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1.1 ESTRUCTURA DE LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

El estudio de las membranas biol6gicas en sus aspectos
morfol6gicos y de multiplicidad‘funcional,ﬁ nivel fisiolégi
co, fisico-quimico y estrﬁctural, ocupa en estos Gltimos a-
fios un &rea cada vez éés amplia dentro del campo de la bio-
logfia molecular, lo que se refleja en la gran éantidad de

articulos y revisiones que sobre estos temas aparece conti

nuamente.

La primera sugerencia sobre la naturaleza lipfdica de
la membrana plasmitica fu& establecida por Overton en 1895
(1) al observar que era fécilmente atravesada por sustan-
cias liposolubles, sefalando la presencia en ella de coles

terol y otros lipidos (2).

Los estudios de Langmuir (3,4) desde 1917 sobre la dis-
posicibn y orientacifn de diversas clases de 1lfpidos en me-
dios acuosos,ofrecen los primeros modelos experimentales de
pelfculas lipfdicas, sirviendo de apoyo a la interpretacién

de la disposicifn de los 1ipidos en las biomembranas.

Gorter y Grendel (5) en 1925 observaron que los lipidos
extraidos de eritrocitos de diferentes especies con acetona,
extendidos sobre una fase acuosa, ocupaban un &rea equiva-
lente al doble de la calculada para la superficie de los

eritrocitos . Aunque estos experimentos adolecfan de errores



técnicos, como se demostr8 posteriormente (6-8) respecto al
c&lculo del &rea del eritrocito y a una completa extraccifn
de lipidos, sirvieron para que fuera aceptada la sugerencia
de que la membrana estaba compuesta por una capa bimolecu-
lar de lfpidos. Por otro lado, estudios simulténeos de la
capacitancia de membranas atribuyeron a éstas un espesor de

33 A (9).

En 1932 Cole (10) consigui6 medir la tensibén superfi-
cial de huevos de erizo de mar hallando un valor de 0,08
dinas/cm, muy inferior al que se esperaba (10-20 dinas/cm)
para membranas constituid#s por bicapas lipidicas, lo que
indujo a pensar en la existencia de capas protéicas cubrien
do a los 1lipidos. Este planteamiento era errfneo ya que se
ha comprobado (11) que las membranas reconstituidas con 1%-
pides en ausencia de protefnas tienen normalmente una ten-
si6n superficial muy baja, por lo que este hecho no es indi
cativo de la existencia de cubiertas protéicas. Aquella in-
terpretacifn err6nea sirvi6 no obstante para reconocer la
naturaleza lipoprotéica de las mémbéanas-biolﬁqicas, si
bien se prejuzgaba &l que las protefnas se disponian en ca-
pas cubriendo a la bicapa lipfdica. Este p;nsamiento influ-
y6 de manera indudable en la concepcifn que de la estructu-
ra de la membrana hicieron Danielli y Davson, y las modifi-

caciones posteriores a la misma.



La primera hipStesis importante sobre la estructura de
las membranas biolSgicas fu& elaborada en 1935 por Danielli
y Davson (12), gue propusieron su modelo de membrana consti
tuido por una capa bimolecular de 1ipidos cuyos grupos no
polares se dispondrian ad&acentes entre si, mientras gue
sus grupos polares eséarian orientados hacia fuera, y en re
lacién con capas monomoleculares de protefnas. Este modelo
fué posteriormente modificado para dar cabida a la existen-

cia de los "poros" en la membrana.

Las primeras im&genes de las membranas que en la d&cada
de los 50 proporcioné la microscopia electrfnica constituye
ron valiosas aportaciones en el estudio de la estructura de
las biomembranas. En 1959 Robertson (13), fijando con per-
manganato pot8sico, pudo comprobar gue las membranas presen
taban una "imagen trilaminar" al microscopio electrénico
calculsndoles un espesor de unos 75 &. Posteriormente, y
con microscopios de mayor resolucidn, empleando el tetr&xi-
do de osmio (0sO4) como fijador, se confirm6 esta imagen
trilaminar, especialmente si el material era incluldo en

"Vestopal", un prepolimero de poli&steres y estireno.

Stoecknius en 1962 (14) utiliz6 membranas artificiales
de fosfolipidos fijadas con OsO4 y observd una imagen trila
minar, con una l&mina clara en el centro y dos ligeramente

densas por fuera, lo que indicaba que el fijador se habia



-~ 5 -

unido a los grupos polares. En un sequndo experimento, aifia-
d4i6 proteina al modelo de bicapa lipidica artificial y, des
pués de tratar con 0sO4 la membrana lipoprotéica asf forma-
da, comprobd que en la micrografia electrénica sequfa apare
ciendo la imagen trilaminar pero con las zonas densas mucho
mis reforzadas. Esto le hizo deducir que el osmio se fijaba
a las protefnas y grupos polares de los lipidos y no a los
dobles enlaces de los Scidos grasos como se habfa pensado
en un principio. El espesor calculado de 70-75 & coincidfa
con el de las dimensiones de las membranas celulares. Estos
experimentos vinieron a reforzar la validez del modelo de

Danielli y Davson.

Apoy&ndose en esto Robertson generalizd la estructura
trilaminar a todas las membranas biol6gicas creando su teo-
ria de la "unidad de membrana”, la cual suponfa una impor-
tante implicacién fisiolégica: la de que tanto la membrana
plasmitica como las de todos los org&nulos celulares son
partes de un sistema continuo de membranas y por tanto son

-

intercambiables.

La teorfa de unidad de membrana y el modelo Davson-Danie
11i~-Robertson quedaron desplazados en la década de los 60.
Por una parée eran ya conocidas las diferencias de composi-
. ci6n entre unas membranas y otras lo que estaba de acuerdo
con la distinta funcifn que cada una desempeiiaba. Por otra,

técnicas bioquimicas y micrograffas electrfnicas de alta re



solucibén derrumbaron la teorfa de unidad de membrana.

En efecto: ya en 1963 Sjostrand (15,16), al fijar con
permanganato pot&sico, observ6 que mientras las membranas
plasmiticas mantienen su estructura trilaminar, las membri
nas de los orgSnulos citoplasmiticos (mitocondrias, cloro-
plastos) presentan un aspecto mis bien globular o vesicu~
lar con notables variaciones de espesor. El mismo autor
comprob6 que las membranas son geométricamente asimétricas,
presentando una de las dos l&minas mayor grosor y densidad

que la otra.

El modelo Danielli—Davsoh consideraba a las protefnas
distendidas en conformacifn P . %a introduccién de técni-
cas Opticas y espectrosc6picas refinadas en el estudio de
membranas no modificadas, no pudo demostrar este particu-
lar (21-23). Los datos que se obtuvieron de estudios con
resonancia magnética nuclear, dispersién rotatoria Sptica
y dicroismo circular, indicaban la localizacifén de algunas
proteinas en medios apolares, lo que puso de manifiesto o-
tro punto débil en la teorlfa de Danielli y Davson que sélo
consideraba las interacciones de proteinas con grupos hi-
1dr6filos de fosfolipidos por fuerzas casi exclusivamente
polares; e ignoraba las interacciones hidrofébicas 1fpido-
proteina. Esto estd en contradiccifén con la necesidad de
aplicar métodos dristicos para romper la membrana, y con

el hecho de que para una total extraccién de protefnas de



membrana libres de 1lipidos deban emplearse procedimientos

que debiliten antes las interacciones apolares.

Benson (17) en 1964, sobre los datos obtenidos del es-
tudio de membranas de cloroplastos, postuld la existencia
de unidades funcionales complejas de membrana. En este mo-
delo la red proté€ica ocupa todo el espesor de la membrana
disponiendo sus residuos polares hacia la periferia y en
relacién con los de los lfpidos. El centro de la membrana
estaria ocupado por los residuos no polares de las protei-
nas relacionindose con las cadenas alifiticas de los fosfo
lfpidos. Este modelo daba una imagen m&s din&mica de las
membranas y explicaba a la vez las imigenes trilaminares
del microscopio electrSnico concordantes con los experimen

tos de Stoeckenius.

M&s tarde propondrfa Robertson (18) su nuevo modelo

que coincidia esencialmente con el de Benson.

Benedetti y Emmelot (19) en 1965 describieron también
subunidades globulares en las membrands utilizando té&cni-

cas de microscopia electrbnica de contraste negativo.

Green y Perdue (20) en 1966 apoyaron también estas ob-
servaciones; las membranas estarfan constitufdas por subu-
nidades lipoprotéicas. Las propiedades de las membranas de
penderfan de la arquitectura y propiedades de estas subuni

dades consideradas aisladamente.



En 1970 Glaser y col. (24) propusieron un modelo 1lla-
mado de mosaico segfin el cual existirfa una doble capa i
pidica continua en la que algunas proteinas podrfan exten
derse transversalmente por toda la membrana. Las té&cnicas
de criofractura-répli¢a de microscopfia electrb6nica avala-

ron esta teoria.

Vanderkooi y Green (25) en 1971 propusieron un modelo
de cristal lipoprotéico bidimensional en el que las nem-
branas serfan soluciones bidimensionales de protefinas glo
bulares y lipidos orientados, y en donde algunas protef-
nas podrian atravesar la bicapa lipfdica de parte a parte.
Esta teorfa se aproxima a la propuesta por Singer (26) en
1971 en la que las protefnas globulares "flotarfan™ en un

" mar" lipfdico.

El modelo actual més satisfactorio de membrana es el
que en 1972 propusieron Singer y Nicolson (27) que sinteti
zaron numerosas teorfas propuestas con anterioridad en su
modelo llamado "mosaico fluido". En este modelo los fosfo-
1fpidos de las membranas se hallan ordenados en bicapas

, formando una matriz fluida de cristales lfquidos. Las molé

~ culas lipfdicas pueden moverse lateralmente por lo que la
bicapa es fluida, flexible, dotada de una resistencia eléc
trica particularmente elevada, y de relativa impermeabili-

dad a las moléculas muy polares.



Las protefnas son globulares, de acuerdo con su alto
conﬁenido en hélice‘i (28-30), y se hallan m&s o menos "su
mergidas" en la bicapa desde cada lado llegando algunas a
estar totalmente incluidas y otras a atravesar la fase li-
pidica de un lado a otro. La extensifn en que esto ocurre
depende de la secuencia y localizacién de los restos de a-
minodcidos no polares en la superficie de la proteina glo-
bular. Estas proteiqas forman as{ un "mosaico" sobre la

fluida bicapa lipfidica. El mosaico no es estitico ya que
las protefnas pueden difundir lateralmente en dos dimensiones.

Este modelo satisface las propiledades de las membranas
biolégicas. Explica la variacién de espesor y‘la asimetria
en diferentes membranas y es aplicable a membranas con con
tenidos de proteina muy diferentes por unidad de superfi-
cie de membtana. Permite explicar también las propiedades
eléctricas y de permeabilidad, as{ como la r&pida movili-
dad lateral de algunos componentes prot&icos en el plano

de la membrana.

1.2 COMPOSICION DE LAS BIOMEMBRANAS.

Las biomembranas est&n compuestas principalmente por
lipidos y protefnas cuya relacién oscila entre 1:4 a 4:1
(31) segfin el tipo y la funcionalidad de la membrana. En

las membranas m&s funcionales las proteinas constituyen la
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mayor parte en peso (32-34).

1.2.1 Proteinas de las membranas.

Las protefnas llevan a cabo la mayorfa de los procesos
de las membranas. Segfin su localizacién y tipo de unién a
la membrana se distinguen dos clases: periféricas o extrin
secas, e integrales o intrfinsecas (27,35). Puésto que las
periféricas pueden disociarse por soluciones salinas se in
fiere que esti&n débilmente ligadas a la superficie de 1la
membrana (32). Las integrales por el contrario estarfan ‘
unidas mis fuertemente por interacciones con las cadenas hi
drocarbonadas de los lipidos de la membrana, ya gque son SO
lubilizadas por detergentes que compiten con estas interac

ciones apolares (36).

Un 70-80% de las protefnas de membrana son integrales
(37) entre ellas la mayorfa de los enzimas asociados a mem
brana, proteinas antigénicas, protefinas de transporte, re-
ceptores de firmacos y hormonas, y receptores de lectinas
(38). Ciertos 1lipidos, a veces especificos, son necesarios
generalmente para la funcién de protefnas integrales con
'actividades enzimdticas (39,40) o antigénicas como es el

caso del factor Rh de la membrana eritrocitaria (41).

Las protefnas intrinsecas o integrales penetran y en
algunos casos atraviesan la zona hidr6foba interna de la

bicapa lipfdica (42,43), debido a la distribucién peculiar
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de los restos hidr6filos e hidr6fobos de sus aminodcidos

en la estructura tridimensional de la protefna globular.

?ara una protefna extrinseca globular, soluble, los
restos no polares quedarfan secuestrados hacia el interior
Qe la molécula, presentando hacia el exterior residuos i6-
nicos y altamente polares en contacto con la superficie ex
terior de la membrana (44). Por el contrario una protefna
intrinseca o integral podrfa disponer sus grupos no pola-
res no sSlo hacia el interior de la molécula sino también
~hacia el exterior de su superficie,en relacibén con la zona
hidrocarbonada hidr6foba interior de la bicapa lipidica,
mientras gue sus restos polares, ocupando el extremo opues
to, estarfan en contacto con la zona hidr6fila de la mem-
brana y fase acuosa exterior, por lo que la protefna presen
tarfa un extremo "hundido" en la bicapa lipfdica y el otro

"emergiendo" de ella (22,45).

El carfcter anfip&tico de estas protefnas ha sido pro-
bado mediante la determinacién de la secuencia de aminofci
dos en proteinas aisladas de membranas de microsomas (46,
47) y de eritrocitos f48), donde se han encontrado fragmen

tos de polipé&ptidos lip6fobos y lip6filos.

El grado de integracifn de las proteinas intrinsecas
en las membranas estari relacianado con la proporcitn de

aminoScidos polares presentes en ellas (49). La califica-



- 12 -

cibn de "polar" o "no polar" para un amino&cido es un tan-
to arbitraria, por lo que se han desarrollado criterios pa
ra la determinaci6bn de un "indice de apolaridad" (o hidro-
fobicidad) para los aminoaéidos {49) basados en su solubi-
lidad en disolventes dé distinta polaridad y su comporta-

miento cromatogr&fico (50), lo que permite calcular la apo
laridad o hidrofobicidad media de una protefna a partir de

su contenido en amino&cidos.

La disposicifn de estas protefinas globulares en las
membranas se ha confirmado en micrograffas electr6nicas,
con técnicas de criofractura-réplica (51) y marcaje quimi-

co (52).

Las proteinas periféricas o extrinsecas son ficilmente
desprendidas de la membrana por tratamientos suaves como
accién de disoluciones salinas de determinada fuerza i6ni-
ca o valores extremos de pH. Estas protelInas ejercerfan su
funcibn unidas fundamentalmente a una proteina integral de
membrana; tal serfa el caso del citocromo ¢ de la membrana
interna mitocondrial, y de otras proteinas periféricas co-
mo el complejo llamado espectrina de la membrana eritroci-
taria. Todas ellas estarfan rodeadas de fase acuosa y uni-
das a protuberancias de protefnas integrales gue sobresa-

len de la membrana (53).
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"Mientras en el modelo Davson-Danielli-Robertson se pos
tulaba la asociacibén de protefnas a la membrana mediante
interacciones ibnicas entre ellas y las cabezas polares de
los 1lipidos, el mosaico fluido solo admite una pequefia
fraccién de las proteinas unidas de tal forma. Esto se apo
ya en que las variaciones de fuerza ifnica capaces de diso
ciar los enlaces electrostiticos no provocan una gran sepa
racifn de protefnas de membrana. Por otra parte, el hecho
de que mediante el uso de fosfolipasas especificas puedan
eliminarse selectivamente el 60-70% de las cabezas polares
de los 1lipidos sin pérdida de proteina, demuestra gque los
grupos polares de la bicapa lipidica no tienen gran inter-

vencifn en la unién de protefnas a la membrana.

1.2.2 Lipidos de las membranas.

La caracterizacifén de los 1lfpidos de las membranas exi
ge su previa extraccifn y fraccionamiento para lo que se
han utilizado disolventes org&nicos no polares como cloro-
formo, &tero benceno, aunque los mis efectivos son mezclas
cloroformo-metanol (54). Estos tratamientos desnaturalizan
las protefnas de membrana que pueden recogerse libres de
1ipidos. Los mé&todos cromatogrificos (55) de cap; fina y
columna son los mis utilizados para separar diferentes cla
ses de lIpidos, combinando distintos sistemas de disolven-—

tes con soportes de &cido silficico, 6xido de aluminio, ce-



lulosa, etc. (54,56). E1 método mids sensible para una ca-
racterizacifn completa de las especies moleculares de lipi
dos es la cromatograffa gas-liquido que permite identifi-
car los 4cidos grasos y azficares que forman parte de 1lfpi-

dos complejos.

La alteraci6n quimica de los lipidos es un peligro
constante durante la preparacién del material para su an&i-
lisis. La degradacifn enzimidtica post-mortem puede evitar-
se con agentes desnaturalizantes de enzimas o manteniendo
el tejido a baja temperatura. Un grave problema es la pero
xidacién de los &cidos grasos que puede evitarse con el

uso de antioxidantes como el BHT (butilhidroxitolueno).

Los 1lipidos de las membranas poseen cardcter anfipiti-
co o anfifilo (*). Sus polos hidr6filos tienen distinta
afinidad por el agua segfin su estructura, desde un simple
grupo -OH en el colesterol y grupos cargados y "zwitterio-
nes"” eﬁ fosfoglicéridos, hasta oligosac8ridos complejos en
esfingoglicolipidos. Este doble carScter hidr6filo-1ip6fi-
lo comin a todos ellos es lo que facilita la mutua interac

‘cidn y orientacifn de estos componentes en _la membrana.

(*) Siguiendo la sugerencia de Winsor (135), los compuestos gque contie
nen en su molécula porciones hidréfilas y lipbéfilas reciben fre-

cuentemente el nombre de "anfifilos" o "anfifilicos".
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Los lfpidos de las membranas de las c&lulas eucaribti-
cas pertenecen principalmente a estos cuatro grupos: 1) fos
foglicéridos; 2) esfingofosfolipidos; 3) esfingoglicolf-

pidos; 4) esteroles (57).

Cada tipo de membrana posee un espectro lipidico carac
terfstico. El colesterol es barticularmente abundante en
algunas membranas de cé&lulas eucariotas como la membrana
plasmitica de los eritrocitos,pero no se encuentra en pro-
cariotas. La naturaleza de las cadenas hidrocarbonadas de
los 4cidos grasos que forman los extremos apolares de fos-
foglicéridos y esfingolipidos coﬁdicionan algunas propieda
des de las membranas. Los 4cidos grasos mis frecuentes en
los lipidos de membrana son los de ;ﬁméro par de &tomos de
carbono (entre Cio ¥ c24) siendo los mi&s comunes los Cjyg Y
Cyg- Pueden ser saturados o presentar dobles enlaces,en cu

yo caso su configquracifn es casi siempre c.is.

él grado de fluidez de las membranas gepende.de la lon
gitud y grado de insaturacibn de las cadenas acilicas de
sus 1ipidos. Las saturadas son rectas y al interaccionar
entre si favorecen el estado rigido de ia membrana, mien-
tras que un doble enlace ¢{4 produce una curvatura en la
cadena hidrocarbonada que interfiere el empaquetamiento 6p
timo de las cadenas de Acidos grasos, ademis de aumentar

la rotacifn alrededor de los enlaces sencillos C-C por lo
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que las cadenas acfilicas insaturadas son m8s flexibles cue
las saturadas. Este efecto aumenta por la presencia de mis
de un doble enlace y con la disminuci6n de la longitud de
la cadena. Un alto conteﬁido en colesterol favorece por

otra parte la rigidez de la membrana (58).

Finalmente, la presencia frecuente en algunas membra-
nas de glicidos unidos covalentemente a lfpidos o a protef
nas completa el cuadro complejo de estas estructuras, de
cuya fluidez dependen fenfmenos tan importantes y variados
como el transpvorte selectivo de metabolitos, los potencia-
les biocelé&ctricos, y, en general, el carfcter vectorial de

muchos procesos bioquimicos.
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1.3 MEMBRANAS MITOCONDRIALES

Aproximadamente el 20% del volumen celular del hepato-
cito de rata est8 ocupado por las mitocondrias (unas 800
por cé€lula) cuya estructura y aspecto al microscopioc elec-
trénico varfa seqin la composicién del medio de aislamien-
to (59). Estos orgfnulos poseen un alto grado de organiza-
cifn, con dos membranas concéntricas que delimitan dos com
partimentos (60): el m&s exterior es el espacio intermem-
branar, entre las membranas interna y externa, y el espécio
interior es la matriz mitocondrial limitada por la membra-
na interna (61,62). La matriz, que contiene un 60% de la
protefna mitocondrial (63), presenta una estructura organi
zada, gelatinosa, reticular, relacionada con la superficie
interior de la membrana interna, y experimenta enormes cam
bios de volumen y organizacién 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 vesficula constitufida por mem
brana interna mis matriz que se llama "mitoplasto” (67).
En esto se fundan las t&cnicas de aislamiento de membranas

interna y externa que pueden separarse posteriormente por
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centrifugacibn,o en gradiente de sacarosa (67,68,69).

El estudio de ambas membranas revela enormes diferen-

cias de composicién, egtructurales (70) y funcionales (71).

La membrana externa es lisa, algo eldstica, con predo-
minio de lipidos (75%) sobre protefnas (25%), de aspecto
m&s homogéneo, de menor densidad, y con distinta composi-

cifén enzimitica que la membrana interna (72).

La membrana mitocondrial interna (M.I.M.) es mds rigi-
da y densa que la externa a causa de su composicifn (80%de
proteinas y 20% de lipidos) presentando pliegues internos o
invaginaciones proyectados hacia el interior de la matriz
llamados "crestas" por Palade (60) gue aumentan considera-
blemente su superficie respecto a la membrana externa. La
magnitud de la superficie de la M.I.M. est& relacionada

con la intensidad respiratoria (65,66).

Las técnicas de microscopia electrbnica con tincién ne
gativa de fragmentos de estas crestas,obtenidos por ruptu-
ra osm6tica de las mitocondrias,revelan la presencia de pe
quefias esferas de 9 nm de didmetro sujetas por un corto
vistago a la cara interior de la membrana interna. Estas

estructuras descritas por Fern&ndez-Mor&n (73) como "partf
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culas elementales" se han identificado posteribrmente con

el complejo lipoprotéico llamado ATPasa mitocondrial (74).

