas Internas expllcarfa su compléta desestructu- 
racidn y përdlda de la imagen trilaminar,a concentraciones 
de Triton X-100 para las cuales en las membranas externas 
todavfa se conserva algdn material con cierta estructura- 
cl6 n. Otro punto que podrfa contrlbuir a explicar este he­
cho es el diferente contenido en colesterol de ambas mem­
branas mitocondriales y que el Triton X-100 no es eficaz 
en la solubilizacidn del mismo. Estudios realizados con 
sistemas modelo (201) y otras membranas (277) muestran que 
un alto contenido en colesterol confiere a las membranas 
ademâs de una mayor rigidez (58), una cierta resistencia a 
su solubilizacidn con Triton X-100. Este serfa el caso de 
la membrana externa, mucho mâs rica en colesterol que la 
interna; la primera conserva cierto material con aparien- 
cia estructurada a la concentracidn 1% de Triton X-100 
(fig. 9) mientras que en la segunda la desestructuracidn es 
total a partir de 0,5% de detergente.

Una diferencia importante entra las membranas externas 
e internas respecto a su comportamiento frente al Triton 
X-100 se aprecia en el efecto que sobre cada una de ellas 
produces las concentraciones crecientes del detergente. A 
la vista de los patrones electroforéticos, ultraestructura- 
les y qufmicos obtenidos,se observan pocas diferencias en­
tre las membranas externas tratadas con concentraciones de
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Triton X-100 comprendidas entre 0,1 y 1% (p/v). No ocurre 
asl con las membranas internas,en las que las mismas va- 
riaciones en la concentracidn del detergente conducen a 
considerables cambios en el material solubilizado y no so-, 
lubilizado.

Estas diferencias pueden ser indirectamente atribuldas 
a la diferente composicidn qulmica de ambas membranas,por 
cuya razdn el equilibrio detergente-membranas-agua en ca­
da una es también diferente. No es posible por tanto la 
comparacidn directe de las membranas internas y externas 
tratadas con la misma cantidad de Triton X-100.

La consideracidn de este diferente comportamiento de 
las membranas mitocondriales frente al Triton X-100 nos 
lleva a discutir la solubilizacidn selectiva de algunos 
componentes de membrana. El concepto "solubilizacidn selec 
tiva" tiene al menos dos significados diferentes: el prime 
ro puede referirse a la capacidad o incapacidad del deter­
gente para solubilizar determinados componentes de membra­
na, mientras que el segundo puede significar la liberacidn 
mâs o menos secuencial de diferentes componentes de la mem 
brana en funcidn de la concentracidn de detergente. Ambos 
tipos de selectividad se observan en la solubilizacidn de 
membranas mitocondriales con Triton X-100.
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Un ejemplo de selectividad en su primera acepciôn es 
que el Triton X-100 en el rango de concentracidn utilizado 
excluye selectivamente de la solubilizacidn una banda pro- 
minente de polipéptidos de la membrana externa (fig. 1 1 ).

El segundo tipo de selectividad se observa en el caso 
de la solubilizacidn de la actividad ATPasa (fig. 46) don­
de una considerable proporcidn de la actividad de este en- 
zima se solubiliza en un rango de concentracidn de Triton 
X-100 comprendido entre 0,5 y 1% al cual no hay prâctica- 
mente aumento de proteina solubilizada.

Los llpidos de la membrana pueden ser también extrai­
des selectivamente con detergentes (234,235). Las causas, 
compleJas, habrla que buscarlas en las interacciones espe- 
clficas entre llpidos y otros componentes de la membrana 
(proteinas principalmente), y en diferencias de composicidn 
qulmica y propiedades flsicas, lo que condicionarla la dife 
rente afinidad del detergente por distintas regiones de la 
membrana. De hecho las dos hojas de la bicapa tiénen distin 
ta composicidn lipldica (197), lo que condiciona la sensibi 
lidad de distintas regiones de la membrana a la accidn del 
detergente (2 0 1 ).

En nuestro caso esta selectividad se ha observado sola­
mente con las membranas internas: asl una concentracidn de 
0,5% de Triton X-100 a la cual se libera el mâximo (60%) de
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fdsforo lipldico apenas es capaz de solubilizar la fosfati- 
diletanolaiaina que queda en el sedimento en su mayor parte, 
mientras que la cardiolipina es totalmente solubilizada 
(100%) . Por su parte la ,esfingomielina tampoco es solubili­
zada pues aunque estp fosfollpido y la fosfatidilserina en 
la técnica de TLC utilizada por nosotros (253) aparecen ge- 
neralmente superpuestos, la separacidn cromatogrâfica con 
diferentes sistemas de disolventes (278) de los llpidos del 
sobrenadante révéla que prScticamente nada de esfingomieli­
na se encuentra présente en él. En cuanto a la fosfatidil- 
etanolamina,el Triton X-100 tiene un pequeno efecto solubi- 
lizante que ha sido ya observado en experimentos sobre mem­
branas del virus SF (202,203).

Tampoco se détecta ninguna solubilizacidn de las peque- 
nas cantidades de colesterol présentes en la M.I.M. por 
efecto del Triton X-100. La incapacidad de este detergente 
para solubilizar colesterol ha sido observada también en 
membranas de eritrocitos (235) y de retlculo sarcoplâsmico 
(G. Sarzaia, comunicacidn personal) y se explica por la pe­
culiar estructura del anillo ciclopentanoperhidrofenantrén^ 
co que hace diflcil la formacidn de micelas raixtas globula- 
res con el Triton X-100. Tampoco las sales biliares solubi- 
lizan con eficacia el colesterol (234) aunque se ha observa 
do que la adicidn de fosfolfpidos mejora la solubilizacidn 
de este componente en membranas ricas en él (161,162).
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Por el contrario, y como puede esperarse de la estruc­
tura molecular de la ublquinona (coenzlma Q) con su cadena 
poliisoprênlca hldrdfoba, la formacidn de mlcelas mlxtas 
coenzlma Q-Trlton X-100 esté mâs favoreclda,lo que se tra­
duce en el alto rendimiento de solubilizacidn de este com­
ponente lipldico de la cadena de transporte de electrones 
(fig. 40).

La principal dificultad para interpreter los datos de 
la solubilizacidn lipldica es conocer cuândo los fendmenos 
observados son determinados por la membrana mâs que por el 
detergente. La naturaleza selectiva de la solubilizacidn reve 
la mâs que nada la complejidad del proceso.

Helenius y Simons (36) han sugerido algunas hîpdtesis 
para explicar los mecanismos complejos de extraceidn se­
lectiva de componentes de membranas con detergentes,aunque 
hasta el mornento no hay una prueba experimental decisiva 
en favor de ninguna de ellas.

Con detergentes suaves,como es el caso del Triton X-100, 
la selectividad puede ser debida a la insolubilizacidn de 
estructuras continuas grandes estabilizadas por interaccio­
nes protelna-protelna como se ha discutido anteriormente, 
mientras que los componentes susceptibles de solubilizacidn 
se liberarân mâs O menos en razdn de su solubilidad especl- 
fica a determinados valores, bajos o intermedios, del co-
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ciente detergente/membrana.

La solubilizaciôn selectiva de proteinas de la M.I.M. 
por el Triton X-100 también tiene lugar en el caso de cier 
tas actividades enziméticas de la membrana interna y compo 
nentes de la cadena de transporte electrônico. Es ya cono­
cido (84) que el tratamiento de la mitocondria con varios 
detergentes en condiciones apropiadas conduce a la solubi­
lizaciôn de los citocromos ci y c,mientras que los a y 
3 3  no lo hacen ("Red-Green Separation"). Nuestros datos 
confirman esta observaciôn y muestran que con un cuidadoso 
control del cociente detergente/membrana pueden producirse 
sutiles diferencias en la solubilizaciôn de los diferentes 
citocromos (figs. 31-34) lo que podrla aprovecharse con fi 
nés preparatives. Con arreglo a esto la selectividad puede 
ser explicada también en base a las interacciones entre 
las proteinas y la matriz lipldica de la membrana. Asl pro 
telnas intégrales que penetran profundamente en la regiôn 
hidrocarbonada de la bicapa lipldica requieren mâs altos 
valores del cociente detergente/membrana que otras protei­
nas menos firraemente unidas a la matriz lipldica de la mem 
brana.