La M.I.M. contiene unas 100 proteinas diferentes con
actividad biol6gica,inclufdas en un sistema de bicapa fos-
folipfdica. Entre las proteinas de la M.I.M. aisladas se
encuentra la ATPasa (75), citocromoxidasa i76,77), succina
to deshidrogenasa (78), el citocromo c (79), el inhibidor
de ATPasa (80), el F; (80) y la OSCP (*) (81). No obstante,
seglin la técnica empleada en la extraccién,se obtienen for
mas diferentes de un enzima debido a la pérdida de alguna
subunidad o a cambios en su conformacibn,por lo que no hay
un criterio uniforme sobre pureza y funcionalidad de es-

tas preparaciones (82).

Los experimentos de reconstitucién de la M.I.M. a par-
tir de sus componentes aislados,han aportado una valiosa
informacifn sobre la naturaleza y ordenacién secuencial de
algqunos de los componentes complejos impiicados'en los me-
canismos del transporte electrbnico y de la fosforilacifn

oxidativa, aunque estamos aGn lejos de conocer con detalle

(*) OSCP = Oligomycin-sensitivity-conferring protein. (Proteina que

confiere sensibilidad a la oligomicina).
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su topografia (83,84).

Desde el punto de vista de 'su funcionalidad las protef
nas de la membrana interﬁa pueden dividirse en tres grupos:
1.~ Sistema de tfﬁnsporte de electrones integrado fun-
damentalmente por flavoprotefnas y citocromos (85).
2.~ Sistema de transferencia de energfa inclufdas la
ATPasa mitocondrial (86) y proteinas que confieren
sensibilidad a la oligomicina (81,87).
3.~ Otras proteinas tales como transportadores de io-

nes y de nucle&tidos.

El sistema de transporte de electrones est8 compuesto

por muchas proteinas con grupds prostéticos como flavinas,
hemo, y hierro no heminico, gque con la coenzima Q son oxi-
dados y reducidos en el proceso de transporte electrbnico.
Esto conlleva cambios especificos en el espectro de absor-
cién de la luz de cada componente, lo gue ha facilitado su

deteccibn y cuantificaci6bn (82).

Hatefi y col. (88), en base a experimentos de recombi-
nacién de fragmentos de membrana tras su disociacibn, pro-
pusieron la existencia de cuatro complejos fundamentales
en el mecanismo de transporte de electrones en la membrana

interna (figura 1 ).
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La disposicifn secuencial de estos complejos en la ca-
dena respiratoria se ha deducido a partir de medidas de
los potenciales de oxidorreduccién estandar de los diferen
tes transportadores, asi como de experimentos de reconsti-
tucién de la cadena a partir de fragmentos recombinados
(88), y medidas del espectro diferencial entre las formas
oxidadas y reducidas de los transportadores electrénicos

en las mitocondrias intactas (89).

El sistema de transferencia de energia estd también in

tegrado por muchas protefnas (94). Estas proteinas llama-
das factores de acoplamiento ("coupling factors") restau-
ran la fosforilacifn oxidativa en particulas submitocon-
driales deficientes (vesiculas formadas por fosfolipidos y
el sistema de transporte electrénico) acoplando la energfa
de la corriente de electrones a la fosforilacién del ADP
{86). Se han descrito varios de estos factores (94,95,96,
97), pero los mejor caracterizados son la ATPasa (86,98) y

la OsCP (99).

La llamada ATPasa mitocondrial (100) constituye con to
da probabilidad las "particulas elementales" descritas por
Fern&ndez-Mor&n (73,74). Es una proteina con una masa mole

cular aproximada de 468.000 daltons constituida por tres
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partes o sectores:

1) Factor 1 (F3).- Constitufdo por una pieza esférica
de 9 nm de difimetro con un peso molecular del orden de
360.000 daltons obtenido por técnicas de sedimentacibn en
ultracentrifuga (101,102), e integrado por varias subunida
dés (81,103). La ATPasa-F; liberada de la membrana por ul-
trasonidos, en‘presencia de Mg*t hidroliza el ATP a ADP y
fosfato, reacci6n que no es inhibida por la oligomicina, y
representa la inversifn de la funciSn normal de F; en las
mitocondrias intactas que es la sintesis de ATP a partir
de ADP y'fosfato. Por ello el factor Fy deberfa llamarse

con mis propiedad ATP sintasa en lugar de ATPasa.

2) OSCP (oligomycin-sensitivity-conferring protein) o
Fo.~ Es un polipéptido de peso molecular 18.000 (99) que
constituye parte del v&stago sobre el que se asienta Fl'
Este factor hace a Fy susceptible.de ser inhibido por la
oligomicina (81), pero para esto neéesitq también estar uni
do al proteolipido o pieza basal. OSCP aparece al microsco
pio electrfnico como un cilindro de unos 5 nm de difmetro
(99) que a manera de tallo une las esferas F; a la pieza

basal de la membrana.
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3) El proteolipido o pieza basal es esencial para que

Fq presente sensibilidad a la oligomicina, lo que se ha
comprobado en experimentos. de reconstitucifén de la activi-
dad ATPasa en membranas mitocondriales desprovistas de Fy
y OSCP (104). Los trabajos de Tzagoloff y col. (105,106,

107) postulan cuatro subunidades para el factor de membra-

a.

Se ha aislado tambi&n una proteina de peso molecular
9.500 gque inhibe la actividad ATPasa (80). Recientemente
se ha conseguido el aislamiento y caracterizacibn de subu-
nidades inhibidoras de la ATPasa mitocondrial del hepatoci
to de rata (108). El péptido inhibidor'de ATPasa parece

formar parte, como subunidad, de F; (109).

El papel fundamental de los l1lifpidos en la respiracibn
de tejidos es conocido desde hace 50 ahos al comprobarse
que la adicibn de fosfolipidos restauraba la actividad res

piratoria en tejidos deslipidizados (*)  (110,111,112).

La membrana interna mitocondrial se caracteriza por
‘un bajo contenido lipfdico (25% en peso), lo que le da una
densidad (1,21) mayor que la de la membrana externa (1,12~
1,14) (82). El1 contenido en colesterol es también bajo (me

nos del 4% de los fosfolipidos), lo que explica su relati-

(*) Véase nota al pie de la pigina 52.



vaménte f&cil disociacibn por las sales biliares. Los fos-
folipidos m&s abundantes son fosfatidilcolina y fosfatidil
etanolamina con grupos acile insaturados en posicién C2,
lo gque les hace muy sensibles a las fosfolipasas y a los
agentes liticos.que,como el ascorbato,producenla peroxida-
cibn de estos &cidos grasos. Destaca el alto contenido en
cardiolipina (20% de los fosfolipidos) y fosfatidilinosi-
tol (8%), lo gue produce una carga negativa neta en la mem

brana interna.

Los experimentos de reconstitucién han demostrado que
los fosfolfpidos son indispensables en los mecanismos de
transporte electrénico (112) y en los de la fosforilacibn
y transporte de u't (113),por contribuir al mantenimiento
de la conformacién original de las protefnas necesaria pa-
ra su actividad especifica (114,115). Por otro lado los 1f
pidos son indispensables en la formacifn de estructuras ve
siculares cerradas,en ausencia de las cuales no se produce

la fosforilacién (116).

La necesidad de tales vesfculas puede comprenderse al

considerar la hip6tesis del acoplamiento gquimiosmbtico pro

puesta por Mitchell (117,118) en la que el transporte de

electrones produce un bombeo de iones H* a través de la mem
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brana mitocondrial interna, lo que origina un gradiente e-
lectroquimico que acopla el flujo de energfa del transpor-
te electr6nico a la formacifén de ATP a partir de ADP y Pi,
mediante una reaccifn. vectorial en la que interviene proba-

blemente el complejo ATPasa F,-Fg, de la membrana interna.

Esto obliga a considerar una disposicién anisotrbpica
de los componentes de la  membrana interna de tal forma que
los iones son transportados unidireccionalmente. Esta ani-
sotropia de la membrana interna se ha demostrado por re-
constituci6én de vesiculas fosforilantes (100), inactiva-
c¢ién inmunol6gica (119), tinciones especificas con coloran
tes que no atraviesan la membrana (119), y técnicas de mar
caje gquimico de componentes de la superficie de la membra-

na (120).

En la mitocondria intacta la NADH-deshidrogenasa y succi-
nato-deshidrogenasa, as!i como Fj,se encuentran en la cara
interna de la M.I.M., mientras que los citocromos C y €,
estdn por la cara externa y los protones son bombeados
desde el interior al exterior. Sin embargo las partfculas
submitocondriales vesiculares obtenidas por sonicacidn de
la M.I.M. estdn "vueltas del revé&s" con respecto a la mem-

brana intacta (121). Aquf los citocromos ¢ y C; Se encuen-
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tran hacia el interior de la vesicula, mientras que las
NADH y Succinato deshidrogenasas asf como F; estardn ahora
en la cara exterior, por lo que el bombeo de protones seréd

desde el exterior al interior.

La membrana interna mitocondrial es adem&s heterogénea
en cuanto a localizacibn de sus componentes. Su desagrega-
cién estructural por la accibn de agentes lfiticos como as-
corbato y cisteina, o por ultrasonidos, ha sido estudiada
desde 1967 por Santiago y colaboradores (122,123,124,125).
Las técnicas combinadas de tumefaccién, contraccifn y soni
cacifbn han separado partfculas submitocondriales que difie
ren no s6lo en cuanto a fosfolipidos, citocromos y activi-
dades enzimiticas (126,127,128,129), sino también en su as
pecto al microscopiovelectrﬁnico. v&zquez y col. (130) han

observado la heterogeneidad morfolSgica de estas membranas.

Un papel importante en la actividad enzimitica de cier
tas protefnas de la M.I.M. parece que lo desempeﬁan las
asociaciones especificas lfpido-proteina, asf como el grado
de insaturacifn de los &cidos grasos de los fosfollpidos y
su naturaleza. Tal serfa el caso de la ATPasa mitocondrial

y la cardiolipina segGn Santiago y col. (131,132).
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1.4 DETERGENTES

Los estudios de la estructura y funcifn de las membra-
nas incluyen generalmente experimentos de disociacifn de
los agregados supramoleculares que integran las membranas

biol6gicas.

Los lipidos de membrana se extraen generalmente con di
solventes orgdnicos. Estos han sido igualmente utilizados

" para extraccifn de proteinas, pero con graves inconvenien-

tes ya que provocan a menudo su agregacién y desnaturaliza

cién.

Para la solubilizacifn parcial y selectiva de protei-
nas se han utilizado agentes quelantes, modificaciones del
pH y la fuerza ibnica, urea, guanidina y agentes caotrSpi-
cos, asi como la digestifn enzimdtica. Sin embargo estos
procedimientos generalmente conducen a graves alteraciones
y desnaturalizacifn,ademds de que las proteinas mis fuerte
mente unidas a la matriz lipfdica de la membrana no son so

lubilizadas (133,134).

Los detergentes en general estdn demostrando ser en es
te momento los agentes m&s id6neos para la disociacibn de

membranas con claras ventajas sobre los métodos anterior-
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mente citados.

1.4.1 Naturaleza quimica. Clasificacibn

Los detergentes constituyen un grupo muy heterogéneo
de sustancias cuya caracterfstica comn es el poseer en su
mol&cula dos zonas, una hidroffilica, y otra lipofilica.
Los grupos polares de la zona hidrofilica pueden estar car
gados (HPOg, NBI, soj, -CO00~) o ser neutros (hidroxilo,
carbonilo, éster); estos (4ltimos son menos hidr6filos que
los 16nicos. La zona apolar, lipofilica, puede contener ca
denas alkIliéas o anillos arom&ticos. Moléculas con esta
doble naturaleza hidr6fila-lip6fila fueron denominadas "an
fi{filos" por Winsor (135). Las diferencias en el balance
relativo entre estas dos zonas se reflejan en su comporta-
miento en el agua y proporcionan una base para su clasifi-

cacibén {(Tabla I) (136).

En efecto: los anfifilos usados en la solubilizacién
de membranas difieren del resto de los lfpidos polares en
su mayor carfcter hidrofflico y por tanto en la mayor solu
bilidad de su forma monSmera en agua. El término "surfac-

tante” es eguivalente al de "anfifilo soluble” (*) mien-

(*) En castellano se conocen como "agentes tensoactives” a los anfi-
filos solubles. Por razones précticas utilizaremos preferentemen

te los términos "'detergente" y también "surfactante".
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tras que "detergente" deberfa aplicarse solo a aquellos
anfifilos solubles que provocan la solubilizacién efectiva

de los lipidos de la membrana (36).

Los surfactantes en ggneral han encontrado aplicacién
p;&ctica como humectantes, dispersantes, desfloculantes,
emulsificadores, suspensores y solubilizantes (137). Cual-
quiera de ellos presenta todas estas propiedades en algfin
grado aunque generalmente predomina una de ellas sobre las
demds, lo cual hace que se restrinja el empleo de cada
agente a una aplicacifn determinada. En realidad los dos po
los de un surfactante son activos aunque de hecho siempre
domina uno de ellos, estableciéndose un equilibrio entre
ambas tendencias céracteristico para cada agente tensoacti

VO.

Griffin (138) ide6 una escala arbitraria de valores co
mo medida del balance y "fuerza" relativa entre las dos
tendencias, hidréfila y lipéfila,ide una molécula anfifi--
la: el balance hidr6filo~-1ip6filo (Hydrophile-Lipophile
Balance, BLB) que puede calcularse empificamente a partir
de los Indices de saponificacifn y acidez en el caso de &s
teres de &cidos grasos y alcoholes polihidroxilados (137),

mientras gue para surfactantes cuya porcibn hidr6fila estd
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formada por grupos oxietilé&nicos (caso del Triton X-100)
el valor HLB = E/5, siendo E el % en peso de 6xido de eti-

leno en la molé&cula (139).

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

Co

HLB = 0,36 1ln
Cw

donde C, y Cy, 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 hidrofflica de 1la
molé&cula se hace cada vez mayor, mientras gue el caricter
hidr6fobo predomina y se acentfia a medida que el HLB va de

creciendo por debajo de 10.

El valor HLB ayuda a predecir la utilidad de un surfac
tante para un determinado uso condicionando la eleccibn
del mismo (141). El1 poder solubilizante de membranas de un

detergente no i6nico depende de su valor HLB (142).

Moore y Bell (143) han ideado una clasificacién simi-~
lar del equilibrio hidr6filo-lip6filo asignando a los agen

tes anfifilos derivados del polioxietileno los llamados in
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dices H/L que se calculan por la expresifn:

n° de unidades de 6xido de etileno
H/L = x 100

n°® de &tomos de carbono de la parte lipSfila

1.4.2 Propiedades fisicas de los detergentes en disolucifn

acuosa

Cuando una sustancia anfifila se afiade al agua, parte
de ella se disuelve comc monSmero y parte forma una monoca
pa en la interfase aire/agua. Las moléculas de la monocapa
estén en equilibrio con los monSmeros. Cuando la concentra
cién de mon6mero sobrepasa un valor crftico se forman mice
las que son agregados coloidales termodinimicamente esta-
bles formados espontdneamente (144). Este valor critico se

conoce como concentracifn critica micelar {critical mice-

llar concentration, CMC).

La fuerza que induce a la agregacién-para formar mice-
las es hidrof6bica. En el interior de la esfera micelar se
encuentran secuestrados los'grupos hidr6fobos mientras que
en la superficie de la micela se encuentran los grupos po-

lares.
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La concentracifn crfitica micelar (CMC) depende de la
naturaleza del detergente, de la fuerza ifnica en el medio

y de la temperatura.

N

La CMC disminuye’al aumentar el caricter hidrofébico
del surfactante (145,146) y aumenta con la presencia de do
bles enlaces y con la ramificacifn de las cadenas hidrocar
bonadas. Los grupos hidr6filos se oponen a la formacifn de
micelas (145,146,147) por lo gue los surfactantes iénicos,
a causa de sus grupos hidr6filos cargados, tienen una CMC

unas 100 veces mayor que la de los no ifnicos.

La formacibn de micelas se ve favorecida por el contra
rio al aumentar la fuerza i6nica del medio, debido princi-
palmente a la disminuci6n de las repulsiones electrost&ti-
cas que impiden la asociacifén a bajas concentraciones de

mon8mero.

La temperatura influye igualmente sobre la formacién
de micelas dependiendo de la clase de surfactante: as{,
temperaturas entre 0°y 37° apenas influyen sobre la CMC
de los surfactantes ifnicos, mientras que el aumento de
temperatura reduce significativamente la CMC en los no i6-

nicos. Las bajas temperaturas pueden formar cristales inso
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lubles en los que las zonas hidr6filas e hidr6fobas del de
tergente estdn ordenadas. La m&s baja temperatura a la
cual se pueden formar micelas se conoce como temperatura

critica micelar (148) y puede determinarse en la prictica

por el aclaramiento sGbito de una suspensifn cristalina
turbia de surfactante a concentracifn crftica micelar cuan
do se alcanza una temperatura determinada ("punto critico
de Krafft"). Para la mayorfa de los anfifilos solubles el
punto de Krafft coincide con la temperatura critica mice-
lar (149). Para los surfactantes no ifnicos y las sales bi
liares la temperatura critica micelar est& por debajo de
0° (i49) pero la presencia de impurezas puede producir am
plias variaciones como en el caso del dodecilsulfato s6di-

co con oscilaciones desde 10° a 23° (150).

El tamafio y configuracién 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 pr&ctica, las micelas de un
surfactante pueden considerarse del mismd~tamaﬁo. En gene-
ral los surfactantes no ifnicos con bajo valor de CMC for-
man grandes agregados micelares mientras que los ifBnicos
con altos valores de CMC presentan agregados de bajo peso

(152).
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Las propiedades fisicas de las micelas de los surfac-
tantes del tipo A (tabla I) a bajas concentraciones, asi
como estudios del volumen y longitud de los grupos hidr6fo
bos y &reas ocupadas por los grupos hidr6filos, indican
que la forma de las micelas es de hecho elipsoidal préxima
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 sitfian en un extremo
de la molécula como en los surfactantes del tipo A,sino
que se distribuyen en diferentes partes de ella. Sin embar
go los grupos hidroxilo est&n todos orientados hacia uno
de los lados de la estructura del esqueleto ciclopentano-~
perhidrofenantrénico, con lo que la molécula presenta una
cara polar y otra apolar. En solucifn acuosa las sales bi-
liares forman pequefios agregados (n° de agregacién 8 - 10)

interaccionando por sus superficies hidr6fobas (149).

El pH apenas afecta a las propiedades micelares de los
surfactantes no i6nicos o i6nicos con grupos &cidos o bdsi
cos fuertes. Sin embargo la solubilidad de las sales bilia
res depende del pH (149) de forma gue cuando el pH baja
hasta valores pr6ximos al pK, se forma el &cido que es in-

soluble en agua.
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Estudios recientes parecen demostrar la formacién de
per6xidos en detergentes no ibénicos polioxietilé&nicos por
la accifn del aire y la luz. Los productos resultantes pue

den interferir con algunas determinaciones analfticas (153).

1.4.3 Solubilizacibn de bicapas lipidicas

Las interacciones entre los detergentes y los lipidos
de las membranas han podido estudiarse sobre modelos expe-
rimentales de bicapas lipfdicas y liposomas (154). Cuando
un detergente se afiade a una suspensifn de liposomas cons-
tituidos por fosfolipidos, parte de €l interacciona con
los 1ipidos de la bicapa y parte permanece libre en disolu

ci6n (145,149,151).

Estudios de la permeabilidad de capas lipfIdicas negras
{"black films") en presencia de detergentes (155,156) y de
la uni6n de anfifilos fluorescentes 1s?7) .y anesgésicos
(158) a los liposomas, sugieren que,cuando se afiade una pé
guefia cantidad de detergente a los liposoméé,parte de €1
se incorpora a la estructura de la bicapa sin romperla.
Una vez saturada la bicapa, la posterior adicibn de mis de-

tergente provoca la formacién de micelas mixtas que esta-
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rén saturadas de fosfolfpido. Para valores intermedios de
la relacibén detergente/lipido coexisten bicapas saturadas

con detergente y micelas 'saturadas con fosfolipido.

Cuando la cantidaa de detergente afiadida es suficiente
se alcanza el limite de transicifn de fase y todo el fosfo
lifpido pasard a formar micelas mixtas. Mayores cantidades
de detergente elevarin gradualmente el valor de la rela-

cibén detergente/lipido en las micelas mixtas.

Las micelas mixtas presentan grandes diferencias en ta
mafio y estructura dependiendo de la sustancia solubilizada,
el detergente, y la relaci6én detergente/fosfolipido (159,
160) .

Asi detergentes no ifnicos del tipo A (Tabla I) como
el Triton X-100 forman con esfingomielina micelas mixtas
globulares m&s o menos alargadas segGn el nGmero de molé&cu
las de detergente y fosfolipido englobadés en la micela

(160).

Las sales biliares que son buenos solubilizantes para
los fosfolipidos, no son eficaces para el colesterol y mo-
18culas apolares grandes (161). La presencia de fosfolipi-

dos no obstante mejora la solubilizacifn de colesterol por



- 39 -

estos detergentes (161,162) lo que indica una cooperacién
de la molécula del fosfolfpido a la formacién de la mice-
la. La estructura molecular del anillo esteroide hace diff
cil la formacién de micelas globulares, por lo que se ha
propuesto para las micelas mixtas de sales biliares-leciti
nas una estructura cilfndrica formada por ﬁna bicapa de le

citina rodeada de las moléculas del detergente biliar (163).

En resumen: cuando se afiaden cantidades crecientes de
detergente a una suspensién de liposomas preparados con
fosfolfpidos puros, el proceso de solubilizacibn comprende

las siguientes fases:

1.- Unién del detergente que se incorpora a la bicapa
provocando la alteracién de sus propiedades fisi-~
cas.

2.~ Transicifn de fase laminar-micelar cuando la bica-
pa estf saturada de detergente. Se forman micelas
mixtas. ‘ N

3.- Después ae que la transicibn de fase se ha comple-
tado,la relacién detergente/fosfoliéido aumenta, y

el tamafioc de las micelas mixtas disminﬁye.

Los detergentes del tipo A (Tabla I) harifan el efecto
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de una "cuna" (164) gue presionando sobre la bicapa aumen-
taria su curvatura induciendo la formacifn de estructuras
globulares mixtas m8s pequefias, mientras que los del tipo
B actuarian de forma.diferente, "cortando" la bicapa en pe
quefios discos cilindricos cuya superficie lateral hidr&fo-
ba estarfa cubierta por las estructuras esteroides de las

sales biliares.