Asl las flavinas,unidas fuertemente a proteinas intrln 
secas incluldas en la matriz lipldica,y que probablemente 
la atraviesan por completo (279), solo se solubilizan en
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una extension relativamente pequena (flg. 30). El citocromo 
a solo es solubilizado en cantidad apreciable a altas con­
centraciones (2%) de detergente (fig. 31) lo que, de acuer­
do con Slinde y col. (239), podrla deberse probablemente a 
una autoasociaciOn de esta proteina integral para formar 
ccmiplejos pesados protelna-detergente que sedimentan al ser 
sometidos a la centrifugacidn. Sdlo con altas concentracio 
nes (2%) de Triton X-100,parte de estos grandes agregados 
podrlan disociarse en complejos mâs pequenos y permanecer 
en el sobrenadante por efecto del detergente en exceso.

Otra proteina integral, el citocromo b, requiers un va­
lor de la relaciôn detergente/membrana mâs bajo para conse- 
guir su mâxima solubilizaciôn lo que indicarla un menor gra 
do de uniôn a la matriz lipldica que el citocromo a.

El Triton X-lOO no se une al citocromo c (180) . La cau­
sa séria la peculiar conformaciôn de esta proteina globular 
que présenta una superficie formadâ por restos de aminoâci- 
dos hidrôfilos, mientras que los restos hidrofôbicos se en­
cuentran estrechamente empaquetados en el interior de la mo 
lécula (280) por lo que su interacciôn con la membrana se 
hace por la regiôn hidrôflia de la misma mediante enlaces 
electrostâticos y por tanto fâcilmente disociables por tra­
tamiento con soluciones salinas.
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El extreroo p-^-octilfenlllco,apolar y voluminoso,del 
Triton X-100 no puede interaccionar con la superficie hi­
drôf i la del citocromo y la liberaciôn de éste en el sobre 
nadante se produciria por su gran hidrosolubilidad durante 
el proceso de desintegraciôn de la membrana.

No obstante, el contenido en proteinas periféricas de 
nuestras preparaclones de M.I.M. es bajo,lo que se infiere 
de que el tratamiento de la misma con NaCl o CaCl2 100 laM 
tan solo libera 14-15% de proteinas de la membrana.

La selectividad tal vez refleje propiedades del deter­
gente mâs que de la membrana. Un problema importante en el 
uso del Triton X-100 y otros detergentes polioxietilânicos 
en los estudios de membranas es su heterogeneidad,résultan­
te de la polimeraciôn estadlstica en el proceso de slntesis 
del producto (240). La preparaciôn de estos detergentes en 
forma monodispersa y de gran pureza puede proporcionar un 
mâs alto grado de selectividad en la solubilizaciôn de mem­
branas y facilitarâ el estudio de los complejos intermedios 
originados en el proceso.
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4.4 EFECTO DE LA TEMPERATURA Y FUERZA lONICA

El aumento de fuerza iônica del medio de incubaciôn, 
tanto en presencia de detergente como en ausencia del mismo 
no afecta en general la liberaciôn de proteina de la M.I.M. 
Tan sôlo es observable, de acuerdo con los respectivos con­
trôles, un ligero aumento en la proteina solubilizada por 
efecto del CaCl2 (flg. 16).

Del mismo modo, el aumento de fuerza lônlca por si mis­
mo (en ausencia de Triton X-100) no produce nlngûn efecto 
sobre la solubilizaciôn de fôsforo lipldico. No obstante la 
proporclôn de este componente solubilizada por 0,5% de 
Triton X-100 es ligeramente mayor en presencia de NaCl, 
mientras que el CaCl2 no parece Influlr mucho sobre el efec 
to solublllzante de fôsforo lipldico por el detergente (flg. 
17) .

El EDTA 1 roM, que no afecta a la liberaciôn de protei­
nas de la M.I.M. (flg. 16), produce en camblo un aumento en 
el porcentaje de solubilizaciôn de fôsforo*. Esto ocurre tan 
to en ausencia como en presencia de Triton X-100 (flg. 17).

El efecto del Ca^^ podrla relaclonarse con la segrega- 
clôn lateral de fosfolîpidos âcldos Induclda en el piano de 
la bicapa por este catlôn (281). Tal segregaclôn compensa- 
rla el efecto del Incremento de fuerza lônlca debido al 
CaCl2 . El EDTA al Impedlr esta segregaclôn favorecerla el
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ataque del detergente sobre toda el ârea de la membrana au- 
mentando el rendimiento de solubilizaciôn de fosfolîpidos.