La formacién y disociacifn de las micelas es un proce-
so r8pido con una duracién inferior a una décima de segun-—

do (165).

1.4.4 Interacciones detergente-proteina

La mayor parte de los estudios sobre interacciones de-
tergente-proteina se han hecho con proteinas hidrosclubles

principalmente con seroalbfimina (151).

1.4.4.1 Unib6n de detergentes a protefnas hidrosolubles

Los detergentes se unen a determinados centros de las
proteinas hidrosolubles. La temperatura, el pH, la fuerza
iénica y otros factores del medio influyen en esta unifn.

Las protefnas hidrosolubles ligan a dichos centros con di-
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versos.grados de afinidad (166,167) las moléculas del de~
tergente en su forma monSmera y no en la micelar (168,169)
por lo que el nﬁﬁero de mol&culas de detergente enlazadas
a la proteina seri mayor por debajo de la CMC. Concentra-
ciones por encima de la CMC no producen aumento apreciable
de la cantidad de detergente ligado, lo que significa que
la autoagregacifn de las molé&culas de detergente para for-
mar micelas compite con la unibén de &ste a los centros de

unién de la protefna (151,170).

Los estudios de la uni6n de detergentes con seroalblmi
na (168,169,171) demuestran que hay diferentes grados de
afinidad en la asociacién. Asf,moléculas de detergentes
ani6tnicos de cadena larga como el dodecilsulfato s6dico (SDS)
se unen en mayor nfimero y con mayor afinidad que los deter
gentes catifnicos, sales Siliares o surfactantes no iéni-~
cos, lo que es de esperar si se tiene en cuenta que la se-
roalbGimina funciona como transportador de aniones de &ci-

dos grasos en el sistema circulatorio.

Si la concentracién de detergente libre se eleva por
encima de la necesaria para saturar los centros de alta
afinidad de enlace de la sercalbfimina, se produce la unién

del detergente sobre otros centros de la protefina en forma



cooperativa,al mismo tiempo que se producen cambios confor
macionales y desnaturalizacifn. La forma de asociacibn 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 geﬁeralmente se disocian
en complejos (174,175) SDS-polipéptido, partfculas en for-
ma de varilla cuya longitud es proporcional al peso molecu

lar del polipéptido (176).

Por el contrario, los detergentes no ifnicos y las sa-
les biliares han demostrado ser m&s suaves que los deter-
gentes anibnicos y catibnicos. Tanto el Triton X-100 como
el desoxicolato no parecen producir cambios conformaciona-
les ni desnaturalizacién (168,177,178,179) pero ninéuno de
los dos son muy efectivos en la disociacibn de las interac
ciones proteina-protefina, por lo que muchas protefnas con-
servan su estructura cuaternaria en presencia de altas con
centraciones de estos detergentes (178,179,180,181,182).
No obstante algunas protefnas pueden disociarse parcilalmen

te en subunidades.

En general los cambios conformacionales de las protef-

nas provocados por el enlace de los detergentes a las mis-
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mas est&n condicionados por la longitud y tamafio de la ca-
dena alkflica hidr6foba y la carga del grupo hidr&6filo de
la molé&cula de surfactante (151,166). En el caso del Triton
X-100 o el desoxicolato los grupos apolares son rigidos y
voluminosos, lo que dificulta su penetracién en las grie-
tasdelasuperficie de la proteina. Este no seria el caso

del SDS que posee una cadena alkflica flexible.

1.4.4.2 Uni6n de detergentes a proteinas de membrana

La interaccién de los detergentes con las proteinas de
membrana es distinta seglin el tipo de protefna y su locali

zacibén en la membrana.

Las p}oteinas periféricas (27) o extrinsecas estdn uni
das a la membrana por interacciones fundamentalmente pola-
res con protefnas o lipidos de membrana (183),y es de espe
rar que los detergentes interaccionen con estas protefinas
de la misma forma que lo hacen con las protefnas hidrosolu
bles,apnque no se dispone hasta el moment6 de mucha infor-
macibén. El citocromo cj,que es una proteina.periférica,fi-
ja el sps (1,5 g de SDS por g de protefna) con desnatura
lizaci6n (176), mientras que el Triton X-100 no parece que

se une al citocromo c (180), y el desoxicolato se une al



- 44 -

citocromo ¢ a razén de 12 moléculas de detergente por cada
una de citocromo ¢ (184) probablemente por interacciones e

lectrostéticas.

Las proteinas integrales (27) de membrana no son muy
hidrosolubles, pero pueden solubilizarse por concentracio-
nes adecuadas de detergente lo que ha proporcionado una ma
yor informacifén sobre la unifn de detergentes a esta clase
de protefnas. La unifn del SDS y detergentes catifnicos a
protefnas integrales se realiza de forma similar a la de
las protefnas hidrosolubles, e igualmente producen desnatu
ralizacibén. Por el contrario, detergentes no i6nicos deri-
vados del polioxietileno como el Triton X-100 se han utili
zado con éxito en la solubilizacién de protefnas integra-
les de membrana (134), receptores (38,181,185,186), antige-
nos de transplante (187,188), glicoprotefinas de membranas

viricas (182,189) y enzimas ligados a membrana (190,191,
‘ 192,193,196) sin pé&rdida de sus actividades biol8gicas. Es
tos estudios muestran que el Triton X-100 se une en gran
cantidad a las protefnas, probablemente a su zona hidr6fo-

ba y no a la hidr6fila (194).

Los detergentes del tipo B (Tabla I}, como las sales bi

liares y digitonina,han sido igualmente utilizados en la
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solubilizacifn de muchas protefnas de membrana sin pé&rdida

de su actividad biol6gica (47,133,134,190,195).

1.5 EFECTO DE LOS DETERGENTES SOBRE LAS MEMBRANAS BIOLOGI-

CAs

En principio cabria suponer que el efecto de los deter
gentes sobre las biomembranas pudiera ser explicado como
una combinacifn de 105 datos descritos para los sistemas
binarios detergente-1fpidos y detergente-proteinas ya estu
diados. Sin embargo las membranas biol8gicas son mezclas
extremadamente complejas de lipidos, proteinas, iones, etc.,
con unas caracterfsticas estructurales muy especiales. Asf{,
los 1ipidos pueden tener una distribucién asimétrica en la
bicapa (197) la cual puede presentar regiones en distinto
estado ffsico (cristal iiquido, gel, etc.) y con diferente
composici6n lipfdica (37). La existencia de cationes diva-
lentes (198) puede alterar sus propiedades. La composicién
lipfdica en las proximidades de las proteiﬂhs puede diferir
de la del resto de la membrana en tanto que las interaccio-
nes hidrof6bicas y electrostiticas lipido-protefna pueden
afectar ademds al estado de los lipidos (199). Todo esto

unido a la presencia en algunas membranas de glicidos (200),
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de proteinas altamente cargadas, de glicoproté&idos (197) o
de mallas de proteinas en la superficie de la membrana,
afecta la penetracibn y efectos de los detergentes sobre
las membranas (20;) y hace su estudio mids complejo de 1lo
que cabrfa esperar para un sistema ternario simple como el

formado por detergente-lipido-proteina.

Los efectos de los detergentes sobre las membranas va-
rian segfin el tipo de surfactante, su concentracibn, y el
valor de la relacifn detergente/membrana. Pueden producir-
se desde profundos cambios en las propiedades de las mem-
branas a bajas concentraciones de detergente, hasata efec-
tos dr&sticos de rotura y desorganizaciGh 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), fluidificacibén (158) y dis-
minuci6n de la densidad de la membrana (202,203). Las acti
vidades enzimiticas de la membrana pueden igualmente ser

modificadas, inhibidas o activadas (83,204) segfin el deter
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gente (205), su concentracifn, y el tipo de enzima ensaya-
do, aunque es diffcil asegurar si los cambios de actividad
provienen de la accifn directa del surfactante sobre la

propia molé&cula enzimdtica o de la modificacifn de las con

diciones del entorno que la rodea.

La afinidad de los detergentes por las membranas se ha
estableéido experimentalmente sobre una gran variedad de
concentraciones y en.distintos tipos de membranas, como
los microsomas de cerebro de raéa 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 (ANS), agentes anesté&sicos y té&cnicas de marcaje

(157,206).

La alta afinida& de enlace de un detergente a las mem~
branas produce grandes cambios en las propiedades de &stas.
Las membranas de eritrocitos experimentan un aumento de su
perficie cuando la concentracifén del surfactante es baja,
menor que la CMC. Quizi se deba a este in;remento de &rea
el efecto estabilizador de la membrana que producen los
surfactantes y ciertos agentes anestésicos a bajas concen-

traciones contra las lisis osm6tica, mecinica y Scida. Asi
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la clorpromazina {207), el Triton X-100 y el SDS (208) a
concentraciones entre 1-10~5 y 6-10-5M protegen los eritro

citos, pero mayores concentraciones provocan la lisis.

No todos los surfactantes tienen estas propiedades pro
tectoras: asi{ las saponinas, las cuales forman complejos
especificos con el colesterol, no estabilizan las membra-

nas de los eritrocitos a ninguna concentracién.

Los cambios de la permeabilidad de la membrana a los
iones y al agua se producen a concentraciones medias y re-
lativamente altas del surfactante, alrededor de la mitad
de la concentracifn necesaria para la lisis completa. A es
ta concentracién "prelitica" se produce un marcado incre-
mento de la permeabilidad a solutos cargados y neutros pe-
ro no a macromoléculas. Cuando las protefnas y otras macro
moléculas comienzan a pasar a través de la membrana se pro

duce la lisis.

El mecanismo molecular de la lisis no est& del todo
aclarado a pesar de las investigaciones al respecto (209,
210). En los eritrocitos, donde el proceso de lisis por
surfactantes puede medirse siguiendo la liberacifn de hemo

globina, se han propuesto cuatro fases (209): (a) adsorcifn
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de monb6meros del surfactante, (b) penetracidn en la membra
na donde {(c) inducen una alteracibén en la organizacibn mo-
lecular con rotura de la membrana y (d) finalmente la sali

da de hemoglobina.

1.5.2 Solubilizacién de membranas

A medida que aumenta la concentracifn de detergente,
una vez sobrepasada la concentracién litica, se produce la
unibén de cantidades crecientes del mismo a la membrana has
ta llegar a una saturacibén anfloga a la producida en bica-
pas lipfdicas, y a partir de ahf comienza la desintegra-
cién de la membrana con desaparicifén de su estructura lami
nar (155-160) lo que serfa equivalente a su "solubiliza-
cién". Este concepto para membranas es empirico ya que mien
tras en sistemas lipidicos puros la solubilizacifn se alcan
za con la formacibén de micelas mixtas (15%,160). la comple
jidad del proceso en las membranas obliga a adopéar otros
criterios basados en el decrecimiento de la-turbidez de
una suspensién de membranas, el incremento de material no
sedimentable y la desaparicifn de imfgenes laminares conti

nuas en observaciones al microscopio electr8nico.

Como en la unibén de surfactantes a proteinas, el deter

gente se une a la membrana en forma de monémero y no como
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micela (170,203). La concentracibn en equilibrio del deter
gente no unido a membrana se mantiene por debajo de la CMC
estando el resto unido a la membrana o a los componentes
libérados de la misma (202,203). Es decir que el enlace de
mon6émeros de detergente a las membranas impide la formacibn
de micelas puras del mismo, reduciéndose su concentracifn
por debajo de la CMC en la misma forma que en el caso de
bicapas lipidicas y protefnas aisladas (apartados 1.4.3 y
1.4.4).

El grado de solubilizacibén depende de la cantidad de
detergente unido o, lo que es equivalente, del valor de la
relacibén detergente enlazado/membrana,que en la prictica
se correlaciona con el cociente detergente/membrana,espe-
cialmente si la concentraci6n de membrana es relativamente

elevada.

El poder solubilizante de un detergente depende de su

estructura y propiedades fisicas. Los estudios realizados
con diversos materiales como mitocondrias (211) microsomas
(212) membranas viricas (213) y bacterianas (193) muestran
que, en el caso de los detergentes no ifnicos, los més

efectivos tienen en general un valor HLB comprendido entre

12,5 y 14,5 (para el Triton X-100, HLB = 13,5) aunque la



- 51 -

efectividad de estos surfactantes parece depender ademis
de otros factores como la estructura quifmica de los grupos

hidr8fobos e hidr6filos (213).

Sobre la estructura de los diversos complejos libera-
dos de las membranas por efecto de los detergentes no se
dispone de mucha informacifn,debido a la complejidad de
las mezclas solubilizadas y a la carencia de buenos méto-
dos para estudiar los productos intermedios en el proceso
de solubilizacifn,especialmente durante la fase de transi-
cién. Hay sin embargo pruebas que sugieren que al menos
parte de las protefinas de membrana se liberan como comple-
jos detergente-protefna (83,214,215) tras el tratamiento
con concetraciones medias de detergentes no iénicos o sa-

les biliares.

1.5.3. Separacién de lipidos y proteinas

Cuando la concentracién del deterqente°se eleva por en
cima de la necesaria para producir la transicibén de fase
se produce la separacién de los lfpidos y las protefnas.
En este momento la concentracifn de detergente serd tal
que los lipidos estar&n solubilizados en forma de micelas

mixtas y las proteifnas tendrin saturada su capacidad de



unién con el detergente. La cantidad de detergente necesa-
ria dependerd de su naturaleza y de la composicibn de la

membrana.

La deslipidizacibn (*) puede considerarse como una eli
minacidén progresiva de lipidos de los complejos lipoprotef
na-detergente formados durante la disgregacién de la mem-
brana. Al aumentar la concentracibn del detergente los 11-
pidos unidos a protefnas son intercambiados por moléculas
de detergente (216) y trasladados a micelas mixtas lfipido-
detergente resultando asi la separacifn de los lipidos y

las proteinas.

Los complejos proteina-detergente formados dependen del
tipo de surfactante utilizado. Detergentes aniénicos y ca-
ti6nicos no sélo separan los lipidos de las protefnas sino
que inducen cambios conformacionales dr&sticos. Esto no
ocurre generalmente con detergentes no ifnicos,como ante-
riormente se ha dicho (apartado 1.4.4), debido quizd a que
en muchos casos el detergente enlazado a la protefna imita
al ambiente lipfdico que rodea a las proteinas en la mem-
brana,manteniendo su actividad (194,217). No obstante tam-

bién se han descrito casos de pérdida de actividad biol&gi

(*) Por analogia con "desproteinizacién" adoptamos el término "desli-
pidizacidn" para indicar el proceso de separacidn o extraccidn de

los lipidos contenidos en una mezcla.
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ca en proteinas solubilizadas con detergentes no ibnicos

(218,219,220).

1.5.4 Efecto sobre las interacciones proteina-proteina

Al igual que las proteinas solubles muchas proteinas
de membrana poseen estructura cuaternaria. Las interaccio-
nes no covalentes protefna-protefna pueden ser permanentes

o reversibles segfin su funcifn en la membrana.

Entre las protefinas de membrana descritas con estructu
ra oligomérica se pueden citar la ATPasa mitocondrial y 1la
&e los cloroplastos (109), los componentes de la cadena de
transporte electr8nico (221,222), receptores colin&rgicos
(223,224), 1a espectrina de las membranas de eritrocitos

(37,225) y la colinesterasa (226,227).

Los detergentes suaves son, a menudo, incapaces de rom
per las interacciones proteina-proéeiné que -presentan cier
tos complejos que son solubilizados, deslipidizados y man-
tenidos en solucibn como tﬁles, conservando sa estructura

oligomérica.

Las variaciones de fuerza i6nica (134,228}, gl pH alto

(134,193,228), y la presencia de agentes quelantes (229)



- 54 -

en el medio, favorecen en general la eficacia del detergen
te en la disociacibn de proteinas,por modificacibn de las
propiedades micelares del surfactante, como la CMC, que
disminuye al aumentar la concentracifn ifnica. Por esta ra
z6n las sales biliares se emplean frecuentemente en presen
‘cia de altas concentraciones de NaCl y KC1l (134). En algu-
nos casos se ha observado que la sacarosa aumenta la efica
cia de los detergentes no ibnicos (230) debido quiz& a que
la sacarosa liga parte del agua a sus grupos polares con
lo gue la cantidad real de la misma disponible por el de-
tergente es menor que la tebfrica y la concentracifn relati

va del surfactante aumenta.

1.5.5 Solubilizaciftn selectiva de componentes de membrana

Un fenfmeno Gtil 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
bilizacibn selectiva es extremadamente valiosa en la puri-
ficacién de proteinas de membrana y complejos activos de

las mismas (83,84,90,93,134,215).

)

Asi han podido separarse los citocromos b, cyyc de
los a y a3 en la mitocondria ("Red-Green Separation") (84),
los fotosistemas I y II de los cloroplastos (231), la

ATPasa dependiente de Nat Yy k' de los microsomas de mé&dula
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renal de conejo (232), la ATPasa dependiente de ca*™ ae1 re
tfculo sarcoplismico (215) y la citocromoxidasa de la mito-

condria (233).

La extraccibn selectiva de protefnas de membrana se pro
ﬁuce por mecanismos complejos y depende de la naturaleza
del detergente, de las condiciones del medio, de las manipu
laciones previas que hayan sufrido las membranas, etc., por
lo que es necesario determinar las condiciones 6ptimas en

orden a la extracci6n selectiva y purificacién de una deter

minada proteina.

1.6 TRITON X-100

Los surfactantes polioxietiléniéos, de amplia aplica-
cibn en el campo de la tecnologfa quimico-farmaceGtica, se
han utilizado igualmente en estudios de disociacifén y re-

constitucib6n de biomembranas (36,84).

Como derivados polietilenglic6licos no se ajustan a una
especie quimica definida. Los polietilenglicéles se forman
por polimerizacifn del 6xido de etileno o por condensacién
del glicol, resultando en el proceso productos constitufdos
por mezclas heterogéneas de distintos grados de polimeriza-
cibn, de f6rmula general:

H(CHZ—O—CHZ)nOH ¥ HO-CHZ—(CH2~O—CH2)n—C32—OH
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preparados por laboratorios de diversos palses bajo nom-
bres patentadés. Cada especie comercial estd compuesta por

mezclas de grado de polimerizacidn muy pré6ximo (238).

Los detergentes patentados con el nombre "TRITON"™ (Rohm
and Haas Company, Independence Mall West, Philadelphia) son
derivados p-alkilfenflicos de polietilenglicol, distinguién
dose fundamentalmente dos series segfin el tipoc de cadena al
kilica unida al anillo aromdtico: la serie N contiene un ra
dical nonilo no ramificado, mientras que en la serie X es
una cadena ramificada simétrica de 1,1,3,3-tetrametilbutilo,

(t-octilo).

Los detergentes de la serie TRITON X son surfactantes
no ibnicos. cuya molé&cula presenta un polo hidré6fobo, el res
to p-t-octilfenflico, mientras que su porcién hidré6fila es-
t8 constitufida por un nmero (n) de unidades de oxietileno
que oscila entre 1 y 40 segdn 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 polimerizacién muy pré6ximo (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).



TABLA II

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

n® restos valor Masa molecular
Surfactantes * oxietilénicos HLB 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 m&s ampliamente utilizados en los estudios de bio-
membranas. El grupo p-t-octilfenilo constituye su parte apo-
lar, rfgida y voluminosa, que interacciona con la zcna hidro
carbonada de la bicap; lipfdica, mientras que la cadena de
9~-10 restos polioxietilénicos constituye la zona hidré6fila

de la molécula (fig. 2).

El Triton X-100 se ha utilizado en la solubilizacibn de
membranas de eritrocitos, en la extraccién de proteinas inte
grales, receptores, antigenos, enzimas de membrana, etc.
(182,195,197,234-237). Su uso, no obstante,se ha hecho sobre
bases empiricas y su mecanismo de accién no estd adn aclara-

do.

Comparado con los'detergentes anibnicos y catibnicos el
Triton X-100 es un detergente calificado como "suave" por no
producir generalmente cambios conformacionales dr&sticos ni
efectos desnaturalizantes en las protefnas (168,177-179). La
ausencia de carga de su grupo hidr6filo y el volumen y rigi-
dez del grupo hidr6fobo dificulta su penetracién en las grie
tas de la superficie de la protefna, por lo que se conserva
generalmente la estructura cuaternaria en las proteinas oli-
goméricas de membrana {(178-182), aungue tambi&n se han des-
crito algunos casos de pé&rdida de actividad (212,218,220) y
cambios en su conformacifén nativa por efecto del detergente

(241).
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1.7 OBJETO DEL TRABAJO

La solubilizacifn de membranas mitocondriales por de-
tergentes no ha sido estudiada sistem&ticamente, debido

quizd 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 atencién a la membrana interna, la progresiva
alteracibn de sus estructuras y solubilizacibfn selectiva
de ciertos componentes en orden a futuros trabajos sobre

reconstitucidn de estas membranas.



2. MATERIALES Y METODOS
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2.1 MATERIALES

Animales.- Se utilizan en todos los experimentos 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 glucb6geno del higado.

Reactivos.- Todos los'reactivos utilizados son de pureza
analftica. Los disolventes orgédnicos,de la firma Merck-
Darmstadt. Los reactivos para cromatograffa de gases
han sido proporcionados por Xpectrix (Barcelona). Los
reactivos y sustratos para las determinaciones enzimé-
ticas PEP, PK, LDH son de la firma Boehringer Mannheim;
los demis proceden de éigma(Londom. Se utiliza agua des
tilada sobre vidrio y para las té&cnicas enzimdticas
agua bidestilada. El1 Triton X-100 es de Sigma (London).

Aparatos
Centrifuga SORVALL.

Ultracentrifuga BECKMAN L 3-50.

Fotocolor{metro BAUSCH & LOMB "Spectronic 70".

EspectrofotSmetro BECKMAN DBGT de doble haz provisto de
expansién de escala y registrador.

Espectrofotfémetro UNICAM SP 1800 equipado con accesorio
para densitometrfa. .

Espectrofotfmetro de absorcifn atémica ZEISS FMD-4.

Cromat6grafo de gases HEWLETT-PACKARD 5120-A

Microscopio electr6nico PHILIPS EM-300.

Ultramitocromo ULTRATOM III LKB. ’
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2.2 AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS.

Para la obtencién de mitocondrias se sigue la técnica
de Hogeboom (242,243) ligeramente modificada. Los animales,
preparados como se indica en 2.1, se decapitan y desangran.
Inmediatamente se extirpa el hfgado que se deposita en un
vaso de precipitados que contiene sacarosa 0,2$M a 4°. En
todas las operaciones gue siguen se procura mantener en lo

posible la temperatura a 4°,

El hfgado se exprime entre dos hojas de papel de filtro
Y se elimina la mayor cantidad posible de tejidos conjuntivo
y adiposo. A continuacién se parte en pequefios trozos y se
transfiere a un homogenizador de vidrio tipo Elvehjem-Potter
(244) con pist6n de teflén afiadiendo un volumen de sacarocsa
0,25 M unas ocho veces superior al peso en gramos del higa-

do. Se procede a su homogenizacifn a 1800 r.p.m.