El efecto del NaCl observado en la solubilizaciôn de 
fôsforo lipldico podrla tener lugar a travës de cambios en 
la disposiciôn de proteinas periféricas de la M.I.M.

Cuando no existe detergente en el medio,las variaclones 
de teraperatura no parecen Influlr en las proporciones siem­
pre pequefias de proteinas y fôsforo lipldico llberadas de 
la M.I.M. Por el contrario, en presencia de 0,5% de Triton 
X-100, se observa que a 37* dlsmlnuye la proporclôn de pro­
teina solubilizada por el detergente respecto a los contrô­
les a 4“ y 20°. Esto podrla atrlbulrse a un reforzamlento 
de los enlaces hidrofôbicos sobre los cuales actûa el deter 
gente, efecto que ya ha sido observado por Oakenfull y Far- 
wick (282). La situaciôn es mâs compleja al estudiar la In- 
fluencia de la temperatura sobre la solubilizaciôn de fôsfo 
ro lipldico por el Triton X-100 puesto que la proporclôn so 
lubilizada a 20* es ligeramente menor que a 4* y 37° (flgs. 
14, 15). En todo caso la significaciôn es exigua.

’ Los anâllsis por SDS-PAGE llevados a cabo en las frac- 
clones de M.I.M. solubilizadas por distintas condlclones de 
temperatura y fuerza iônica,no revelan diferencias en la so 
lubilizaciôn de polipéptidos aunque, como ya se ha indicado 
anteriormente, la composiciôn polipeptldlca compleja de la
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M.I.M. y la capacidad de resoluclôn de esta técnlca de elec 
troforesls hacen dlflcil determlnar en estas condlclones 
una probable solubilizaciôn especlflca de algunos pollpêptl 
dos.

Respecto a la Influencla de la fuerza lônlca sobre la 
liberaciôn de componentes cltocrômlcos de la M.I.M., y a la 
vista de los resultados obtenidos en presencia y ausencia 
de Triton X-100, puede aflrmarse que el NaCl 50 y 100 mM no 
afecta a la solubilizaciôn del citocromo a_ (flg. 35) y ape­
nas Influye en la del citocromo b (flg. 36) lo que estâ de 
acuerdo con el carâcter Intrlnseco de estas proteinas en la 
M.I.M.

Sln embargo las mismas concentraciones de NaCl producen 
un marcado aumento en la liberaciôn de citocromos çx y 
(flgs. 37,38) en consonancla con su carâcter de proteinas 
periféricas o extrlnsecas. El efecto se acusa también en 
presencia del detergente cuyo poder solublllzante sobre es­
tos citocromos se refuerza conslderablemente, sobre todo en 
el caso del citocromo ç̂ .

El EDTA en ausencia de detergente no tiene prâctIcamente 
nlngûn efecto sobre los citocromos de la M.I.M. pero reduce 
el poder solublllzante del Triton X-100 sobre los mlsmos. 
Este efecto es mâs acusado en el caso de los citocromos b y 
çx lo que suglere que la solubilizaciôn de estos componentes
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de la M.I.M. puede estar relacionada con cambios conforma­
cionales dependientes del Ca’*”*'.

La baja eficiencia de algunos surfactantes no iônicos 
en la solubilizaciôn de ciertas membranas podrla estar reïa 
cionada en algunos casbs con el papel que los cationes diva 
lentes pueden jugar en la estabilidad de las mismas (198, 
229), mientras que en otros podrlan influlr la exlstencla 
de redes o mallas de proteinas periféricas que, unidas a la 
membrana por enlaces electrostâticos, pueden recubrlr gran 
parte de la superficie de la bicapa lipldica (283) y con 
las cuales no puede Interaccionar el detergente. La élimina 
ciôn de cationes divalentes con agentes quelantes^y la rotu 
ra de las interacciones electrostâtlcas que mantlenen la 
uniôn de las proteinas periféricas a la membrana con el em- 
pleo de soluciones de determlnada fuerza lônlca,facllltarla 
el acceso y la acciôn del detergente a zonas de la membrana 
antes résistantes a la solubilizaciôn.