El homogenado se somete a continuacifir a centrifugaci6n
diferencial. Primeramente a 800xg durante 10 minutos. Se
desecha el sedimento, formado por nGicleos, hematfes, restos
de cé&lulas, etc.. El sobrenadante decantado se centrifuga
dos veces m&s en las mismas condiciones, eliminando los se-

dimentos.
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El sobrenadante de la tercera centrifugacién sé somete
ahora a una nueva centrifugacifn, esta vez a 8.500xg duran
te 10 minutos. Una vez retirado el sobrenadante que contie
ne la llamada "fraccibén microsomal”, se procede a resuspen
der el sedimento que contiene las mitocondrias en sacarosa
0,25 M utilizando un volumen mitad del empleado en la homo
genizacifn. Se centrifuga de nuevo a 8.500xg durante 10 mi
nutos. El sedimento de esta operacibn se resuspende y cen-
trifuga de nuevo en las mismas condiciones con lo que final

mente se obtiene un sedimento de mitocondrias "lavadas".

2.3 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE FRACCIONES SUBMITOCONDRIALES

2.3.1. Separacifn de membranas externas e internas

La separacifn de membranas mitocondriales se hace si-
guiendo la t&cnica de Parsons y col. (67) con algunas modi-

ficaciones.

Este mé&todo se basa en los cambios de volumen gue expe-
rimentan las mitocondrias al suspenderlas en un medio de me
nor osmolaridad. La entrada de agua origina la rotura de la
membrana externa,pudiendo separarse de la interna por cen-
trifugacién diferencial a causa de su diferente densidad

(82), procediendo posteriormente a su respectiva purifica-
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cibn en gradiente de sacarosa (63).
La técnica de Parsons comprende los siguientes pasos:

a.—- Tumefaccibn de la mitocondria: el sedimento de mi-
tocondrias lavadas,obtenido como se describe en el aparta-
do 2.1,se resuspende en tampén fosfato 0,02 M, pE 7,4, que
contiene seroalbGmina bovina al 0,02%. E1 volumen en mili-
litros es dos veces el peso del hfgado en gramos. Se man~
tienen asf durante 20 minutos a 4°, centrifugando a conti-
nuacién a 35.000xg durante 20 minutos. 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.- Centrifugacifn diferencial: para separar ambas mem
branas el sedimento se resuspende en un volumen de tampbn
fosfato 0,02 M, pH 7,4, con serocalbfimina igual al anterior
mente empleado, y se centrifuga a“1.900xg durante 15 minu-
tos. En el sobrenadante quedan las membranas exteinas y en

el sedimento las internas.

A continuacifn y sobre el sedimento de membranas inter
nas se realizan dos lavados. Primer lavado: las membranas
‘se resuspenden en el tampt6n fosfato antes mencionado y se

centrifugan a 1.900xg durante 15 minutos desechando el so-
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brenadante. Segundo lavado: el sedimento se resuspende en
sacarosa 0,25 M y se centrifuga a 8.500xg durante 10 minu-
tos. El sedimento de esta'Gltima operacién se somete a con

tinuaci6n a una purificaci6n en gradiente de sacarosa.

2.3.2 Purificacifn de membranas internas

Las preparaciones de membrana interna obtenida por el
método de Parsons (mitoplastos) encierran aGn gran parte
de la matriz mitocondrial y contienen una ligera contamina
cifn de membrana externa. Esto se prueba mediante la deter
minaci6én 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 externa (69).

Con objeto de eliminar estas contaminaciones‘el sedi-
mento de mitoplastos (membrana interna mids matriz), obteni
do como se indica en 2.2.1, se purifica por centrifugacifn
en un gradiente de sacarosa formado por:

I.~ 5 ml sacarosa 1,32 M
I1.~- 2,5 ml sacarosa 0,76 M
III.- Mitoplastos resuspendidos en 4 ml de sacarosa 025 M.

Se centrifuga a continuacién a 100.000xg durante 60 mi-
nutos al cabo de los cuales se obtiene una banda entre I y
II constitufda por menmbranag externas y fragmentos de mem-

brana interna, una fracci6n soluble formada por la matriz
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mitocondrial, y un sedimento de membranas internas.

En este sedimento se determinan actividades enzim&ticas
hall&ndose las de los enzimas caracteristicos de€ membrana
interna. No se aprecia apenas actividad NHADH: citocromo ¢
reductasa insensible a rotenona, y se detecta solamente par

te de la actividad malato deshidrogenasa.

A fin de lograr un mayor grado de pureza, el sedimento
de membranas internas,procedente de la centrifugacif6n en
gradiente,se resuspende en sacarosa 9,25 M tamponada con
Tris-HCl 0,02 M a pH 7,4 (tampbén Tris-sacarosa) y se somete

a una nueva centrifugacifén a 150.000xg durante 60 minutos.

El sedimento asf obtenido constituye la preparacifn de

membrana interna sobre la que se verifican los ensayos.

2.3.3 Purificacibén de membranas externas

El sobrenadante de la primera centrif&gacién'a 1.900xqg,
que contiene las membranas externas despufs._de realizada la
tumefacci6n mitocondrial (segn se trata en 2.2.1), se cen-
trifuga a 20.000xg durante 20 minutos. El sedimento de mem-
branas externas obtenido se resuspende en tampSn fosfato
0,02 M a pH 7,4, v se purifica. en gradiente de sacarosa dis

poniendo cuatro capas en un tubo de centrifuga como sigue:
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I.- 3 ml sacarosa 51,3% (d = 1,192).
II.- 3 ml sacarosa 37,7% (d<= 1,142).
I1I.- 3 ml sacarosa 25,2% (d = 1,094).
IV.- 1 ml suspensifn de membranas externas en tamp8n

fosfato.

Se centrifugan los tubos a 100.000xg durante una hora
al cabo de la cual se observan un sedimento y tres bandas
situadas en las interfases entre las capas. En la interfase
entre IV y III est8n presentes liIpidos, protefnas y peque-
fios fragmentos de membranas externas. Entre III y II se lo-
calizan las membranas externas purificadas, mientras que en
tre II y I se sitfian membranas internas junto con restos de
membrana externa. El sedimento estd formado por membranas

internas.

La fase de membranas externas de todos los tubos se re-
tira con una pipeta Pasteur reuniéndolas y centrifugando a
150.000xg durante 60 minutos. Se obtiene asi el sedimento

de membrana externa purificada.

'2.4 TRATAMIENTO DE LAS MEMBRANAS CON DIVERSOS AGENTES

2.4.1 Detergente

El sedimento de membranas purificadas segin las té&cni-

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-HC1l 0,02 M a pH 7,4 (tamp6n Tris-sacarosa) para obte-
ner una suspensifn de concentracién protéica conocida. De
esta suspensién de membranas se toman alicuotas de 1 ml

que se transfieren a tubos a los que se afiade la cantidad
adecuada de detergente 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 150.000x g
durante una hora a 4°. En estas condiciones consideramos so
lubilizada a la fraccién de membrana no sedimentada conteni

da en el sobrenadante despufs de esta centrifugaciébn.

2.4.2 Fuerza i6nica. Temperatura. EDTA.

Para conocer el efecto solubilizante en otras condicio-
nes se someten las suspensiones de membranas a la accifn de
disoluciones salinas de NaCl y CaClé, ambas a concentracio-
nes finales de 50 mM y 100 mM. También se tratan otras ali-
cuotas de la suspensién de membranas con EDTA a concentra-
cib6n final 1 mM. Ademis 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 asf tratadas se incuban a

20° durante 30 minutos.

Ajustando por otra parte la temperatura durante los 30
minutos de incubacibn, a 4° y 37°, en presencia o ausencia
de detergente, se detecta el efecto de esta variable sobre

la solubilizacifén de membranas.

En todos los casos, y transcurridos los 30 minutos de
incubacién en distintas condiciones, la suspensifn de mem-
branas se centrifuga durante una hora a 150.000xg, estiman-—
do como solubilizada la fraccién de membrana no sedimentada

contenida en el sobrenadante,
1

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 andlisis de muestras que contienen de

tergentes no ibnicos y catifnicos (246).

El método de Lowry, m&s sensible que el biuret pues de-
tecta cantidades de proteina del orden de 10 Fg, ests8 basa-
do en la formacifén de un derivado azul al reaccionar el reac
tivo de Folin-Ciocalteu (247) con algunos aminoicidos aromd

ticos.
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Se describe primeramente el método que puede utilizarse

cuando las muestras no contienen detergente:

Reactivos
1.- Solucibén S: Patr6én de seroalbGmina bovina de IOOPg/ml
en agua destilada.
2.~ Reactivo A: Na,CO3 al 2% en NaOH 0,1 N.
3.~ Reactivo B: CuSO4-5H20 al 0,5% en tartrato sb6dico
potésico al 1s.
4.~ Reactivo Folin-Ciocalteu (247) dilufdo 1:3 con agua

destilada.

El procedimiento para la construccifn de la curva de ca

librado se esquematiza a continuacién:

Patrén Muestra
suspensibn
Blanco 1 2 3 4 protefnas
Solucién S (ml.) - 025 -050- 0,75 1 x ml.

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

Reactivo C (ml) 5 5 5 5 S 5
‘mezcla A/B (50:1)

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 espectrofotémetré Bausch & Lomb

"Spectronic - 70".
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Modificacifn del método segin Wang y Smith

La técnica de Lowry presenta serias limitaciones si se
quieren determinar proteinas en presencia de detergentes no
i6nicos 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 modificacibn
en la que se utiliza una disolucibn de dodecilsulfato s6di-
co (SDS) al 10%. El1 SDS no afecta la formacién de color en
el procedimiento de Lowry (246a) e impide la formacibn 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 procede a la construccién de una curva de calibrado
con solucifn patr6n (S) de seroalbGmina bovina en presencia

de Triton X-100 segfin el siguiente esquema:

Patrén . Muestra

suspensién

Blanco 1 2 3 4 protefnas
Soluciébn S (ml.) - 025 050 0,75 1 x ml.
Triton X-100 (5%) 0,1 0,1 o0, o0,¥ 0,1 0,1

Agua bidestilada a todos los tubos hasta volumen finalde 1,1ml

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 métodos segfin se trate de membranas

o de sobrenadantes.

2.6.1 Extraccibén de lipidos de membranas y sedimentos.

Método de Folch (248) modificado por Santiago y col.
(249). Las membranas resuspendidas en tamp6n Tris-sacarosa
se tratan con un volumen igual de HC104 0,6 N agitando con
una varilla y a continuacifn se centrifugan durante 15 minu
tos a 4.000 r.p.m. Al sedimento obtenido se agregan 2,5 ml
de la mezcla cloroformo-metanol~HCl concentrado 200:100:1,
dej&ndola actuar durante media hora a temperatura ambiente,
agitando de vez en cuando con varilla de vidrio. Se afaden
6 ml de HCl1 0,1 N y se centrifuga a 4.000 r.p.m. durante

20 minutos al cabo de los cuales se separan 3 fases:

a.—- Fase guperior acuosa formada por HCl-metanol-agua y
sustancias hidrosolubles. ) .

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

c.- Fase inferior cloroffrmica con los lipidos disueltos.

Se desecha la fase acuosa extrayéndola con una pipeta

Pasteur, y se decanta la fase cloroférmica que se conserva
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a -20° hasta su utilizacibn. Las protefnas precipitadas se
vuelven a extraer del mismo modo para agotar los lfpidos y
la fase clorof6rmica de esta seéunda extraccifn se junta

con la primera.

2.6.2 Extraccifn de lfpidos de sobrenadantes.

Para la extracci6n de lipidos de los sobrenadantes, que
contienen la fraccién de membranas solubilizada segfn las
condiciones descritas anteriormente en 2.4, utilizamos la

técnica de Folch y col. (250).

De los sobrenadantes se toman alicuotas de 0,2 ml y se
afiaden 3 ml de la mezcla cloroformo-metanol-HCl 0,1 H.
(200:100:1) que se deja actuar durante media hora, agitando
de vez en cuando, para afiadir a continuacifén 0,4 ml de agua
destilada con lo que se consigue la proporcifn propuesta por
Folch. Se agita vigorosamente y se centrifuga a 4.000 r.p.m.

durante 15 minutos separindose dos fases en el tubo:

a.—- Fase superior, acuosa, con sustancias hidrosolubles.
b.- Fase inferior, cloroférmica, con los lipidos disuel-

tos.

Se extrae la fase acuosa con una pipeta Pasteur. Los 1I-

pidos quedan en la fase clorof6rmica.
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2.7 DETERMINACION DE FOSFORO LIPIDICO

Se determina el f&6sforo lipfdico siguiendo la técnica

de Bartlett (251) modificada,que se fundamenta en el proce-

dimiento cl&sico de Fiske y Subbarow (252): el fosfato inor

g&nico reacciona en medio &cido con el molibdato originando

el anifn fosfomolibdato,el cual es reducido con l-amino-2-

naftol-4 sulfonato con formacifén estequiométrica de un com-

plejo coloreado azul.

Para el andlisis de f6sforo lipfidico procedente de la

extraccibn de lipidos de sobrenadantes, de membranas o de

sedimentos, se precisa la conversibén previa del f6sforo or-

g8nico en fosfato inorg&nico mediante la digestifn de la

muestra

con HCl04 a 200° en las condiciones que se sefialan

mids adelante.

Reactivos

1.-

2.-
3.~
4.-

Solucién patrén (P} de ortofosfato dis6dico equiva-
lente a 10 Hg de f6sforo por mililitro;

Molibdato aménico al 5% (p/v). -

Acido perclérico del 70% (p/v).

Reactivo de Fiske. Composicién por cada 500 ml: &ci
do i—amino-z-naftol-4-su1f6nico 1,25 g ; sulfito s6
dico 2,5 g ; bisulfito s6dico 75 g : agua destilada,

c.s.p. 500 ml. Afiddanse proporciones de la disolu-
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cibn sulfito/bisulfito sobre el &cido aminonaftolsulfénico
en mortero, triturando hasta su completa disolucién en el
total de 500 ml . Filtrar y dejar 12 horas en nevera; apare
ce un pequefio depSsito de’cristales en el fondo de la diso-~-

2

lucién. Conservar a 4° al abrigo de la luz.

Digestifn de la ruestra con &cido perclérico al 708%.

El HC1lO4 a reflujo oxida los fosfolipidos con desprendi
miento cuantitativo de fosfato inorg&nico. El extracto lipf
dico cloroférmico o una parte alficuota del mismo, proceden-
te de la extraccibén de sobrenadantes, membranas, o de man-
chas lipfdicas de placas cromatogrificas, debe evaporarse a

sequedad antes de afnadir el HC104 (ipeligro de explosifn!).

Para muestras conteniendo 0,5 a 10,19 de f6sforo se a-
fiaden 1,2 ml de HClO4 70% a cada tubo y se mantienen duran
te una hora a 200° en bafio de arena o en estufa en el inte-
rior de wna vitrina con salida de gases, tomando las debidas
precauciones en orden a evitar la explosién. Los tubos se
tapan con bolas de vidrio y se introducen en la estufa cuan
‘do todavia est§ frfa. Al cabo de una hora de digestifn a
200° (no debe sobrepasarse ni disminuirse esta temperatura)
se apaga la estufa dejindola enfriar antes de sacar los tu-

bos.

Para la determinacifn colorimétrica procedemos de acuer

do con el siguiente esquema:
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Patr6n
Muestra
Blanco 1 2 3 4  ©Svaporada
Solucifbn P (ml) - 0,2 0,4 0,6 0,8 X
Molibdato (ml) 0,1 0,1 o0,1 0,1 0,1 0,1
HC104,70% (ml) _1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2

Se digiere el contenido de los tubos a 200°, una hora,
en la forma indicada anteriormente. Se dejan éenfriar, afia-
diendo sequidamente a cada tubo 0,4 ml de molibdato 5% y
otros0,4 ml del reactivo Fiske. Se afiade agua bidestilada
hasta completar un volumen final de 10 ml en todos los tu-
bos mezclando bien por inversifn. Los tubos, tapados con bo
las de vidrio, se calientan en bafio marfa hirviente 15 minu
tos durante los que se desarrolla el color. Se dejan enfriar,
reponiendo con agua si es preciso el volumen perdido por
wvaporacién Yy se lee su absorbancia a 830 nm en un espec-

trofotémetro Bausch & Lomb "Spectronic -~ 70".

~

2.8 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE FOSFOLIPIDOS.

Se sigue la té&cnica de Neskovick y Kostic (253).
Se preparan placas 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 cloroférmico se evapora a sequedad
y se redisuelve en 0,1 ml de mezcla cloroformo-metanol (2:1)
constituyendo €sta la muestra que se aplica sobre la placa
en bandas finas de unos 3'cm de longitud, a dos centimetros
del borde inferior de.ia placa. La cantidad depositada debe
contener un equivalente de extracto correspondiente a unos

90 Pg de f6sforo.

lLas placas se someten a dos desarrollos consecutivos en
la misma direccibn, el primero con cloroformo-metanol- anonfa
co 65%-agua (140:50:7:3) y el segundo con cloroformo-metanol
-8cido acético-agua (160:20:4:1,5) secando bien la placa en-

tre uno y otro.

Las placas se revelan en cdmara saturada de vapores de
iodo identificindose las manchas de fosfolipidos por sus Rf

y utilizando patrones conocidos.

2.8.1 Determinacién cuantitativa de fosfolipidos.

Se recuperan cuantitativamente los fosfolipidos separa-
dos en la cromatografia recogiendo el silicagel correspon-
diente a cada una de las manchas mediante raspado de las pla
cas con una pequefia espdtula. Se introduce en tubos de cen-
trifuga de vidrio y se procede a determinar el f6sforo total
en cada tubo previa digestifn con HC10, como se ha descrito

en 2.7.
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2.9 CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO DE ACIDOS GRASOS DE FOSFOLIPIDOS

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

El extracto se evapora a sequedad. Los fosfolipidos
se transesterifican para el anfilisis de los &cidos gra-

sos de cada componente.

2.9.1 Transesterificacifn de dcidos grasos.

Las nmuestras se tratan con 1,5 ml de trifluoruro de bo-
rﬁ—metanol al 14% p/v (254) durante dos minutos a 70°. Se
anaden después 2 ml de heptano vy 1 ml delagua por dos veces
conseéutivas, extrayendc las fases orginicas que se deshi-
dratan con NHa3SO4 anhidro y se evaporan a sequedad, para

ser finalmente disueltas en un volumen minimo de hexano pa-

ra la cromatografia.

2.9.2 Cromatograffa gas-lfquido de estetes metflicos de &ci-

dos grasos.

Se realiza en un cromatégrafo HEWLETT-PACKARD modelo
5120~A, con un sistema dual de columnas de adipato de polie
tilenglicol al 10% en Chroﬁosorb G (AV), malla 80/100, de
una longitud de dos metros y un didmetro de 1/8 de pulgada,
en acero inoxidable, y un detector de ionizacibn de llama.

Gas portador:nitr6geno; temperatura de la columna: 180°,sin
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programacién, Las presiones y flujos de los gases se ajus-
tan respectivamente a 6 Kg/cmZ y 20 ml/min para el nitr6ge
no; 1,2 Rg/cm2 Yy 30 ml/min para el hidrbgeno, y 2 I(g/cm2 Y

240 ml/min para el aire.

La identificacién se lleva a cabo por comparacién con
sustancias patrones. La cuantificacifén se realiza por trian

gulacibn de los picos.

2.10 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

MBtodo de Fairbanks y col. (255) ligeramente modificado.
Férmulas para las soluciones madres, soluciones reguladoras

y geles.

A.- Soluciones madres

1.~ Con Ac BIS
Acrilamida -+ccecesccarvseccccccecnccseasess 40 g
BIS veveveoccenausncesaccennonsosassnosasas 1,59

o0 bidestilada, C.S.P: svcsvesvsnrenceees. 100 ml

2.- Solucibn reguladora 10 x (pH 7,4)
Tris 1,0 M ....ieeveeccceconacsacesncanas eee 40 ml
Acetato sS6dico 2,0 M .....cciecvccasssseees 10 ml
EDTA 0,2 M ...ccvsevaccransncvensnvasasseas 10 ml
Acido acético hasta pH 7,4
Hy0 bidestilada, €.8.P. .covceevreivecnnans 200 ml

3.- Soluci6n SDS 20% (p/p)
4.- Persulfato ambnico 1,5%(p/p)

5.- TEMED 0,5%
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B.- Soluci6n reguladora para electroforesis

Solucibn reguladora 10 X ..cececessescconcesess 100 ml
SDS 20% ..c.ccecrscrcavccsascsanrssseancnncsasesnss 50 ml
Agua bidestilada .c..sacecvscsscsascscsscscarsas 850 ml

C.- Geles (por 10 ml. de solucibn 5,6% en acrilamida)

SOLl. ACBIS ..iceceevovsocsscnsasesessonssssssss 1,4 ml
Solucibn reqguladora 10 X .....cceveevesucenses. 1,0 ml
SDS 20% ..ccviecccscovonvosccrasnsssneaseanccssss 0,5 ml
Agua bidestilada .....cccccveeticencrnncnsessse 5,6 ml
Persulfato ambnico 1,5% .........cccieceneenee. 1,0 ml
TEMED 0,5% ..c.ccicevvecscasnnsesnsscanescssese 0,5 ml

Abreviaturas: SDS = dodecilsulfato s6dico
BIS = N,N'-Metilenbisacrilamida
TEMED = N,N,N',H'~tetrametil-~etilenodiamina

Para la preparacifén de los geles se mezclan las solucio
nes madres 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 di&metro interno lavados previamente con mezcla
crbmica. Se rellenan hasta una.altﬁra de 8 cm previamente

marcada.

A cada columna se afiade a continuacifn,cuidadosamente
para que no se mezcle con la solucibén que ha de gelificar,
unas gotas de otra solucién al 0,1 % de SDS, 0,15 % en per-
sulfato aménico y 0,05 % en TEMED, para que la superficie
del gel quede plana. Despuds de la gelificacibn a temperatu

ra ambiente (unos 45 minutos) se quita la solucién de recu-



- 82 -

brimiento y se reemplaza por solucifn reguladora de electro

foresis. Se deja asi en reposo al menos 12 horas.