Con arreglo a nuestros resultados podrla conclulrse que 
la temperatura y fuerza iônica pueden afectar de distintos 
modos la solubilizaciôn de las membranas por detergentes no 
iônicos. Esto podrla deberse a :

a.- PerturbaciÔn de los enlaces no covalentes que raan- 
tienen la uniôn de los diferentes componentes de la 
membrana.
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b.- Eliminaclôn de proteinas extrlnsecas permitlendo 
la acciôn del detergente sobre âreas inicialmente 
"ocultas" por estas proteinas.

c.- Cambios conformacionales de las membranas o de sus 
componentes con modlficaclones taies que permltan 
la acceslbllldad del Triton X-100 a regiones antes 
"cerradas" para el surfactante.
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4.5 EFECTO DEL TRITON X-100 SOBRE ALGUNAS ACTIVIDADES 
ENZIMATICAS DE LA M.I.M.

Las actividades enzimSticas estudiadas aqul difieren 
conslderablemente por su complejIdad y grado de estructura- 
ciôn en la membrana.

El complejo ATPasa mltocondrial présenta dlversas acti­
vidades enzimâtlcas que pueden ser medldas Independlentemen 
te (98). Una de ellas es la actividad ATP-fosfohldrolasa 
que exhibe la fracciôn F% de Racker. Este componente del 
complejo ATPasa puede ser fâcilmente separado de la membra­
na y ensayado en forma soluble libre de llpldo (84).

La citocromo c oxidasa por otra parte ho puede ser com- 
pletamente deslipidizada sln pérdlda de la actividad enzlmâ 
tlca y por tanto no puede ser mantenlda en soluclÔn a menos 
que exista detergente présente. Sin embargo esta actividad 
se reconstltuye en veslculas formadas al ahadlr clertos ll­
pidos (284) .

Las otras très actividades enzimâticas que han sido es­
tudiadas aqul son mâs complejas en organizaciôn y no han si­
do reconstituldas hasta ahora. Asl la succlnato ; coenzlma Q 

oxidorreductasa es el Complejo II de Green que contlene 
succinato deshidrogenasa, coenzima Q y citocromo La suc- 
clnato-deshldrogenasa (285) es una flavoproteina ferro-sul- 
furada con un peso molecular de alrededor de 1 0 0 .0 0 0 ,const^
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tulda por dos subunldades. La subunldad mayor de la succlna 
to-deshldrogenasa tiene un peso molecular de 70.000 y con­
tlene FAD, cuatro âtomos de Fe(n.h.) y cuatro âtomos de azu- 
£re âcido-lâbiles mientras que la subunldad menor, con un 
peso molecular de 30.000, es una sulfo-ferro-protelna que 
contlene cuatro âtomos de Pe(n.h.) y cuatro âtomos de azufre 
âcldo-lâblles.

La succlnato : cit. c reductasa requlere para su actlyi 
dad la acciôn concertada del Complejo II y el Complejo III. 
Este ûltlmo contlene coenzlma Q y citocromos Jb y Cj (flg. 1).

Del mismo modo la NADH : citocromo c reductasa sensible 
a la rotenona présenta un alto grado de complejIdad. Su ac­
tividad depende de la coordInaplÔn entre los Complejos I y 
III. El Complejo I contlene NADH-deshldrogenasa que se ha 
alslado en dos formas diferentes de las que no se conoce mu 
cho sobre su estructura y mecanismo: la forma de peso mole- 
culaur elevado es un complejo partlculado que contlene hasta 
18 âtomos de Fe (n.h.) y azufre âcldo-lâbll asl como llpidos, 
y es Inhlblda por la rotenona y el amltal, mientras que la 
forma de bajo peso molecular (— 78.000) contlene solamente 
cuatro âtomos de Fé (n.hl)^ de azufre âcldo-lâbll, es muy sen 
slble a los Inhlbldores y constituye probablemente una sub­
unldad de la forma natlva, y mayor, del enzlmâ tal como se 
encuentra en la membrana Interna.
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El efecto, del Triton X-100 sobre estas actividades en­
zimâticas podrla explicarse, al menos parclalmente, en 
base a sus diferentes complejidades. La actividad ATPasa-Fj 
es qulzâ la menos afectadâ por el detergente, ademâs de que 
la actividad enzimâtida de los sobrenadantes y las suspen­
siones de membranas son aproxlraadamente del mismo orden de 
magnltud (fig. 41).

El Triton X-100 que apenas solubiliza la citocromo c 
oxidasa no parece afectar mucho la actividad de este enzlma 
en las suspensiones de membrana Interna, pero cuando estas 
son centrifugadas, solamente una pequefla fracciôn de la acti. 
vldad Inicial permanece en el sobrenadante (fig. 42).

Como es de esperar de su compleja naturaleza, las acti­
vidades enzimâtlcas de la succlnato ; citocromo c reductasa 
y NADH ; citocromo c reductasa sensible a rotenona en las 
suspensiones de membranas son destruldas por concentraciones 
ba jas de Triton X-100 y prâcticamente no se récupéra activj. 
dad en los sobrenadantes (flgs. 44,45). Esto hecho se debe 
probablemente a la separaclôn o disociaclôn de uno o varios 
componentes del complejo por el detergente mâs que a una 
inactlvaciôn del enzima como se describe mâs adelante.

Un caso diferente se présenta con el enzlma 
succlnato ; coenzima Q oxidorreductasa (fig. 43) cuya acti­
vidad en las suspensiones de membranas se reduce notablemen 
te por concentracicnes bajas de detergente aunque parece res-
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taurarse al aumentar la concentracl6 n de ëste. Sin embargo 
despuës de centrifuger las membranes tratadas con
Triton X-100 los sobrenadantes muestran una actividad espe 
clfica de un orden de magnitud superior al de las membra­
nes totales. El considerable aumento de actividad especifi 
ce en el sobrenadante respecto a la actividad que este en- 
zima présenta en las suspensiones de membranas es difîcil 
de explicar. No obstante hay que tener en cuenta que las 
propiedades de un enzima unido a la membrana suelen ser di 
ferentes a las del enzima libre solubilizado en lo referen 
te a especificidad por el sustrato, sensibilidad a los 
inhibidores, pH dptimo, Km y estabilidad,entre otras.Este 
fenômeno denominado "alotopla" fué por primera vez observa 
do con la ATPasa de la membrana interna mitocondrial: la 
ATPasa, cuando estâ unida a la membrana, es inhibida por 
la oligomicina y la diciclohexil-carbodiimida (DCCD) mien- 
tras que el enzima solubilizado no es afectado. Por otra 
parte la ATPasa solubilizada es astable a temperatura am­
biante pero inestable a 0*C, efecto que no se observa en 
la forma ligada a membrana. Esto puede explicarse si se 
considéra la enorme diferencia entre el entorno vecinal de 
un enzima solubilizado y el del mismo unido a la membrana. 
Asl,el enzima solubilizado se encuentra en un medio hidfo- 
fllico, polar, de alta constante dieléctrica por lo que 
los sustratos, iones y metabolitos pueden tener fScil acce 
so al enzima e interaccionar con grupos en su superficie.
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Por el contrario los enzimas unidos a la membrana pueden 
estar inmersos en la regiôn lipdfila de la bicapa lipîdica, 
de baja constante dielëctrica,con pocas oportunidades para 
interaccionar con moléôulas polares. La posible existencia 
de inhibidores y otros componentes bloqueantes o interfe- 
rentes de la actividad del enzima en el seno de la membra­
na viene a acentuar estas diferencias de comportamiento en 
tre las formas soluble y ligada a membrana de un enzima. 
Asl el aumento o disrainucidn de una actividad enzimâtica 
en membranas o sobrenadantes puede producirse por la ex- 
traccidn y separaciôn de la membrana de componentes de la 
misma que bloquean el acceso del sustrato al centro activo 
del enzima. Esto no puede considerarse como una real 
"activaciôn" o "inhibiciôn" del enzima.

Es probleraâtico por esto si los cambios de actividad 
enzimâtica son causados "a priori" por deterioro durante 
la extracciôn o son el resultado del aislamiento de lipi- 
dos o proteinas vecinos sobre los cuales podria descansar 
su propia conformaciôn funcional.