Las suspensiones de membranas y los sobrenadantes (2 a
5 mg de proteina;xm'mi;ilitro) se preparan para la electro-
' foresis afadiendo 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% (pH 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 solucién reguladora de electroforesis, suavemente. Al
estar las proteinas solubilizadas en un medio denso de saca
rosa 0,25 M, no se mezclan con la solucién requladora al
ser depositadas. Sobre las muestras se afiade una traza de
azul de bromofenol al 0,01% para seguir la migracién del

frente.

La electroforesis se lleva a cabo con una corriente de
8 mA/gel y un voltaje de 100 voltios. El tiempo necesario
para que el frente electrofor&tico llegue hasta unos 0,5 cm

del borde inferior del gel es de 90 minutos.

Los geles se tifien con azul de Coomassie. Para ello se

introducen en tubos agujereados suspendidos en un vaso en
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el gue se van colocando las soluciones siguientes:

1°: isopropanol al 25%; &cido acé&tico 10%; y 0,05% de azul
de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250), durante
12 horas.

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

3°: &cido aéético al 10% con azul de Coomassie al 0,002% du
rante 12 horas.

4°: dcido acético al 10% durante varias horas hasta que las

bandas aparecen nftidas.

La mayorfa 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 &cido ac&ti

co al 10% y asf se fotograffan,

Los geles cilindricos se leen a 550 nm en un espectrofo
témetro Unicam SP 1800 equipado con accesorio para densito-

-

metria.

2.11 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

2.11.1 Fijacién

El sedimento obtenido despué&s del tratamiento de las
suspensiones de membranas con las distintas concentraciones

de Triton X-100 y posterior centrifugacién seglin se indica
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en 2.4.1, se somete a una fijaci6n en dos etapas:

Primera fijacifn: Se desecha el sobrenadante y se afiade
sobre el sedimento en el mismo tubo de centriffuga una solu-

ci6n de glutaraldehido neutro al 2,5% en sacarosa 0,25 M
tamponada con Tris«HC1 0,02 M, pH 7,4. Los sedimentos de un
espesor no superior a 2 mm ;e mantienen en esta soluciftn
fijadora durante 2 horas al cabo de las cuales se despegan

los sedimentos del fondo del tubo, renovando la solucibn fi-

jadora que se deja actuar durante otras dos horas.

Segunda fijacidén: Se trocean los sedimentos en fragmen-
tos de aproximadamente 1 mm3 y se lavan durante 24 horas en
el tampbén Tris-sacarosa. A continuacién se sumergen los tro
zos en una disolucibn de tetr6xido de osmio (0s04) al 1% en

tamp6n Tris-sacarosa durante 2 horas.

2.11.2 Deshidratacién

Antes de proceder a la inclusién es preciso eliminar el
agua lo que se consique 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 cambio.
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2.11.5 Impregnacibn

Los trozos sé someten a la accidn del 6xido de propile-
no durante 30 minutos como paso previo al tratamiento con
resinas que se realiza en dos etapas, una de impregnacibn a
temperatura ambiente durante 12 horas y otra de inclusién

en la misma mezcla de resina a 60° durante 48 horas.

Composicién de la resina.- Los productos, de la serie

Durcupan-ACM (Fluka), se mezclan en las siguientes propor-
ciones:
Araldita CY-212......0cctencesncncsnennsess 10,0 ml
Endurecedor HY-964.......00000cescecescssss 10,0 ml
Catalizador DY-064...c.ccvvuceevsesssencees 0,4 ml

Plastificante (dibutil-ftalato).....ecce... 0,4 ml

Una vez polimerizada la resina se obtienen secciones
mediante un Ultratom III1 LKB en tonalidades interferencia-

les de color plata.

Los cortes convenientemente contrastados con citrato de
plomo segfin Reynolds (256) se observan en un Philips EM-300
a 80 kv de aceleracifbn. Las imigenes fotogrificas se toman

sobre placas "Scientia" (Agfa-Gevaert).

2.12 DETERMINACION DE COLESTEROL

Seguimos un método colorimétrico-enzimético cuyo funda-
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mento es el sigpiente {257,258):

Ester de colesterol oolesterolesterasa_'_ Colesterol + &cido graso

colesteroloxidasa_

Colesterol + O, A% colestenona + H,0,

2Hy0, + 4-aminofenazona + fenol'_pe_mx__msapll- (p-benzoquinona-monoimi

.

no) fenazona + 4Hy0

Se utiliza el equipo de reactivos que para esta
técnica ha sido estandarizado por Boehringer Mannheim (Test

-Combination. Colesterol. M&todo "CHOD-PAP", N° 172626).

2.13 DETERMINACION DE HIERRO

El hierro se determina en un espectrbmetro de absorcibn
at6mica Zeiss modelo FMD-4 equipado con microprocesador, pre
via calibracifn del aparato con soluciones estandar de cloru

ro férrico.

2.14 DETERMINACION DE FLAVINAS

Se determinan flavinas totales siguiendo el mé&todo 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
absorcifn con miximos en las proximidades de 370 y 460 nm.

Por reduccifn quimica o enzimdtica se decoloran con pérdida

de la banda de absorcién a 460 nm.
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Se colocan 0,5 ml de huestra, conteniendo 4 a 5 mg
de proteina pof ml , en una cubeta y se anaden 0,4 ml de
tamp6n fosfato 0,1 M pH 7,4, v 0,1 ml de desoxicolato s6-
dico al 10% (p/v). Como agente reductor se utiliza el di-
tionito sb6dico, afiadiendo una pequefia cantidad en forma s6

lida a la cubeta.

El coeficiente de extincién de las flavinas es

12-103m-1lcm~1 (82).

2.15 DETERMINACION DE CITOCROMOS a, b, ci, c

Se ha seguido fund#mentalmente el método espectrofoto-
métrico propuesto originalmente por Chance en 1952 (260,
261) y modificado posteriormente por Williams (89) que de-~
sarrollS 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 . m1 de la suspensién o-muestra a analizar
(con un contenido de 4 a 5 mg de protefna por ml.) 0,2 ml
de tamp6n fosfato 0,1 M pH 7,4 y 0,2 ml de desoxicolato
86dico 10%. A la cubeta A se agregan 0,1 ml de ferricianu-

ro pot&sico 0,05 M, y a la cubeta B se agregan 0,1 ml de



- 88 -~

una disolucién acuosa recientemente preparada de ascorbato
s6dico 0,05 M. Después de agitar por inversién las cubetas,
y pasado un minuto, se afiade a la cubeta B una pequefia can
tidad de ditionito s6dico. Se agita de nuevo y se espera

dos minutos. .

Se registra grdficamente el espectro diferencial de 1la
cubeta B (reducida) frente a la A (oxidada) entre las lon-
gitudes de onda 500 a 650 nm. Se utiliza para ello un es-
pectrofot&metrolde doble haz provisto de expansifn de esca

la y registrador.

Para calcular las concentraciones de los cuatro cito-

cromos se determinan previameﬁte los siguientes factores:

315 = Pss50 T As3s

a5 = A554 = Agyp Siendo A los valores de la absor-
ajg = Agey = BAgqy bancia a la longitud de onda que
a5 = RAgos ~ Ag3p indican sus subfndices.

b15 = a15/21

€y5 = (8,5 = 6,51 b,)/15,6 ,

dyg = (azg + 1,16 by~ 1,48 025)/13,8

€45 = (@45 + 0,22 b+ 0,482 c,p - 0,076 d35)/12

X4 = Sy5

x3 = d35 + 0,0263 X4

X, = c,g ~ 0,0484 X, - 0,225 X,

xl = b15 - 0,03 X4 + 0,149 X3 - 0,491 Xz
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Los valores de X4, x3, X, ¥ X;, son las concentracio-
nes de los citocromos a, b, gl'y ¢, respectivamente, expre

sadas en Ymoles/ml.

2.16 EXTRACCION Y DETERMINACION DE UBIQUINONA

Se han descrito métodos de aislamiento y purificacifn
de ubiquinonas en gran escala a partir de tejidos y bacte-
rias. El1 que utilizamos aquf, 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
trafida selectivamente por disolventes orgénicos y detecta-
da por los espectros de absorcifn caracteristicos de sus

formas oxidada y reducida.

Reactivos: Etanol espectroscSpicamente puro
Eter de petrSleo de bajo punto de ebullicibn
Metanol

Borohidruro sédico -

Una porcifén de la preparacién a ensayar conteniendo
10-20 mg de protefna se coloca en un tubo de vidrio de
unos 15 ml con tapSn de vidrio. Se afiaden r&pidamente 4 ml
de metanol enfriado previamente a ~20°, e inmediatamente
después 5 ml de &ter de petr&leo. Se tapa el tubo con tapén
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 pipeta Pasteur
a un tubo o matraz acoplable a un rotavapor. El residuo se
extrae de nuevo con otros 3 ml de éter de petr6leo y se
procede del mismo modo a agitar, centrifugar y separar la
fase superior, gue reunida con la procedente de la primera
extraccibn se evaporan en un rotavapor y el residuo se redi~

suelve en 3 ml de etanol para espectroscopia.

Se determina a continuacifn el espectro de absorcién
de la ubiquinona en solucifn etanf6lica entre 230 y 320 nm.
La presencia de ubiquinona se detecta por un m&ximo carac-
teristico a 275 nm. Se reduce seguidamente la ubiquinona
con una pequefia cantidad de borohidruro (0,2 mg aprox.) y
se espera 2 minutos para la total reduccién y eliminacién
de burbujas que podrifan interferir. Se vuelve a determinar

el espectro de la ubiquinona reducida en el mismo rango de 1.

La concentracifén de ubiquinona se calcula a partir de
la diferencia de absorbancias a 275 nm entre las formas

oxidada y reducida, mediante la expresibn

3. +103

A Ay

= micromoles de Ubiquinona/g protefna
12,25*mg Prot./ml
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2.17 DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Todos los ensayos de actividades enzim&ticas se hacen
sobre muestras recientemente obtenidas, o conservadas unas

horas a la temperatura del nitrSgeno lfgquido.

Se observan las precauciones relativas a este tipo de
determinaciones: reactivos recientemente preparados, o en
su caso congelados a -20°, determinacién de la actividad
de la mezcla de reaccifn en ausencia de enzima (ensayos en
blanco), pH ajustado, y temperatura controlada mediante
termostatizacién en aquellos ensayos que transcurren con

varilacién de absorbancia.

Se utiliza un espectrofotSmetro Beckman DBGT de doble
haz, con compartimento de cubetas termostatizado y provis-

to de registrador.

2.17.1 Malato deshidrogenasa

L-Malato : NADH oxidorreductasa (EC 1.1.1.37). Esta téc
nica, descrita por Ochoa (263) para determinar la activi-
dad malato deshidrogenasa estd basada en el descenso de ab
sorbancia producido por la oxidacién de una disolucifn de
NADH en presencia del enzima y oxalacetato en exceso segfin
la ecuacién:

Oxalacetato + NADH + Ht — o Malato + NaD'



La mezcla de reaccién en la cubeta est§ formada por:
0,3 ml tampbn 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° afiadiendo seguidamente a
la cubeta una cantidad de enzima equivalente a unos 100 =
de proteina. Se sigue la marcha de la reaccién mediante el
registro del descenso de absorbancia a 340 nm. El coefi-

ciente de extincién del NADH es 6,22-106M~lem~1 (82).

2.17.2 NADH : citocromo ¢ reductasa sensible e insensible a

la rotenona

La NADH : citocromo ¢ reductasa insensible a la roteno-
na estd localizada en la membrana externa de la mitocondria,
mientras que la sensible se encuentra en la membrana inter-

na.

Para su determinacibén seguimos la técnica descrita por
Hatefi y Rieske (264) en la que la reduccisn del ferricito-
cromo ¢ por el NADH se sigue espectrofotométricamente a
550 nm. También puede medirse por registro del descenso de
absorbancia a 340 nm producido por la oxidacién del NADH

por el ferricitocromo c.

La mezcla de reaccibn contiene:
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0,2 m! tampbn fosfato 0,1 M pH 7,5
0,02 ml azida sb6dica 0,1 M

0,01 ml EDTA 0,01 M

0,02 ml NADH 0,01 M

Se campleta hasta 0,92 ml con agua bidestilada.

Se incuba a 37° durante dos minutos. La reaccibn se
inicia al afiadir a la cubeta 0,1 ml de citocromo ¢ oxidado
al 1% (p/v) y 5-10 ul de muestra conteniendo unos 40-60 ug

de protefina.

Se registra el aumento de absorbancia a 550 nm. La ac-

tividad especifica viene dada por la expresibn:

AA550
Aesp.= —————- min—l.mg Protsl
18,5 .
En las condiciones descritas se mide la actividad to-

tal tanto del enzima sensible como del insensible a la ro-

tenona.

Para determinar la actividad del enzima sensible a la
rotenona se realiza a continuacién otro ensayo con una mez
cla de reaccig§n igual a la anterior conteniendo rotenona
0,15 mM que anula la actividad del enzima sensible. La a-
plicaci6n de la ecuacifn anterior a estas condiciones nos
da la actividad especifica 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 determinacifn de la actividad citocromo ¢ oxi-
dasa seguimos el mé&todo de Sottocasa y coi. (265) . Se basa
en el descenso de absorbancia a 550 nm gue experimenta una
disolucibn de citocromo ¢ al pasar del estado reducido al

oxidado.

Preparacién del citocromo c reducido: se afiadén unos
pocos cristales de borochidruro s6dico a una disolucifn 3mM
de citocromo ¢ batiendo con una varilla o esp&tula hasta
gue no haya desprendimiento de burbujas. La disolucién re-
sultante es muy alcalina por lo que hay que neutralizarla
afladiendo HC1 0,1 N gota a gota hasta pK=7. La concentra-
cibén de citocromo ¢ se ajusta finalmente a 0,08 mM afadien

do la cantidad adecuada de tamp6n fosfato 75 mM pH 7,5.

En la cubeta del espectrofotSmetro termostatizada a
30° se afaden:

0,2 ml citocromo ¢ reducido 0,08 M

0,7 ml tampbn fosfato 75 mM, pR 7,4

0,1 ml de la muestra conteniendo una cantidad de enzi-

ma equivalente a 2-5 ug de protefna.

Se registra el descenso lineal de absorbancia durante
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los dos primeros minutos. La actividad especifica en estas

condiciones es:

AA 50
Aesp., = ———Ei—— - min-1. mg prot.”1
18,5

2.17.4 Succinato: coenzima Q oxidorreductasa

Para su determinaci6én utilizamos el m&todo de Ziegler
y Rieske (266) basado en la reaccién:
Succinato + Coenzima Q + Fumarato + (Coenzimé Q) Hy
donde la tasa de reduccién dei coenzima Q por el succinato
se determina indirectamente siguiendo el cambio de color de
un colorante reducible como el 2,6-diclorofenolindofenol
(DIF) el cual es reducido r8pidamente por el (coenzima Q)H).
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 reaccibn:
0,1 ml tampbn fosfato pot&sigo 1 M, pH 7.

15 ul DIF al 0,1% en tampSn fosfato, pH 7.

20 pl succinato pot&sico 1 M, pH 7.

10 pl EDTA 1 mM.

10 ul Triton X-100 18%.

20 upl 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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minutos al cabo de los cuales se atiade una cantidad de en-~

zima equivalente a 15-30 ug de proteina.

Se registra el descenso dée absorbancia a 600 nm en un
espectrofot6metro termostatizado a 38° hasta que el 80%

del colorante se haya reducido.

La actividad especifica del enzima (umoles de succina-
to oxidado/minuto/mg proteina) vendri expresada por la si

guiente f6rmula:

8Ago0
Aesp. = ———— . min-1 . mg Protsl
20,5

2.17.5 Succinato : citocromo ¢ reductasa

Para la determinacibn de la actividad succinato cito-
cromo ¢ reductasa seguimos el método de Tisdale (267). Se
fundamenta en el aumento de absorbancia que pfesenta el ci
tocromo ¢ a 550 nm al reducirse, en presencia de succinato,
por la accibn de este complejo enzimitico. A fin de evitar
la reoxidaci6én del citocromo ¢ por la citocromo ¢ oxidasa
es necesario bloquear el filtimo paso de la cadena respira-

toria con un inhibidor especffico como es la azida s8dica.

La mezcla de reaccién en la cubeta contiene:
0,10 ml tamp6n fosfato 0,1 M, pH 7,4
0,01 ml azida s6dica 0,1 M

0,02 ml EDTA 0,01 M
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0,05 ml albimina sérica bovina al 10%
0,10 ml succinato pot&sico 0,1 M, pH 7

Agua bidestilada hasta un volumen de 0,90 ﬁl.

Se agregan 10 pl de la muestra a medir dilufida conve-
nientemente a una concentracién de 100-200 ug de protefna/
ml. Se incuba esta mezcla de reaccibn a 37° durante 2 minu-

tos.

La reaccibn se inicia al afiadir a la cubeta 0,1 ml de
citocromo ¢ oxidado al 1% registrando la variacifn de ab-

sorbancia a 550 nm.

El coeficiente de extincibn para el citocromo ¢ a 550
nm es 18,5 - 106 M~1 cm™l, La actividad especifica (en umo
les de ciéocromo ¢ reducidos/minuto/mg de proteina) se

calcula mediante la expresibn:

AAs5s59
Aesp. = ———- « min~1 . mg Protsl

18,5

2.17.6 Determinacifn de la actividad ATPasa

Se han desé}ito varios mé&todos para la estimacién de
la actividad ATPasa (ATP fosfohidrolasa); la mayoria de
ellos basados en la medida de la cantidad de fosfato inorg$
nico liberado por el enzima en la hidr6lisis del ATP (268,
269). La actividad ATPasa se puede sequir también espectro

fotométricamente (86) si se incluyen en el medio de reac-
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cibn fosfoenolpiruvato, piruvato kinasa, lactato deshidro-

genasa, y NADH (270).

Reactivos:

(1) Tamp6n: KC1l 105 mM, EDTA 6 mM, MgClz 15 mM, trieta
noiamina - HC1 100 mM, a pH 8.

(2) Disolucién de ATP/Mgt*: ATP 200 mM, MgCly; 200 mM a
pH 7.

(3) Fosfoenolpiruvato (PEP) 100 mM a pH 7.

(4) NADH 20 mM a pH 7.

(5) Piruvato kinasa (PK). ATP: piruvato 2-0—fosfotrang
ferasa (EC 2.7.1.40). Suspensién con una
actividad de 200 U/mg.

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

(7) Cianuro pot&sico 2 M.

La mezcla de feaccién para cinco ensayos contiene:
3,33 ml tamp6n (1)
0,10 ml ATP/Mg*t*t 200 mM (2)
0,15 ml PEP 100 mM (3)
0,10 ml NADKE 20 mM (4)
0,010 ml PK suspensién (5)
0,015 ml LDH suspensién (6)
0,010 ml KCN 2 M (7)
Agua bidestilada hasta volumen final de 10 ml.
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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 afia
de la muestra a ensayar (5-10 Pl de suspensiSn de membra-
nas o sobrenadante). La oxidaci&én del NADH se sigue espec-
trofotométricamente a 340 nm midiendo el descenso de absor
bancia en funcibn del tiempo en un espectrofotSmetro 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 especifica de la ATPasa (Fmoles de ATP

hidrolizado/min/mg Prot.) vendr& dada por:

B340
Aesp. = ——— . min~l. mg Prot."!

6,22



3. RESULTADOS
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3.1 SOLUBILIZACION DE_MEMBRANA_EXTERNA

Alfcuotas de 1 ml de suspensiones de membrana externa
de 1 y 5 mg protefna/ml se tratan concantidades apropiadas
de Triton X-100 a fin de obtener concentraciones finales
del mismo entre 0,1 y 1 § (p/v). Se incuban en estas condi
ciones durante 30 minutos,centrifugdndolas a continuacibn
1 hora a 150.000xg,para proceder seguidamente a la determi
nacién de protefnas y f8sforo lipidico en los sobrenadan-
tes,con objeto de establecer patroﬁes de solubilizacién en
estas condiciones, comparables con los de la membrana in-

terna.

3.1.1 SOLUBILIZACION DE PROTEINAS Y FOSFORO LIPIDICO. IN-

FLUENCIA DE LA CONCEUTRACION DE DETERGENTE Y DE MEM-

BRANAS EN SUSPENSION

Los porcentajes de solubilizacién de protefnas y fOsfc
ro lipfdico de la membrana externa en funcifn de la concen
tracién de Triton X-100 se muestran en 1a~Tab1a I1I (para
una suspensifn de membranas de 1 mg protefina/ml) y en la

Tabla IV (suspensifn de membranas con 5 mg protefna/ml).

La solubilizacién de proteina depende de la concen-
tracién de detergente, y es poco afectada por la concentra
cién de membrana en suspensifén,si las concentraciones de

Triton X-100 son bajas (menores de 0,1%). Sin embargo con
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concentraciones mis altas de detergente se observan peque-
fias diferencias en las pautas de solubilizacién prot&ica
que dependen de la concentracifn de membranas en suspen-
si6n. Asi con suspensiones de 1 mg protefna/ml se tiende a
alcanzar un miximo de prbteina liberada (50-60%)ya a par-
tir de 0,25% de Triton X-100 (figura 3), mientras que la
misma concentracién de detergente solubiliza una menor pro
porci6n de protefna (35-40%),si la concentracifn de membra

nas en suspensibén es de 5 mg protefna/ml (figura 4).

La solubilizacién de f6sforo lipfdico se ve mis afec
tada por la concentracifn de membranas en suspensifn: a 1lmg
de protefna/ml (figura 3) la curva de solubilizacibén, para
bblica, es similar y paralela a la de protefna, mientras
que a 5 mg protefna/ml (figura 4) la liberacién de f&6sforo

es casi lineal.

En las dos concentraciones de membrana se observa
que las curvas de f6sforo solubilizado se mantienen por de

bajo de las de protefna.
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TABLA III

Solubilizaci6n de proteinas y f6sforo lipfdico de la mem-
brana externa mitocondrial en funcién de la concentracibn

de Triton X-100. (Suspensiones de membranas de 1 mg ﬁnﬂy&dL

Concentracibn % Solubilizacibn

Triton X-100

t (p/v) Proteina F6sforo lipfdico
- 8,5 + 1,50 2,3 + 1,91
0,10 43,6 + 4,66 23,6 + 2,10
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
1,00 60,5 + 8,30 44,8 + 6,12

(Valores x + ESM correspondientes a 5 experimentos)
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TABLA 1V

Solubilizacién de proteinas y f6sforo lipfdico de la mem-
brana externa mitocondrial en funcién de la concentracién

de Triton X-100. (Suspensiones de membranas de 5mg prot/ml).