La diferencia de actividades observada entre sobrena­
dantes y suspensiones de membranas en el caso de la succi- 
nato : coenzima Q oxidorreductasa podria entenderse en ba­
se a las consideraciones anteriores. Asî este complejo en- 
zimâtico podria contener una subunidad reçula'dora- firmemen 
te unida a la membrana por lo que no se solubilizarla por
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la acclôn del detergente, y s£ lo harla en cambio la sub­
unidad catalltica. La centrifugaciôn a que son sometidas 
las suspensiones de membranas tratadas con el detergente 
séria capaz de romper la uniôn dêbil entre las subunidades 
catalltica y tegûlâdora permaneciendo la primera en forma 
soluble en el sobrenadante y libre del modulàdor. Esto im- 
plicaria una capacidad del Triton X-100 para solubilizar 
selectivamente algunos componentes de la M.I.M. como se ha 
discutido anteriormente.

4.5.1 SolubilizaciCn de actividad ATPasa

Cuando una actividad enzimâtica no es fundamentalmente 
afectada por el detergente y puede recobrarse posteriormen 
te, en los sobrenadantes procédantes de la centrifugaciôn 
de las suspensiones de membranas tratadas, como es el caso 
de la ATPasa mitocondrial, puede estudiarse la fracciôn 
del enzima solubilizado en funcidn de la concentraciôn de 
detergente: Esto se muestra en Ta figura 46 donde se repre 
senta el porcentaje de solubilizaciôn de la actividad 
ATPasa en funcidn de la concentraciôn de Triton X-100 jun­
to con la curva de solubilizaciôn de proteinas. Es destaca 
ble que la mâxima liberaciôn del enzima tiene lugar entre 
0,5 y 1% de Triton X-100 y es completamente especifica, 
puesto que no es acompafiada por solubilizaciôn de proteina 
total.
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Es un hecho probado que los fosfollpidos son indispen­
sables para el mantenimiento de la actividad de muchos en­
zimas ligados a membrana (112-116), y su eliminaciôn por 
detergentes o su alteraciôn conduce a una pérdida de la 
actividad enzimâtica (127). Estos lipidos, en algunos ca­
ses, son altamente especîficos y desempenan un importante 
■papel en la actividad de estos enzimas (286).

La actividad ATPasa de diferentes preparaciones subml- 
tocondriales puede ser restaurada parcialmente tras su des 
lipidizaciôn afiadiendo diferentes fosfollpidos. (87). San­
tiago y col. (131,132) han encontrado una estrecha correla 
ci6 n entre el descenso de la actividad ATPasa mitocondrial 
y la alteraciôn de la cardiolipina durante la incubaciôn 
de la M.I.M. en presencia de ascorbato y cisteîna. Esta co 
rrelaciôn no existe con cualquiera de los otros fosfollpi­
dos présentes en las membranas por lo que proponen la exis 
tencia de una asociaciôn especifica entre ATPasa mitocon­
drial y cardiolipina.

Nuestros resultados (fig. 46) muestran que una impor­
tante fracciôn de la actividad ATPasa es solubilizada a 

' concentraciones de Triton X-100 coraprendidas entre 0,25% y 
0,50%. Por otra parte en este mismo rango de concentraciôn 
del detergente hemos observado que se produce la solubili­
zaciôn de la mayor parte de la cardiolipina contenida en 
la M.I.M. (Tabla XV). Esto podria estar relacionado con la
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Figura 46 Porcentaje de solubilizaciôn de actividad ATPasa en 
funciôn de la concentraciôn de detergente- Una impor 
tante proporciôn de la actividad de este enzima se 
solubiliza entre 0,5 y 1% de Triton X-100 en tanto 
que en este intervalo de concentrac iôn no hay prict^ 
camente aumento de proteina solubilizada.
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existencia de las mencionadas interacciones especificas en 
tre la cardiolipina y la ATPasa mitocondrial (287) y apoya 
ria la hipôtesis de Santiago y colaboradores.

4,6 PERSFECTIVAS t)E TRABAJO

A la vista de los resultados obtenidos en esté trabajo 
se planea para un futuro inraediato su continuaciôn abordan 
do los siguientes aspectos:

a) Estudio del papel del Ca*^ y otros iones divalentes 
en la estructura de las biomembranas.

b) Estudio detallado de los efectos del detergente so­
bre la actividad especifica de la Succinato : Co Q 
oxidorreductasa de la M.I.M.

c) Reconstituciôn de actividades enziraâticas de la 
M.I.M. solubilizadas por Triton X-100.

d) Efecto del detergente sobre nuevas actividades enz^ 
mâticas mitocondriales, considerando ademâs las ac­
tividades de la fracciôn no solubilizada y procedi- 
mientos de elirainaciôn del detergente.