Concentracién % Solubilizacibn

Triton X-100

s (p/v) Proteina F6sforo lipidico
- 6,7 + 0,79 3,2 % 2,10
0,10 34,1 + 2,82 7,2 + 1,01
0,25 36,9 + 2,01 15,9 + 1,70
0,50 45,3 + 0,48 31,2 + 2,63
0,75 54,6 + 3,10 37,4 + 1,87
1,00 57,5 + 2,01 44,1 + 2,44

(valores x + ESM correspondientes a 5 experimentos)
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3.1.2 ESTUDIOS ULTRAESTRUCTURALES

Las secciones de los sedimentos conteniendo el mate-
rial no solubilizado, vrocedentes del tratamiento de las mem-
branas externas con Triton X-100 a varias concentraciones,
se preparan para su observacibn al microscopio electrénico

seglin té&cnicas descritas en 2.11.

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 &ste producen fundamentalmente imigenes muy simila-
res (figs. 7,8,9). Los sacos membranosos est&n desintegra-
dos, y aparecen estructuras laminares junto con &reas trans-
parentes a los electrones y granulaciones densas. Estas gra-
nulaciones son de dos tipos: unas pequefias, no muy densas,

con cierta tendencia a la agregacifn, y otras, de alta den-

sidad a los electrones, aisladas y rodeadas de material de

baja densidad electrénica.

Estos gr&nulos, especialmente los mis grandes, tien-
den a disminuir en nGimero a altas concentraciones de deter

gente.
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Figura 5. MEMBRANAS EXTERNAS CONTROL.

El aspecto de "fantasmas"de estos sacos mi-
tocondriales externos es diffcil de interpretar
ya que se trata de un corte ultrafino. Los som-
breados grises v la falta de definici6n de las
membranas no pueden ser totalmente explicados
por un efecto de corte oblicuo. Podrfan 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 preparacién de la muestra. Las
grandes figuras claras se interpretarian en
principio como el resultado de la fusién, com-
pleta o no, de varios sacos mitocondriales.

Aumentos placa: 16.000
Aumentos copia: 2,25

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




~ 401~

Figura 5



— 410~

Figura 6



Figura 7.

-

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

Se observa la desintegracifn de los sacos mi
tocondriales externos y la aparicién de cuerpos
laminares y gr&nulos densos separados por zonas
"vacifas" correspondientes a un material de muy
baja o nula densidad electrénica. Respecto de
los grédnulos,éstos son de dos tipos: unos m&s pe
quefios, de un material de densidad media y con
cierta tendencia a la agregacién, mientras que
los otros, m&s grandes y rodeados de un material
sin densidad electr6nica, permanecen aislados.

Aumentos placa: 55.000
Aumentos copia: 2,25

BBLIOTECA



J

M-

Figura 7



Figura 8.

SIE

SEDIMENTO DE MEMBRANAS EXTERNAS TRAS SU TRATAMIEN-
TO CON TRITON X-100 AL 0,25%.

Presenta en general un aspecto similar al de

la figura 7. Se observan no obstante algunas di-

ferencias: i

a.- Estructuras laminares-vesiculares mis alarga
das.

b.- Gran incremento en el nfimero de gré&nulos den
sos de pequefio tamafio en los que se advierte
una tendencia mayor a su disposicifn en cade
nas. :

c.- Aumento en el nfimero y tamafio de los grénu-
los grandes. Se hace mis evidente su posi-
cién central en un Srea de densidad electr6-
nica précticamente nula.

d.- Se aprecia la existencia de una cierta afini
dad de los gr&nulos pequefios por las estruc-
turas laminares vesiculosas.

Aumentos placa: 55:000
Aumentos copia: 2,25
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Figura 9.
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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 v 8. Se observa sin embargo la
desaparicién de los grdnulos grandes rodeados de
material sin densidad electr6nica y la disminu-
ci6én del nfimero de gr&nulos pequefios 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 vesicu
las o .l4minas en beneficio de la agregacifn apa-
rentemente desordenada de estos grinulos.

i
Aumentos placa: 55.000
Aumentos copia: 2,25
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3.1.3 ESTUDIO DE LOS POLIPEPTIDOS SOLUBILIZAbOS

Alficuotas de la suspensi6n de membrana externa y de
los sobrenadantes que contienen la fraccifn de membranas
solubilizada por el Triton X-100 se preparan segfin se indi
ca en 2.10 para electroforesis en gel de poliacrilaﬂ;da en
presencia de SDS (SDS-PAGE). Los geles tefiidos con azul de

Coomassie se muestran en la figura 10.

Del examen de los densitogramas de estos geles (fig.1ll)
se deduce éue el Triton X-100 al 0,25% y 1% solubiliza
précticamente los mismos polipéptidos y en las mismas pro-
porciones. La adici6n de detergente en concentraciones su-
periores,hasta 2%, no produce modificaciones en los poli-

péptidos solubilizados de la membrana externa.

El densitograma A, gque contiene el espectro polipeptf-
dico de la membrana externa intacta difiere de los otros
dos (B, C) principalmente en que gstog Gltimos 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 membranas externas y de los sobrenadantes proce-
dentes de su tratamiento con Triton X-100.

1.~ Control
2.- Fraccibn solubilizada por 0,10% de Triton X-~100.

3.- " " " 0,25% " " "
4.- " " " 0,508 " " "
5.- " " " 0,758 " " "
6.~ " " " 1,008 " " "

7.- Membranas externas totales.
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Figura 11 Densitogramas de los patrones electroforéticos obte-
nidos por SDS-PAGE.
A.- Membranas externas totales.
B.~- Fracci6én solubilizada por 0,25% de Triton X-100.
C.~ Fraccifn solubilizada por 1% de Triton X=100.
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3.1.4. ESTUDIO DE LOS FOSFOLIPIDOS SOLUBILIZADOS Y DE SUS

ACIDOS GRASQOS ASOCIADOS

Se analizan cuantitativamente las diferentes clases de
fosfolipidos en las suspensiones de membrana externa y en
los sobrenadantes pfocedentes del tratamiento de las mismas
con Triton X-100, lo que pefmite hacer una estimacién del
grado de solubilizacifén de cada fosfolipido. Para ello se
extraen los lipidos de los sobrenadantes y las suspensiones
de membranas, procediendo luego a su separacién cromatogri-
fica y posterior cuantificacibén segin técnicas descritas en
2.6 y 2.8. Los resultados de la Tabla V muestran el porcen-
taje de solubilizacibn de cada fosfolipido en el sobrenadan
te referido al contenido del mismo en la membrana externa
intacta. Se observé que a la concentracifbn 0,50% de detergen-
te los fosfolipidos del sobrenadante mantienen las mismas
proporciones relativas que en la membrana intacta,por lo

gue no hay solubilizacién preferente de ninguno de ellos.

Los &cidos grasos asociados a los fosfolfpidos se anali
zan por cromatograffa gas-lfquido segfin se describe en 2.9.
La Tabla VI muestra que tampoco hay diferencias entre el
contenido de &cidés grasos de la suspensibn 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 accibn del
Triton X-100 0,50% (p/v}) sobre la membrana externa mitocon-
drial.

Membranas Sobrenadantes
Acidos grasos intactas (Triton 0,5%)
Palmitico (C 16:0) 21,4% 24,1%
Estedrico (C 18:0) 32,5% 29,2%
Olé&ico (C 18:1) 29,4% 36,5¢
Linolé&ico (C 18:2) 2,5% 2,3%

Linol&nico (C 18:3) 14,2% 10,1%
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3.2. SOLUBILIZACION DE_MEMBRANA INTERNA

e e e e e e e

Alfcuotas de 1 ml de suspensiones de membrana inter-
na de 1 y 5 mg protefna/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 8 (p/v). Se
incuban a 20° durante 30 minutos (salvo cuando se indica
lo contrario) centrifugéndolas a continuacién a 150.000xg
durante 1 hora. En el sobrenadante se realizan las determi
naciones analiticas oportunas,con objeto de conocer la pro
porcifén de los distintos componentes de la membrana inter-
na solubilizados en funcibn de la concentracifn 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 concentracifn de detergente y de

membranas en suspensifn

El porcentaje de solubilizacifn de proteinas y f6sfo
ro lipfdico de la M.I.M. en funcifn de la" concentracién de
Triton X-100 se muestra en la Tabla VII (para una suspen-
si6n de membranas de 1 mg protefna/ml) y en la Tabla VIII

(suspensifén de membranas de 5 mg proteina/ml).

A bajas concentraciones de detergente (menores de

0,25%) su efecto solubilizante sobre las protefnas de la
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TABLA VII

Solubilizacibn de proteinas y f6sforo lipfdico de la mem-
brana interna mitocondrial en funciftn de la concentracibfn
de Triton X-100. (Suspensiones de membranas de 1 mg prote
ina/ml). .,
Concentracifn % Solubilizacifn

Triton X-100

% (p/v) Proteina F6sforo lipidico
- 1,9 + 0,51 4,1 % 1,60
0,10 33,7 + 1,33 77,6 + 3,51
0,25 41,9 + 1,79 89,6 + 2,68
0,50 43,1 + 1,11 85,2 + 2,73
1,00 46,5 + 1,31 88,9 + 3,41
2,00 46,4 + 1,10 95,1 + 5,38

(Valores x + ESM correspondientes a 6 experimentos)
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Figura 12 Solubilizacién de protefnas y fésforo lipfdico de la
M.I.M. en funcién de la concentracifén de Triton X-100.

Suspensiones de membranas de 1 mg proteina/ml.



TABLA VIII

Solubilizacibén de proteinas y f6sforo lipfdico de la mem-~

brana interna mitocondrial en funci6n de la concentracién
de Triton X-100. (Suspensiones de membranas de 5 mg prote

ina/ml).

Concentracibn . % Solubilizaci6n

Triton X-100

% (p/v) Proteina F6sforo lipidico

- 13,1 + 0,46 (46) 4,4 + v,92 (13)
0,10 31,7 + 0,86 (42) 25,5 + 5,50 (13)
0,25 37,2 + 0,95 (45) 49,6 + 4,61 (10)-
0,50 42,6 + 1,18 (47) 58,7 + 5,71 (15)
1,00 47,1 + 1,13 (37) 60,8 + 3,40 (10)
2,00 48,1 + 1,37 (38) 66,3 + 2,69 (10)

Valores x + ESM correspondiente al nfmero de experimentos

sefialado entre paréntesis.
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Figura 13 sSolubilizacibén de protefnas y f6sforo lipfdico de la
M.I.M. en funcién de la concentracifn de Triton X-100.
v Suspensiones de membranas de 5 mg protefna/ml.
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M.I.M. depende de la concentracifén del mismo obteniéndose
curvas de solubilizacién prot&ica muy similares para sus-—
pensiones de membranas con 1 y 5 mg protefna/ml. Para con-
centraciones altas de detergente'(mayoreé de 0,5%) se al-
canza un punto de m&xima solubilizacién (45-50%) en el que,
prdcticamente, un auﬁento en la concentracién del surfac-
tante no produce un incremento apreciable del material so-

lubilizado (figs. 12 y 13).

La liberacién de f6sforo lipidico sigue una pauta simi
lar dependiente de la concentracién de Triton X-100 pero
se observa una notable diferencia entre las suspensiones
de baja concentracifn de membranas ( 1 mg protefna/ml} en
las que se alcanza un m&ximo de casi 100% de f6sforo solu-
bilizado con 0,25% de Triton X-100, y las membranas a con-
centracifn 5 mg proteiha/ml en las que un 0,50% del deter-

gente libera un m&ximo de 60% de f6sforo (figs. 12 y 13).

En todo caso las curvas de solubilizacifén de f6sforo
se mantienen por encima de las de proteina; excepto con
membranas de 5 mg protefna/ml y bajas concentraciones de
detergente donde se produce un cruce de las curvas de f6s-

foro y protefna (fig. 13).

3.2.1.2 Influencia de la temperatura

Para conocer el efecto solubilizante de la temperatu-
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TABLA IX

Influencia de la temperatura en la scolubilizaci6n de pro

tefnas de la membrana interna mitocondrial.

% Solubilizacién

4° 20° 37¢°

Control (H,0) 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 nfimero de experimentos

indicado entre paréntesis.
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TABLA X

Influencia de la temperatura en la solubilizaci6n de f6sfo

ro lipidico de la membrana interna mitocondrial.

% Solubilizacibn

4° 20° 37°

Control (H,0) 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 nlmerc de experimentos

indicado entre paréntesis.



- 132-

. s Ko —t

0 §Toad¢d
0B

000000
4444444444

H Y A O O R




- 133 -

ra, suspensiones de membrana interna de una concentracién
de 5 mg protefna/ml se tratan con detergente a concentra-
cién 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 protefna
solublilizada a distintas temperaturas por el Triton X-100
comparados con los controles sin detergente. El agua por
si sola tiene un débil efecto solubilizante. El Triton X-100
a 4° y 20° solubiliza por igual las protefnas 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 f6sforo lipidi-
co solubilizado por el detergente en funcién de la tempera
tura. No aparecen diferencias debidas a esta variable en-
tre los controles. Tampoco el efecto del Triton X-100 pare

ce ser afectado por la temperatura (fig. 15).

3.2.1.3 Influencia de la fuerza i6nica

El tratamiento de las suspensiones de membrana interna
(de 5 mg protefna/ml) con NaCl y CaCl)y ambos a concentra-
ciones 50 mM y 100 mM apenas afecta a la solubilizacifn de
protefnas y f6sforo lipfdico ni al efecto del detergente
sobre las membranas. No obstante se& aprecian pequefias dife-
rencias, mis acusadas en presencia del detergente (Tablas

XI y XII).
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En ausencia de detergente el aumento de fuerza i6nica
debido al NaCl no tiene efecto sobre la liberacifn de pro-
tefna mientras gue con CaClz‘se produce un ligero incremen
to. El EDTA a concentracién 1 mM no produce ning@in efecto

solubilizante.

Algo similar se observa en presencia de0,5% de Triton X-100
cuyo efecto solubilizante no se modifica por concentracio-
nes salinas de NaCl 50 y 100 mM, aungque se producen peque-
flos aumentos con CaClz. El EDTA sin embargo produce el efec
to contrario anulando el incremento de solubilizacifn debi-

do al CaCl; (fig. 16).

El aumento de fuerza i6nica en el medio, en ausencia de de
tergente, no modifica la pequefia proporci6n de £6sforo 1lipi
dico solubilizado en estas condiciones. Sin embargo en pre-

sencia de EDTA 1 mM esta proporcifn es bastante méds alta.

El efecto solubilizante de f6sforo por el Triton X-100
al 0,5% se acentia ligeramente en presencia de NaCl 50 y
100 mM, mientras el CaCl, lo afecta en menor medida. El
EDTA por el contrario potencia la liberac;én de f8sforo 1li-

pidico por el detergente (fig. 17).
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TABLA XI

Influencia de la fuerza i6nica en la solubilizacibn de

proteinas de la membrana interna mitocondrial.

Concentraciones % Solubilizaci6n

finales en las

suspensiones de - .

membranas Controles + 0,5% Triton X-100

- 13,1 + 0,46 (46) 42,6 + 1,18 (46)

NaCl 50 mM 13,1 + 1,14 (11) 42,3 + 2,88 (9)
NaCl 100 mM 13,9 + 1,35 (11) 43,8 + 2,46 (8)
CaCl, 50 mM 14,5 + 0,98 (10) 50,2 + 3,44 (7)
CaCl, 100 mM 15,2 + 0,63 (9)b 50,7 + 4,57 (6)¢
EDTA 1 mM 12,5 + 0,56 (11) 46,1 + 2,66 (10)

Valores x + ESM correspondientes al nfimero de experimentos

gefialado entre paréntesis.

Test de Student. b: P € 0,01 ;.c: P g 0,05,
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TABLA XII

fuerza iénica en la solubilizacibn de

f6sforo lipidico de la membrana interna mitocondrial.

Concentraciones
finales en las
suspensiones de

% Solubilizacién

membranas Cornitroles + 0,5% Triton 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 + 1,20 (8) 68,0 + 2,51 (4)
caCly 50 mM 4,2 + 0,81 (9) 67,9 + 3,39 (5)
CaClz 100 mM 5,3 + 1,35 (8) 61,7 + 1,59 (4)
EDTA 1 mM 12,5 + 1,94 ()b 74,9 + 5,07 (1)

Valores x + ESM correspondientes al ndmero de experimentos

indicado entre paréntesis.

Test de Student. b:

P £ 0,05 .
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3.2.1.4 Estudio comparativo de otros detergentes: dodecil-

sulfato y desoxicolato s6dico

Con fines comparativos se ensaya el efecto solubilizan-
te sobre la M.I.M. de un detergente anibnico, el SDS (dode-
cilsulfato s8dico) y el de una sal de¢ &cido biliax, el

desoxicolato s6dico.

La Tabla XIII contiene los resultados de solubilizacibn
de protefna y f6sforo lipfdico de la M.I.M. por el SDS. A
bajas concentraciones .del detergente (0,1%) se alcanza ya
un méximo de protefnas y f6sforo (50%) liberados en propor-
ciones similares por SDS, que se muestra como uno de los de
tergentes m&s efectivos en cuanto a solubilizacibn se refie

re (fig. 18).

El efecto del desoxicolato a distintas concentraciones
sobre la M.I.M. se muestra en la Tabla XIV. Este detergente
es menos efectivo que el SDS como. se despreﬁde del examen
de la figura 19: a concentraciones por deb%jo de 0,25% se
solubiliza m&s protefna que f6sforo, mientras que por enci-
ma de 0,25% la solubilizaci6én de f6sforo es mayor que la de
protefna, la cual a esta concentracifn de detergente alcan-

za su mixima liberacibn (30%).

Por su parte para conseguir el miximo en la solubiliza-
cibn de f6sforo (50%) se necesitan concentraciones relativa

mente altas de desoxicolato (entre 0,75 y 1%).



TABLA XIII

Solubilizacifbn de protefinas y f6sforo lipfdico de la mem-

brana interna mitocondrial con dodecilsulfato s6dico.

Concentracifn % Solubilizaci6n

'sps

% (p/v) Proteina F6sforo lipidico
- 13,1 + 0,46 4,4 + 0,92

0,10 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 + 1,11

1,00 52,6 + 0,31 49,3 + 3,27

Valores x + ESM correspondientes a 5 experimentos.
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Figura 18 Solubilizaci6bn de protefnas y fé6sforo lipidico de
la M.I.M. en funcién de la concentracién de dode-

cilsulfato s6dico (SDS).
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TABLA XIV

$olubilizacién devproteInas y f6sforo lipidico de la mem-

brana interna mitocondrial con desoxicolato sédico.

Concentracifn 4 % Solubilizaci6n

deséxicolatq _
$ (p/v) Protefina F6sforo lipidico

- 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 + 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 experimentos.
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3.2.2 ESTUDIOS ULTRAESTRUCTURALES

Las secciones de los sedimentos correspondientes al
material no solubilizado procedente del tratamiento de
la M.I.M. con Triton X-100 se examinan en el microscopio

electrbnico segfin se describe en 2.11.

Las membranas internas (fig. 20) ofrecen distintas
‘imigenes seglin la concentracifn de detergente que ha ac-
tuado sobre ellas. Asi, concentraciones de 0,05% (p/v)
del detergente que producen una baja solubilizaci6n de
membrana, originan una considerable desestructuracibn de
la misma (fig. 21). Estos sedimentos no son muy homogé-
neos respecto a la ubicacién de estructuras organizadas,
pudiendo observarse figuras mielinicas vesiculares en

cortes obtenidos de la zona profunda del sedimento (fig.22).

A 0,25% de Triton X-100 se conservan las figuras mie
linicas, pero formando estructuras abiertas con aspecto
de membranas trilaminares orientadas perpendicularmente
a la direccibn del campo gravitatorio, e inclufdas en un

material amorfo (fig. 23).

»

La proporcién de material granular y amorfo es mayor
en los sedimentos procedentes de membranas tratadas con

0,5% de detergente (fig. 24) donde se aprecian cuerpos
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esféricos o elipsoidales que contienen un material lami-
nar estructurado con cierta semejanza con los nucleoides

de algunos peroxisomas.

Finalmente, la fraccifén no solubilizada de membranas
tratadas con concentraciones mayores de 1% de Triton X-100
(fig. 25) estd constituida exclusivamente por un material

amorfo y agregados granulares.



T

Figura 20. MEMBRANAS INTERNAS CONTROL

La iﬁagen corresponde a una zona del sedimen
to que contiene sacos internos mitocondriales.
La ausencia de membrana externa queda dg_mani-
fiesto en la singularidad de las lineas envolven
tes. Se obsefvan las "crestas" en varias orienta
ciones de corte y algGn resto de matriz. Las fi-
guras de contorno evanescente no claramente deli
neado pueden ser interpretadas como efectos de
corte oblfcuo sobre sacos aplastados durante la
centrifugacién.

Aumentos placa: 20.000
Aumentos copia: 2,25
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Figura 21.

~ b -

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 concentracifn de
detergente no son homogéneos en cuanto a la dis-
tribucibn de estas figuras, por lo que existen
zonas libres de ellas. La imagen corresponde a
una zona central del sedimento.

Aumentos placa: 10.000
Aumentos copia: 2,25
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Figura 22.
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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-~
ci6én muy semejante a la mielina y que destacan
sobre el fondo desestructurado.

Aumentos placa: 33.000
Aumentos copia: 2,25
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Figura 23.

g5

SEDIMENTO DE MEMBRANAS INTERNAS TRATADAS CON
TRITON X-10C AL 0,25%.

Se observa una mayor tendencia hacia la apa-
ricibn de figuras abiertas sobre el fondo deses-
tructurado en el que se aprecia la aparicif6n de
un material granuloso. Este efecto se hace mis
patente en la figura siguiente sin cuya conside-
racién quiz& hubiese pasado desapercibido este
detalle.

Aumentos placa: 42.000
Aumentos copia: 2,25



A X et R e
o - .
s 7 e )
R R e
) R A T4
Cee - "”\'i - D
e TN e N

Figura 23



waA-

Figura 24. SEDIMENTO DE MEMBRANAS INTERNAS DESPUES DE su
TRATAMIENTO CON TRITON X-100 AL 0,50%.

Es evidente un mayor grado de desestructura~
ci6n. 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 mis las estructuras gra
nulosas aludidas en la figura 23. Aparecen ade-
mis otros cuerpos grandes de forma oval integra-
dos por un material estructurado y de diffcil in
terpretacifn aungue presentan cierta semejanza
con los nucleoides de ciertos tipos de peroxiso-

mas.