5. C O N C L U S I O N  E S
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1 El detergente no iônico Triton X-100 résulta muÿ eficien 
te como agente solubilizante de las me'mbranas mitocon- 
driales, con claras ventajas sobre el SDS y el desoxico- 
lato.

2.- Se adopta como criterio de solubilizaciôn el incremento 
de material no sedimentable a 150.000 x g durante 1 hora, 
as! como la desapariciôn de imâgenes trilaminares en las 
raicrografias electrônicas de las membranas tratadas con 
Triton X-100. Las observaciones microgrâficas son concor 
dantes con los estudios bioqulmicos de solubilizaciôn de 
proteinas y fôsforo lipîdico.

3.- Para’obtener resultados reproducibles son criticas tanto 
la concentraciôn del detergente como la de membranas en 
suspensiôn. Se propone el cociente detergente/proteina 
como parâmetro para determiner la mâxima solubilizaciôn 
de la membrana.

4.- Las membranas internas y externas difieren en su compor­
tamiento frente al Triton X-100, tanto en las alteracio- 
nes ultraestructurales producidas como en la proporciôn 
y naturaleza de los componentes liberados.

5.“ Para la membrana interna el grado de alteraciôn ultraes- 
tructural es progresivo al aumentar la concentraciôn del 
detergente. POr el contrario, las distintas concentracio 
nés de Triton X-100 producen el mismo grado de altera-
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ciôn en la membrana externa. Los resultados estân de 
acuerdo con traübajos anteriores que postulan una micro- 
heterogeneldad de la membrana interna frente al carâcter 
mds homogéneo de la membrana externa.

6 .- La liais de la membrana interna se produce ya a baja con 
centraciôn de detergente (0,05%). La solubilizaciôn gene 
ral de la membrana, sin embargo, es graduai en funciôn 
de la concentraciôn de Triton X-100. La mâxima extensiôn 
de la lisis corresponde a la mâxima solubilizaciôn de 
proteinas y fôsforo lipidico (cuando el parâmetro deter­
gente/proteina = 0 ,1 ).

7.- El Triton X-100 a diferentes concentraciones produce la 
solubilizaciôn selective de lipidos y proteinas de la 
membrana interna mitocondrial, lo que permite su utiliza 
ciôn con fines preparatives.

8 .- Las variaciones de temperature y fuerza iônica en el me­
dio afectan en general poco al poder solubilizante del 
detergente. Esto no obsta para que la variaciôn de fuer­
za iônica no influya claramente en la solubilizaciôn de 

determinados componentes.

9.- La naturaleza y ubicaciôn de determinadas proteinas en 
la membrana interna influye decisivamente en su solubili^ 
zaciôn. Aproximadamente el 15% de las proteinas totales 
de nuestra preparac iôn dé membrana son prroteinas per if é- 
ricas o extr^nsecas.
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10.- Las actividades enzimâticas de la membrana interna mito­
condrial se ven influenciadas en distinto grado por el 
detergente de manera que, en general, tienden a ser mâs 
afectadas las correspondientes a estructuras mâs complé­
tas.

11.- Las actividades enzimâticas ATPasa-F^ y citocromo c oxi-
dasa de la membrana interna no resultan muy afectadas por
las concentraciones utilizadas de Triton X-100. El deter­
gente es capaz de solubilizar la primera, pero no la se- 
gunda de estas actividades.

12.- Las actividades succinato : citocromo c reductasa y
NADH ; citocromo c reductasa sensible a la rotenona son
râpidamente destruldas por bajas concentraciones de 
Tritort X-100, lo que es explicable en razôn de la comple- 
jidad de estos componentes de la cadena de transporte 
electrônico.

13.- La succinato ; coenzima Q oxidorreductasa es afectada de 
forma compleja lo que podria implicar la solubilizaciôn 
de alguna(s) de sus subunidades.

14.- La solubilizaciôn especifica de la cardiolipina y de la 
actividad ATPasa con el Triton X-100 apoyan la existen­
cia de una asociaciôn especifica entre la cardiolipina y 
la ATPasa mitocondrial.
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