Aumentos placa: 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 aungue con algln grado de agrega-
ci6n. Esta imagen que es representativa de la to
talidad del sedimento ya podia observarse en al-
gunas dreas limitadas de los sedimentos tratados
con 0,5% de detergente.

Aumentos placa: 114.000
Aumentos copia: 2,25
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Figura 25



- 158 -

3.2.3 ESTUDIO DE LOS POLIPEPTIDOS SOLUBILIZADOS

Los sobrenadantes que contienen la fraccibn solubili-
zada por el detergente, asf como suspensiones de membrana
interna sin tratar, se preparan segfin t&cnica descrita en

2.10 para el estudio de sus polipéptidos 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 concentracibn del detergente va segui
do por la solubilizacién de nuevos polipéptidos. Asf se a-
precian diferencias entre los densitogramas correspondien-
tes a la concentracibn 0,25% (B) y 1% (C) de detergente, y
entre éste y el patrbn electrofor&tico 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 temperatura (fig. 28) y fuerza i6nica (fig. 29) sin ob-
servarse diferencias apreciables en los patrones electrofo
féticos obtenidos. Esto no significa que no haya una mayor
0 menor solubilizaci6n especifica de algunos polipé&ptidos
debida a las variaciones de temperatura o fuerza ibnica,
pero la composicién polipeptidica de la M.I.M., extraordi-
nariamente compleja, sobrepasa la capacidad de resolucibn

de esta técnica.
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Figura 26 Eleétroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS de membranas internas y de los sobrenadantes proce-

dentes de su tratamiento con Triton X-100.

1.- Control

2.~ Fraccién solubilizada por 0,10 $ de Triton X-100

3.- " " " 0,258
4.- = " " 0,50 %
5.~ " " " 1,00 %
6. " " " 2,00%

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.- Fraccifn solubilizada por 0,25% de Triton X-100.
C.~ Fracci6n solubilizada por 1% de Triton X-100.
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Figura 28 Electroforesis en gel de poliacrilémida de la fraccién
protéica 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°



Figura 29

Electroforesis en gel de poliacrilamida de la fraccién
proté&ica solubilizada de membrana interna por efecto
de la fuerza ibnica.

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-

SOS ASOCIADOS

El anélisis cuantitativo de las diversas clases de fos-
folfpidos contenidos en suspensiones de membrana interna
intacta y en los sobrenadantes,tras el tratamiento de las
mismas con detergente,permite hacer una estimacién del gra-
do de solubilizacién de cada tipo de fosfolipido. Para ello
los lfpidos contenidos en los sobrenadantes y en suspensio-
nes de membranas, extrafdos segfin se indica en 2.6, se sepa
ran por cromatograffa y se cuantifican como se describe en

2.8.

La Tabla XV contiene los resultados, expresados en por-
centaje de solubilizaci6n de cada fosfolfpido en el sobrena
dante referido al contenido de los mismos en la membrana in
tacta. Se observa cierto grado de solubilizacién selectiva
mis acusada a 0,5% de Triton X~-100. A esta concentracién,el
f6sforo total solubilizado es el 55% mientras que la fosfa-
tidiletanolamina lo hace en una cu;ntia- 4de1 31%. En estas
mismas condiciones el valor superior al 100% obtenido en
los diferéntes.ensayos para la solubilizaéidn de la cardio-
lipina indica que este fosfolfpido se solubiliza completa-
mente a una concentracién de 0,5% de detergente, lo que pa-
rece indicar que algunas moléculas de cardiolipina estarfan
en principio "ocultas" o blogueadas en la matriz lipidica

de la membrana intacta y que la accién del detergente faci-
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litarfa la accesibilidad a &stas de los disolventes org&ni-

cos utilizados en los procedimientos de extraccién.

Los &cidos grasos asociados a los fosfolipidos solubili
zados se analizan por cromatografia gas-lfiquido segln té&cni
ca descrita en 2.9. Los resultados de la tabla XVI muestran
que no hay unas diferencias acusadas entre el contenido de
Scidos grasos de las membranas intactas y el dei sobrenadan
te procedente del tratamiento de las mismas con 0,5% de
Triton X-100. No obstante s{ se observa una cierta diferen-
cia en los &cidos linolé&ico (C 18:2) y linolénico(C 18:3)
cuyo contenido relativo es ligeramente mis bajo en el mate-
rial solubilizalo. Lo contrario se observa en el araquidéni

co (C 20:4).



TABLA XVI

Acidos grasos de los lipidos solubilizados por la acci6n del

Triton X-100 0,50% (p/v) sobre la membrana interna mitocon-

drial.
Membranas Sobrenadante
Acidos grasos intactas {(Triton 0,5 %)

Palmitico (C 16:0) 12,0% 10,0%
Este&rico (C 18:0) 21,0% 21,0%
Oléico (C 18:1) 43,0% 42,0%
Linolé&ico {C 18:2) 4,3% 0,70%
Linolénico (C 18:3) 11,2% 7,508

Araquidbénico (C 20:4) 8,5% 18,0%
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3.2.5 SOLUBILIZACION DE COLESTEROL

El anilisis de colesterol en ios sobrenadantes proce
dentes del tratamiento de las membranas internas con el
detergente,revela que no se prodﬁce solubilizacifn detec
table de colesterol, cuyo contenido por otra parte en la

membrana interna mitocondrial es muy escaso.

3.2.6 SOLUBILIZACION DE FLAVINAS

La determinacién de flavinas totales segfin el método
descrito en 2,14 se lleva a cabo sobre suspensiones de
membrana interna con una concentracién de 5 mg proteina/
ml y en los sobrenadantes procedentes de.la centrifuga-
cifn a 150000xg de alfcuotas de la suspensién de membra-
nas tratadas con distintas concentraciones del detergen-
te seglin se describe en 2.4.1. Tambi&n se hace esta de-
terminacifn en los sedimentos correspondientes con lo
que se'obtienen datos complementarios de la fraccién de

flavinas no solubilizada.

Los resultados expresados en porcentajeé de solubili
zacién de flavinas referidos al contenido total en mem-—

branas intactas se representan en la Tabla XVII,

La figura 30 muestra una curva de solubilizacibn si-

milar a la de proteinas, que se incluye con fines compara
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tivos, observdndose que a concentraciones de detergente
iguales o superiores al 0,5% (p/v) se alcanza el miximo
(25-30%) en la liberacibn de flavinas. En todo caso el
poder solubilizante del Ttiton X-100 sobre las flavinas
es pequefno teniendo en cuenta la relativamente baja pro-
porcibn de &stas solubilizadas a concentraciones altas (2%)

de detergente
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TABLA XVII

Efecto del Triton X-100 sobre la solubilizacibén de flavi-

nas de la membrana interna mitocondrial.

Concentracion

Triton X-100 % Solubilizacién
% (p/v)

- 5,8 + 1,46

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. experimentos).

-
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Figura 30 " Solubilizacién de flavinas de la M.I.M. por el
Triton X-100. La linea 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 determinacifén de citocromos a, b, c; y c se hace
por espectrofotometria diferencial, como se describe en
2.15, en la frécci6n 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 i6nica so
bre el efecto solubilizante del detergente sobre los ci-

tocromos.

La pequeifia concentracién de citocromos existente en
la fraccién solubilizada hace precisa la utilizaci6n del
sistema de expansién de escala del espectrofotémetro y
la ampliacién de su sefial por el registrador lo que in-
troduce en algGn caso cierta variabilidad en los resulta
dos, Se realizan también las éorrespondientes medidas en
los sedimentos para conocer el contenido en citocromos
de la fraccién no sélubilizada,cuyo materfal resuspendi-
do es causa de la alta dispersifn de luz en las cubetas,
lo que explica la relativa variabilidad observada en los
resultados que se expresan en porcentajes de solubiliza-
ci6én de cada citocromo referidos a su contenido en la

membrana intacta.
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3.2.7.1 Influencia de la concentraciftn de detergente

La solubilizaci6én de los distintos citocromos en fun-
¢cibn de la concentracifn de detergente se muestra en las

Tablas XVIII, XIX, XX y XXI.

El citocromo a se solubiliza siguiendo una relacién
casi lineal respecto a la concentracibén del surfactante

(fig. 31).

La solubilizacién del citocromo b por el contrario
presenta una curva parab6lica similar a la de proteina to
tal alcanz8ndose el miximo a concentraci6n 1% de Triton X-100
(fig. 32). Algo similar ocurre para el citocromo ¢; (fig.33)

mientras que la curva de solubilizaci6n del citocromo c

muestra que continfa la liberacifn de este componente
para concentraciones de detergente superiores al 1% y no

se alcanza tan claramente un miximo (Fig. 34).

3.2.7.2 Influencia de la fuerza idénica

La liberacién de los distintos citocromos de la M.I.M.
por concentraciones salinas de NaCl 50 y 100 mM y la ac-
ci6n de esta sal sobre la soclubilizacién de los mismos
por el Triton X~100 al 0,5% (p/v) se representa en la Ta
bla XXII. La solubilizacifn de citocromo a por Triton X-100

al 0,5% (p/v) no es afectada por la concentracidn salina
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de NaCl en ninguna de las condiciones estudiadas. Los co-
rrespondientes controles, en ausencia de detergente, tam-

poco muestran diferencias importantes (fig. 35).

El citocromo b tampoco es afectado por el NaCl a con-
centracién 50 mM,.pero esta concentracifin 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
ocurré asi - en presencia del detergente, apreci&ndose 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 ¢, pero solo la concentracién

100 mM influye en el efecto del Triton (fig. 37).

En el caso del citocromo ¢ se destaca claramente el
aumento de su solubilizacién por el NaCl 50 mM que se in-
crementa notablemente a 100 mM. Por su parte el poder so-
lubilizante del Triton X-100 al (5% sobre el citocromo c ex
perimenta un gran aumento con la concentracibn salina, do
bl&ndose 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 ¢ es particularmente sensible
a las variaciones de fuerza ibnica en el medio de incuba-

cién.
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El EDTA por si solo tiene un efecto pr&cticamente nu-
lo sobre la liberacién de citocromos, pero reduce el po-
der solubilizante del Triton de los mismos. Esto es mis
evidente en el caso de los citocromos b (fig. 36) y ¢y
(fig. 37) lo que puede indicar una intervencifn del Ca
en el proceso de solubilizacién de estos citocromos con

Triton X-100.

Un estudio directo del efecto del Ca++ sobre ia solu-
bilizacién de citocromos no puede llevarse a cabo a causa
de la formacibén de complejos insolubles con los &cidos bi-
liares que se utilizan en las técnicas de determinacién

de citocromos.

3.2.8 SOLUBILIZACION DE HIERRO TOTAL

El hierro se determina segfin 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 funcitn
de la concentracifén de Triton X-100. La curva de solubili.
zacibn, parabSlica, muestra que el detergente a concentra
ciones entre 1 y 2% libera como m&ximo un 30% del hierro

total de la M.I.M. (Tabla XXIII).
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TABLA XVIIT

Solubilizaci6én del citrocromo a de la membrana interna

mitocondrial por efecto del Triton X-100.

Concentracifn

Triton X-100 . % Solubilizado % No solubilizado
t (p/v)

- 4,0 + 2,8 89,0 + 7,3

0,10 5,2 + 4,5 86,0 + 4,7
0,25 13,3 + 7,5 87,8 + 6,1
0,50 17,7 + 4,6 79,8 + 7,9
1,00 36,0 + 11,9 74,3 + 11,1
2,00 60,3 + 7,7 41,3 + 6,0

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

Solubilizacifn del citocromo b de la membrana interna

mitocondrial por efecto del Triton X-100.

Concentracién
Triton X-100 -
% (p/v) % Solubilizado % No solubilizado

- 3,9+ 2,8 85,2 + 13,0
0,10 8,1+ 7,0 83,4 + 6,8
0,25 . 37,1 + 12,9 69,3 + 9,9
0,50 ‘55,2 + 17,9 62,2 + 10,3
1,00 " 62,7 + 8,6 56,4 + 11,6
2,00 70,2 + 4,1 29,2 + 0,3

(Vvalores x + ESM correspondientes a 5 experimentos)
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Figura 32 Solubilizaci6n de citocromo b de la M.I.M. por
Triton X-100. )
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TABLA XX
Solubilizacién del citocromo ct de la membrana interna

mitocondrial por efecto del Triton X-100.

Concentracifn

Triton X-100

% (p/v) % Solubilizado % No solubilizado
- 4,6 + 3,1 84,2 + 10,7
0,10 10,1 + 6,0 61,5 + 15,3
0,25 19,1 + 7,4 52,6 + 10,0
0,50 35,4 + 10,4 42,6 + 8,3
1,00 48,5 + 11,7 20,8 + 10,4
2,00 73,5 + 1,4 36,2 + 10,7

(valores x + ESM correspondientes a 5 experimentos)
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Figura 33 Solubilizacién de citocromo cj; de la M.I.M. por
Triton X-100.
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TABLA XXI

Solubilizacifn del citocromo c de la membrana interna mi

tocondrial por efecto del Triton X-100.

Concentracién

Triton X-100

% (p/v) % Solubilizado % No solubilizado
- 7,1 + 4,3 83,2 + 5,0
0,10 o 8,3 +5,0 81,9 + 9,0
0,25 9,2 + 5,4 62,0 + 12,8
0,50 . 19,8 + 4,3 56,5 + 4,8
1,00 29,0 + 4,5 48,1 + 5,3
2,00 51,2 + 5,5 30,6 + 4,2

'

(valores x + ESM correspondientes a 5 experimentos)
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Influencia de la fuerza ifnica en la solubilizacién
del citocrormo a.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%
S EDTA

6 EDTA + Triton 0,5%
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Figur!'36' Influencia de la fuerza i6nica en la solubilizacién
del citocromo b de la M.I.M.

C Control

CT Control Triton 0,5%
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NaCl 50 mM + Triton 0,5%
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Influencia de la fuerza i6nica en la solubilizacién

C

. del citocromo c de la M.I.M.
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TABLA XXIII

Efecto del Triton X-100 sobre la solubilizacién del hie-

rro de la membrana interna mitocondrial (media de 2 expe-

rimentos).
Triton X-100 $ Hierro
& (p/v) solubilizado
- 1,8
0,10 - 11,1
0,25 20,3
0,50 25,9

1,00 29,6
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Figura 39 solubilizacién de hierro de la M.I.M. en funcién de
la concentracifn de Triton X-100. -
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3.2.9 SOLUBILIZACION DE COENZIMA Q

El coenzima Q se extrae de los Eobrenadantes prcceden
tes de la centrifugacién de suspensiones de membranas tra
tadas con Triton X-100 a concentraciones finales entre
0,1 y 2% de detergente' y se determina espectrofotométricg.
mente segfin se deséribe en 2.16 (Tabla XXIV). La figura
40 muestra la pauta de solubilizacién del coenzima Q que
se libera en un 40% a una concentracibn de 0,1% (p/v) de
Triton X-100. Concentraciones de detergente entre 0,50 y
1% solubilizan entre el 80 y 90%, m&xima cantidad de coen
zima Q capaz de ser extrafdo de la M.I.M. por TritonX-100

a alta concentracién (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-
na interna. Para ello alfcuotas de suspensiones de M.I.M.
en tampbn Tris-sacaros& se ératan con Triton X-100 con ob
jeto de obtener concentraciones finales del detergente en
‘tre 0,1y 2% (p/v), manteniéndolas en estas condiciones a
temperatura ambiente durante 30 minutos,al cabo de los
cuales se ensayan las distintas actividades segln las téc
nicas descritas en el apartado 2.17 de materiales y méto-
dos. La tabla XXV muestra el efecto del Triton X-100 so-

bre las actividades enzim&ticas investigadas.
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TABLA XXIV

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

experimentos).

Triton X-100 Coenzima Q
s (p/v) " % solubilizacifn
- | 7,5
0,10 39,8
0,25 50,2
0,50 81,0
1,00 ‘ 91,0

2,00 90,5
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La variaci6én de la actividad especifica de la ATPasa
de la M.I.M. en funcifén de la concentraci6én de TritonX-100
se muestra en la figura 41: tras un aumento inicial, a ba
jas concentraciones de detergente menorés del 0,1%, se
produce un descenso gradual de actividad a medida gque au-
menta la concentracifn de detergente hasta 1%. Para con-
centraciones mayores del surfactante la actividad especi-
fica de la ATPasa tiende a restaurarse,llegando a alcan-
zar valores pr6ximos al inicial a una concentracibn de 2%

de Triton.

La citocromo ¢ oxidasa se comporta de forma similar a

la ATPasa con concentraciones de detergente menores de
0,25% que incrementan la actividad especifica de las mem-
branas, mientras gue concentraciones superiores tienden a
disminuir este valor o a aumentarlo en funcifn de la can-
tidad de Triton presente en la suspensifn de membranas

(fig. 42),

La succinato : coenzima Q oxidorreductasa de la M.I.M.

parece ser muy sensible a pequefias concentraciones de de-
tergente y su actividad espec!fiea;disminuyé un 80% ya
con 0,1% de Triton X-100. Sin embargo concentraciones mis
altas conducen a una restauracién de la actividad (fig.
43) que es completé a 2% de detergente como en el caso de

la ATPasa.
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Se investigan otras dos actividades caracteristicas

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 r&pidamente des-
truidas por pequefias cantidades de detergente y nada de
ellas se restaura por posterior aumento de la concentra-

cibn de Triton X-100.

3.2.11 SOLUBILIZACION DE DIVERSAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

DE LA MEMBRANA INTERNA MITOCONDRIAL

Todas las actividades enzimiticas ensayadas se deben
a proteinas integrales inclufdas en la matriz lipfdica de
la M.I.M.. La posibilidad de que alguna de ellas pueda so
lubilizarse'por accibn del detergente se investiga centrl
fugando a 150.000xg,1 hora,suspensiones de membranas tra-
tadas con distintas concentraciones de detergente. En los
sobrenadantes se ensayan las correspondientes actividades
enzim&ticas en funcifn de la concentracibn de detergente

(Tabla XXVI).

, En el caso de la ATPasa (fig. 41) la actividad enzimd
tica del sobrenadante aumenta casi linealmente con el au-
mento de concentracién de Triton X-100. Los valores son
del mismo orden de magnitud que los de la suspensibn de

membranas.
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La citocromo ¢ oxidasa de los sobrenadantes muestra

igualmente un incremento lineal de actividad a medida que
aumenta la concentracién del detergente (fig. 42) pero en
este caso las actividades de los sobrenadantes son solo

una pequeifia fraccién de las que muestran las suspensiones

de membranas.

La succinato : coenzima Q oxidorreductasa presenta el

caso contrario al anterior puesto que las actividades es-
pecificas de los sobrenadantes son mucho mis altas (m4&s
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~-

centracién del detergente.

Finalmente, como podfa esperarse por su naturaleza

compleja, la succinato : citocromo c reductasa (fig. 44)

Y la NADH : citocromo ¢ reductasa sensible a la rotenona

(fig. 45) apenas exhiben actividad en los sobrenadantes
recuperfndose en ellos tan solo fracciones despreciables

de la actividad inicial.
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Figura 41 Variacién de la actividad especifica de la ATPasa
en funcién de la concentracifn de Triton X-100.



Actividad especifica

-
]
°
9]
o
g
9.
-'.‘
=]
. 1000
23
% 800
o]
-y
3
600
[¢]
i 400
4]
o
g 200

- 494 -

OO0 Aesp. MEMBRANAS
&2 Aesp. SOBRENAD.

| 1 !

0,5 1,0 1,5 2,0
Concentracién detergente (% Triton X-100)

Figura 42 Variacibn de la actividad especifica de la cito-
cromo ¢ oxidasa en funcién de 1la concentraci6n de

Triton X-100



100
- ! o0 Aesp MEMBRANAS
', 90|- +———— Aesp. SOBRENAD.
i
o}
S
& 80|
o
=1
s - 10
v
=
a g n
o B 60
)
B
o 8 50
T ]
S 3 1
5 & e
-~
4 0
& § 30
[
-
8
8 20
n
n
0 10
~
o]
153 4
1 | 4 J
0,5 1,0 1,5 2,0
Concentracifn detergente (% Triton X-100)
Figura 43 Variacidn de la actividad especifica de la succi-

nato : coenzima Q oxidorreductasa en funcién de

la concentracién de Triton X-100.:



P T

~201-

500 7
-
-4
]
S 400
[o)
Y]
n. -
o
g€
.
3 5 -
o ' 300 - Aesp. MEMBRANAS
S 4———a Aesp SOBRENAD.
a o
n 9
o <
g 9
(] L]
o] Q
T M 200 |-
d [4]
8 g
[*] '
u -
(43
[o]
Y
ﬂ
Y 100 } .
H
§ -
E [
// + 1 . B
! ] N : ]

0,5 1,0 1,5 2,0

Concentracifén detergente (8 Triton X-100)

Figura 44 Variacifn de la actividad especifica de la succina-
to : citocromo ¢ reductasa en funcién de la concen-
tracién de Triton X-100.



Actividad especifica

ey )

- min~! - mg prot-1l

250 |
o 200 o—————o fesp MEMBRANAS
3 = Aesp. SOBRENAD.
3
B
" 150
3]
H 100
U .
9]
3
g 50

g

0,5 1,0 1,5 2,0

Concentraci6n detergente (% Triton X-100)

Figura 45 Variacién de la actividad especffica de la NADH : ci-
tocromo ¢ reductasa sensible a la rotenona en funcitn
de la concentracifén de Triton X-100.



4, DISCUSION



4.1 CARACTERIZACION DEL SISTEMA ESTUDIADO

La pureza de nuestras preparaciones de membrana interna
se constata pbr los ensayos de aigunos enzimas marcadores
propios de la M.I.M. (ATPasa, citocromoxidasa), y su grado..
de contaminacifn 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 sedimen-
tos procedentes de la purificacién de los mitoplastos, como
se describe en 2.3.2, referidos al total hallado en esta:

fraccifn mitocondrial:

Citocromo
Fraccién -Protefna oxidasa ATPasa MDH
Mitoplastos 100% 100% 100% 100%
Sedimentos 53% 94% 82% 10%
Sobrenadante 47% 6% 18% 90%

La actividad NADH : citocromo ¢ reductasa insensible a
+

la rotenona apenas se aprecia,por lo que la contaminacién

con membrana externa es pricticamente nula.

Las micrografias electrfnicas de las preparaciones de
M.I.M. (fig. 20) copfirman con su aspecto tipico y homogé-
neo la pureza de las mismas en concordancia con el criterio

bioquimico.
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La Tabla XXVII contiene algunos par&metros caracterf{s-
ticos de las preparaciones de membrana interna obtenidas.
Se incluyen como comparacién alqunos valores encontrados

en la bibliograffa al respecto.
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4.2 MECANISMO DE ACCION DEL TRITON X-100

La solubilizacién de bicapas lipfdicas por detergentes
(155-165) asf como la unifn de los mismos a protefnas en
sistemas sencillos detergente-protefna-agua (151,166-171)
han sido estudiados con detalle y caracterizados desde el

puntc de vista fisico-quimico.

Las membranas biolégicas y en especial las mitocondria-
les constituyen mezclas extremadamente complejas si se com-
paran con los sistemas simples lfpido-protefna. No obstante
los principios generales de la accifn 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 unién de surfactantes a las

mismas.

Es un hecho aceptado gue el detefgente se une a las mem-
branas ya a muy bajas concentraciones, sin que en principio
se produzca lisis ni solubilizacifn.de las mismas. En siste
mas modelo de bicapas lipidicas y proteiﬁﬁs esta unién pro-
duce modificaciones y cambios en las propiedades de las mem
branas, que implican entre otras fluidificacibn (158), dis-
minucién de la densidad (202,203) y alteraciones de la per-
meabilidad, asf como fusién de membranas (276). La unién de
cantidades crecientes de detergente llega a producir la li-

sis de la membrana cuando se alcanza cierto lfimite de satu-

racién (208-210), comenzando su desintegracifn gradual al
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aumentar la concentracifn del surfactante,de modo an&flogo a

como ocurre con bicapas lipfdicas puras.

Nuestros datos fisico-quimicos y ultraestructurales pue
den interpretarse en tétminos de una disociacién gradual de
las membranas mitocondriales al aumentar la concentracién
del detergente. Esta generalizacifn se hace fundamentalmen-
te en base a experimentos realizados con suspensiones de
membranas de una concentracién de 5 mg protefna/ml a la
cual el detergente libre en disolucién Se encuentra practi-

camente en su totalidad en forma de monémero (36).

En nuestro caso, a la concentracién m&é baja de deter-~
gente utilizada (0,05%) tiene lugar ya la lisis en una con-
gsiderable proporcién (figs. 20-22). Sin embargo "1lisis" no
significa solubilizacién simulténea, puesto que a concentra
ciones bajas de Triton X-100 (0,1%) la proporcibén de los
componentes de membrana solubilizados es relativamente baja
(fig. 13). A medida que aumenta la cantidad de detergente
afiadido, el proceso de lisis continda junto con solubiliza-

cifn progresiva de distintos componentes de membrana.

v

La lisis de las membranas internas conlleva importantes
modificaciones morfol8gicas en el aspecto del material de
M.I.M. no solubilizado (figs. 20-25),en funcién de la con-
centracién de detergente. Sin embargo las micrograffas elec

tr6nicas de los sedimentos correspondientes al tratamiento
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de las membranas externas con concentraciones crecientes de
Triton X-100 (figs. 7-9) apenas presentan diferencias entre

ellas.

De acuerdo con las micrograffias electr6nicas,la lisis
de la membrana interna es completa 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 sedimento de cier-

ta clase de material estructurado.

Es interesante comparar estas observaciones morfol&gi-~
cas con los datos quimicos de solubilizacién de corponentes
de membrana. Para la M.I.M. la mdxima extensién de la lisis
corresponde a la méxima solubilizacién de proteinas y f6sfo
ro lipidico (fig. 13). Por el contrario en la membrana ex-
terna no se alcanza una meseta tan clara en la curva de so-
lubilizacién (fig. 4), y de la observaci6n de las microgra-
fias electrfnicas de los sedimentos, correspondientes al tra
tamiento de las mismas con 1% de Triton k-loo,témpoco puede
afirmarse rotundamente la completa desestructuracibn de es-

te material no solubilizado (fig. 9).

Se ha demostrado que el detergente interacciona con la
membrana en forma de monSmero y no como micela (168-170,203).
En presencia de membranas la concentracitn 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 membranas
o a componentes liberados de las mismas (202,203). El grado
de solubilizacién depende de la cantidad de detergente uni-
do a la membrana y por tanéo se relaciona con el valor del
cociente detergente unido/membrana. Esta relacifn es con
frecuencia diffcil de determinar, por lo que en la préictica,
y cuando el detergente no se encuentra en grén exceso, el
grado de solubilizacifn se correlaciona con el cociente de-
tergente total/membrana, especialmente si la concentracién
de membranas es relativamente alta (superior a 2 mg protei-

na/ml).

De los patrones de solubilizacidén obtenidos para las
membranas externas {(figs. 3,4) e internas (figs. 12,13) con
Triton X-100,se deduce que para la evaluacifén y reproducibi
lidad de los resultados no basta con establecer solamente
las concentraciones finales del detergente,sinc que ademis

debe precisarse la concentracifn de membranas en suspensifn.

Helenius y Simons (36) han 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 biol6gicas y utilizan la relacién de-
tergente/lipido (p/p) como parémetro para indicar el grado
de mixima solubilizacién de las membranas. Los efectos solu
bilizantes de los distintos detergentes sobre las mismas

pueden ser asi comparados en base a este valor.
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Nuestros experimentos de solubilizacién de la M.I.M.
con los tres detergentes citados (figs. 12,13,18,19), e in-
vestigaciones preliminares realizadas en nuestro laborato-
rio (277) sobre el efecto de los mismos en la solubilizacién:
de otras membranas (ercciGn microsomal de higado de rata y
membranas de eritrocitos humanos), nos han llevado a conside
rar mis adecuado y prictico el valor de la relacién deter-
gente/protefina como parimetro de referencia en los procesos
de solubilizacién de membranas por detergentes en los que,
segfn nuestros resultados, se obtienen patrones regulares

de solubilizacién protéica.

En todo caso, y para obtener resultados reproducibles,
son crfticas tanto la concentracién del detergente como .la
de membranas. Esto no ha sido siempre tenido en cuenta en
los datos que se encuentran en la literatura al respecto,
donde se observa con frecuencia que solamente se cita la
concentracisn final de detergente omitiendo la de membranas,
lo que dificulta la compéracidn'de‘;esultados obtenidos por.
distintos investigadores. La relacidn detergente/protefina
que proponemos podrfa utilizarse como paréﬁetro para deter-
minar la mi&xima solubilizacifn de la membrana y su uso sis-

temdtico posibilitarfa la comparacién de los resultados ob-

tenidos por diferentes laboratorios.

La solubilizacibn, o, desde otro punto de vista, la

desestructuracién de la membrana podrfa ser interpretada
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como una transicifn de fase laminar+micelar al producirse
una saturacién de la membrana por el detergente cuando es-
te sobrepasa la concentracién litica. Se forman asf mice-~
las mixtas de fosfolIpido-detergénte-proteina cuya estruc-
tura compleja no es bien conocida. Los métodos usuales de
anilisis y aislamiento de componentes de membrana comc cro
matograffa de filtracién por gel, cromatograffa de inter-
cambio i6nico, centrifugacifén en gradiente, métodos elec-~
troforéticos, isoelectroenfoque, microscopfa electrénica,
etc., proporcionan una informacién pobre sobre ia composi-
cién y estructura de los complejos liberados de la membra-
na durante la fase de transicién y etapas intermedias en

el proceso de solubilizacién. Probablemente esto es debido
a las variaciones de la concentracién de monémero libre en
equilibrio en las mezclas de detergente y membranas duran-
te el procedimiento analftico, lo que ocasiona cambios de
composicibén en los complejos a causa de las variaciones de
la cantidad de detergente unido a los éomponentes de la
membrana. Sin embargo existen pruebas de que al menos par-
te de las proteinas son iiberadas_como complejos lipoprotel
na-detergente (202,203) cuya proporcifn relativa de componen-
‘tes depende de la cantidad de detergente unido. E1l cociente
proteina solubilizada/lipido solubilizado, dependiente de

la concentracién de Triton X-100, podrfa constituir un pard

metro que reflejarfa la composicifén del material liberado.
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* En tanto gue la solubilizacién por detergentes de siste
mas modelo formados por bicapas lipfdicas puras se alcanza
con la formacién de micelas mixtas, el proceso, mucho mds
complejo para las membranas mitocondriales, puede seguirse. .
de algdn modo midiendo el aumento de material no sedimenta-
ble y la desaparicién de im&genes laminares en el microsco-

pio electrénico.

Coleman (237) en experimentos'de solubilizacién de mem-
branas de eritrocitos ha observado que la imagen trilaminar
de éstas se conserva en preparaciones con un alto grado de
deslipidizacifn. En nuestros experimentos, los estudios de
microscopfa electrdnica en el material no solubilizado de
membrana interna muestran que tales imigenes todavia se con
servan a la concentracién de 0,25% de Triton X-100 (fig. 23)
en la que la proporcién de f&sforo lipfdico solubilizado es
del 50%. Sin embargo a 0,50% de detergente, cuando se ha so
lubilizado un 60% de fosfolipido_(fig. 13), los sedimentos
de membrana interna ya no presentan imigenes trilaminares
(fig. 24). En las membranas externas por el contrario, es-
tas figuras persisten en &reas nuy reducidaé correspondien—
tes a sedimentos muy afectados por el detergente, pero hay
que sefialar que en este caso s6lo se solubiliza un 40% de

fosfolfpido (figs. 4,7-9).

Cuando la concentracifn de detergente en ia suspensién

de membranas es mayor que la requerida para inducir la
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transicifn de fase laminar+nicelar, tiene lugar la separa-

cién de los lipidos y las protefnas. Con el aumento de con-
centracién de Triton X-100 se llega a un punto en que el de
tergente esti en cantidad suficiénte para saturar la capaci
dad de unién en las protéfnas y fosfolfpidos por separado,

de manera que se originan complejos lipido-detergente y pro
teina-detergente. Estos Gltimos suelen ser heterogéneos res
pecto a su contenido en protefna, detergente y eventualmen-
te fosfolipidos, lo que explica su diferente comportamiento

en la centrifugacién.

En nuestras preparaciones de membrana interna este fend
meno parece tener lugar a partir de la concentracién 0,25 %
de Triton X-100, cuando la proporcién de f&8sforo lipfdico
solubilizado es superior a la de protefina solubilizada. Hay
que destacar que por encima de este punto la desorganiza-
cién de la membr&na interna es total (fig. 24), mientras que
la misma concentracifn de detergente conserva cierto tipo
de estructuracién en el material no solubilizado de membra-

na externa,seg(n se ha discutido anteriormente (figs. 8,9).

’

Los patrones de solubilizacién de fosfolfpidos por el
%riton X-100, paralelos a los de proteinas (figs. 3,4,12,13)
sugieren que al menos una parte de las proteinas solubiliza
das de la membrana podrfan estar en forma de complejos lfpi

do-protefna (142). La fase de centrifugacifn a que se some-



ten nuestras suspensiones de membrana tratadas con Triton
X-100 a 150.000%g durante 1 hora (rotor Beckman 50 Ti) con-
~ tribuye a la geparac16n de los agregados complejos ricos en
protefna y los complejos lipoprot&icos que por su contenido
m&s bajo en protefna presentan menor densidad y permanecen
en el sobrenadante. Protefnas con mayor tendencia a la auto
agregacién formarfan complejos pesados sedimentables en es-
tas condiciones, por lo que el material granular encontrado
en los sedimentos de membrana interna con concentraciones
de Triton X-100 superiores a 0,5% corresponderfan en su ma-
yor parte a complejos enriquecidos en broteina. El aspecto
morfolégico de estos agregados es similar al de los descri-
tos por Beleﬁius y Sdderlund (202) con membranas del virus

SF.

No obstante habrfa que sefialar que los criterios de "so
lubilizacién", en general, son ciertamente arbitrarios (239),
m&xime cuando el coeficiente de sedimentacién de los comple
jos (lipo)-proteina-detergente depende, ademis del tamafio y
densidad de los mismos, de las condiciones de centrifuga-
ci6n (densidad y viscosidad del medio, tipo de rotor utili-

zado, etc.).

El detergente anibnico SDS es mucho mis efectivo en la
solubilizaci6én de la M.I.M. (fig. 18) que el Triton X-100 a
causa de la carga del grupo hidr6filo y la longitud y tama-

fio de su parte apolar constituida por una cadena alkflica
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saturada y flexible, pero produce cambios conformacionales
dristicos, desnaturalizacifn (172-175) y disociacidbn de las
protefnas oligoméricas en compléjos‘SDS-polipéptido cuyo ta

mafio es proporcional al peso molecular del polipé&ptido (176).

Por su parte el esgueleto ciclopentanoperhidrofenantré-
nico que constituye el grupo apolar del desoxicolato es vo-
luminoso y rigido, no puede penetrét en las grietas de la
superficie de las protefnas y su poder solubilizante sobre
&stas en la M.I.M. (fig. 19) esti notablemente reducido res
pecto al del SDS. Otro tanto parece ocurrir con el Triton
X-100 respecto a su parte apblar (el resto p-t-octilfenfli-
co) aunque este detergente es mis efectivo en la solubiliza
cién de protefnas que el desoxicolato.

Los experimentos de solubilizacién de membranas del vi~
rus SF (182,194,202) con Triton X-100 sugieren que éste de-
tergente interacciona predominantemente por su grupo p-t-og
tilfenfilico con la regién apolar hidrof6bica de la membrana.
Se produce asf la sustitucién de moléculas lipfdicas de la
bicapa, en contacto con las zonas hidrofébicas de protefinas
integrales de membrana, por moléculas de detergente qﬁe al
’interaccionar con la zona hidrof6bica de esas proteinas man
tienen su apolaridad y orientacién, imitando en muchos ca-
sos el entorno lipfdico natural que las rodeaba en la mem-
brana, por lo que puede conservarse la actividad biol&gica

en las proteinas solubilizadas por este detergente (217).
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A la vista de lo expuesto, el proceso de solubilizacién
de la M.I.M. con Triton X-100 implica fundamentalmente las

siguientes etapas:

1. Unién del detergente a la membrana.

2. Lisis de la membrana.

3. Solubilizacif6n de la membrana (transicién de fase
laminar-micelar).

4. Separacidh (en determinadas condiciones de centrifu-
gacién) de micelas enriquecidas en lfpido y comple-

jos enriquecidos en protefna.

Tal mecanismo esti de acuerdo con el propuesto por Hele
nius y Simons (36) en un esquema general de solubilizacidn
de membranas por detergentes. Habrfa que sefialar sin embar-
go que las diferentes etapas mencionadas no tienen necesa-
riamente que transcurrir cronolégicamente, sino que algunas
y quizd todas pueden tener lugar simultineamente. Por ejem-
plo, es bien conocido que la etapa lftica va acompafiada por

un gran aumento de la uni6n 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 mitocondria di-
fieren por su biogénesis,‘ultraestructhra, composicién qu£
mica y complejidad funcional. Su comportamiento frente al
Triton X-100 es también considerablemente diferente. Algu-
nas de las diferencias observadas pueden inteipretarse des
de el punto de vista de su diferente composicién quimica,

recopilada por Quinn (271).

Asi, en las membranas externas se solubiliza una pro-
porci6n de protefna ligeramente mayor que en las membranas
internas, mientras que con el f&8sforo lipfdico ocurre lo
contrario. Hay que resaltar que el Triton X-100 en la mem-
brana externa solubiliza una proporcifén mayor de protefna
que de lfpido {figs.3,4) mientras que en la membrana inter
na el fosfolfpido se mantiene por encima de la protefna so
lubilizada (figs.12,13), efecto que se observa m&s clara-
mente para suspensiones de membrana conteniendo 1 mg pro-
tefna/ml en donde prdcticamente se llega a un 100% de f6s~-
foro lipfdico solubilizado. Esto puede deberse probablemen
te al hecho de que la cantidad de fosfolfpido es menor en
las suspensiones de membrana interna y mayor en las suspen
siones de externa a causa del valor mis alto de la rela-

cibén proteina/lipido en las primeras.
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Esta mayor proporcién de fosfolfpido solubilizado de
las membranas internas explicarfa su completa desestructu-
racién y pérdida de la imagen trilaminar,a concentraciones
de Triton X-100 para las cuales en las membranas externas..
todavia se conserva algdn material con cierta estructura-
cidn. Otro punto que podrfa contribuir 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 solubilizacién del mismo. Estudios realizados con
sistemas modelo (201) y otras membranas (277) muestran que
un alto contenido en colesterol confiere a las membranas
adem&s de una mayor rigidez (58), una cierta resistencia a
su solubilizacién con Triton X-100. Este serfa el caso de
la membrana externa, mucho mis rica en colesterol que la
interna; la primera conserva cierto material con aparien-
cia estructurada a la concentracifn 1% de Triton X-100
(fig. 9) mientras que en la segunda la desestructuracién es

total a partir de 0,5% de detergente.

Una diferencia importante entra las membranas externas
e internas respecto a su comportamiento fr;nte al Triton
X-100 se aprecia en el efecto que sobre cada una de ellas
producen las concentraciones crecientes del detergente. A
la vista de los patrones electroforéticos, ultcaestructura-
les y quimicos 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
asf con las membranas internas,en las que las mismas va-
riaciones en la concentracifn del detergente conducen a
considerables cambios en el material solubilizado y no so-

lubilizado.

Estas diferencias pueden ser indirectamente atribufdas
a la diferente composicién qufmica de ambas membranas,por
cuya razén el equilibrio detergente-membranas-agua en ca-
da una es también diferente. No es posible por tanto la
comparacién directa de las membranas internas y externas

tratadas con la misma cantidad de Triton X-100.

La consideracién de este diferente comportamiento de
las membranas mitocondriales frente al Triton X-100 nos
lleva a discutir la solubilizacifn selectiva de algunos
componentes de membrana. El concepto "solubilizacifn 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 liberaci6n
mis o menos secuencial de diferentes componentes de la mem
brana en funcién de la concentracifn de detergente. Ambos
tipos de selectividad se observan en la solubilizacién de

membranas mitocondriales con Triton X-100.
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Un ejemplo de selectividad en su primera acepcifn es
que el Triton X-100 en el rango de concentracién utilizado
excluye selectivamente de la solubilizacién una banda pro-

minente de polipéptidos de la membrana externa (fig. 11)...

~

El sequndo tipo de selectividad se observa en el caso
vde la solubilizacién de la actividad ATPasa (fig. 46) don-
de una considerable proporcién de la actividad de este en-
zima se solubiliza en un rango de concentracifn de Triton
X-100 comprendido entre 0,5 y 1% al cual no hay pré&ctica-

mente aumento de protefna solubilizada.

Los 1lfpidos de la membrana pueden ser tambi&n extrafi-
dos selectivamente convdetergentes (234,235). Las causas,
complejas, habrfa que buscarlas en las interacciones espe-
cificas entre lipidos y otros componentes de la membrana
(protefnas principalmente), y en diferencias de composicién
" quimica y propiedades ffsicas, lo que condicionarfa la dife
rente afinidad del detergente por distintas regiones de la
membrana. De hecho las dos hojas de la bicapa tiénen distin
ta-composicién lipidica (197), lo que condiciona la sensibi
lidad de disg}ntas regiones de la membrana a la accién del

detergente (201).

En nuestro caso esta selectividad se ha observado sola-
mente con las membranas internas: asf una concentracidn de

0,5% de Triton X-100 a la cual se libera el miximo (60%) de
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f6sforo lipfdico apenas es capaz de solubilizar la fosfati-
diletanolamina 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 este fosfolipido y la fosfatidilserina en
la técnica de TLC utilizada por nosotros (253) aparecen ge-
neralmente superpuestos, la separacién cromatogr&fica cén
diferentes sistemas de disolventes (278) de los lipidos del
sobrenadante revela que pr&cticamente nada de esfingomieli-
na se encuentra presente en &l. En cuanto a la fosfatidil-
etanolamina,el Triton X-100 tiene un pequefio efecto solubi-
lizante que ha sido ya observado en experimentos sobre mem-

branas del virus SF (202,203).

Tampoco se detecta ninguna solubilizacién de las peque-
fias cantidades de colesterol presentes 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 sarcopl&smico
{(G. sarzala, comunicacién personal) y se explica por la pe-
culiar estructura del anillo ciclopentanoperhidrofenantré&ni
co que hace diffcil la formacién de micelas mixtas 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 adicién de fosfolfpidos mejora la solubilizacibn

de este componente en membranas ricas en &1 (161,162).
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Por el contrario, y como puede esperarse de la estruc-
tura molecular de la ubiquinona (coenzima Q) con su cadena
poliisoprénica hidré8foba, la formacién de micelas mixtas
coenzima Q-Triton X-100 esti md&s favorecida,lo que se tra-
duce en el alto rendimiento de solubilizacién de este com-~
pbnente lipfdico de la cadena de transporte de electrones

(fig. 40).

La principal dificultad para interpretar los datos de
la solubilizacién lipfdica es conocer cuindo los fenbmenos
observados son determinados por la membrana m&s que por el
detergente. La naturaleza selectiva de la solubilizacibn reve

la 'm&s que nada la complejidad del proceso.

Helenius y Simons (36) han sugerido algunas hip&tesis
para explicar los mecanismos complejos de extraccifn se-
lectiva de componentes de membranas con detergentes, aunque
hasta el momento 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 insdiubilizacién de
estructuras continuas grandes estabilizadas por interaccio-
nes protefna-protefina como se ha discutido anteriormente,
mientras que los componentes susceptibles de solubilizacién
se liberar&n mds o menos en'razén de su solubilidad especi-

fica a determinados valores, bajos o intermedios, del co-
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ciente detergente/membrana.

La solubilizacién selectiva de protefnas de la M.I.M.
por el Triton X-100 también tiene lugar en el caso de cier
tas actividades enzim&ticas de la membrana interna y compo
nentes de la cadena de transporte electrénico. Es ya cono-
cido (84) que el tratamiento de la mitocondria con varios
detergentes en condiciones apropiadas conduce a la solubi-
lizaci6n de los citocromos b, c1 y ¢,mientras que los a y ‘
a3z no lo hacen ("Red-Green Separation"). Nuestros datos
confirman esta observacifn y muestran que con un cuidadoso
control del cociente detergente/membrana pdeden producirse
sutiles diferencias en la solubilizacién de los diferentes
citocromos {(figs. 31-34) lo que podrfa aprovecharse con fi
nes preparativos. Con arreglo a esto-la selectividad puede
ser explicada también en base a las interacciones entre
las protefnas y la matriz lipfdica de la membrana. Asf pro
teinas integrales que penetran profundamente en la regién
hidrocarbonada de la bicapa lipfdica requieren m4s altos
valores del cociente detergente/membrana que otras protef-
nas menos firmemente unidas a la matriz lipfdica de la mem

brana.

Asf las flavinas,unidas fuertemente a protefnas intrin
secas incluidas en la matriz lipidica,y que probablemente

la atraviesan por completo (279), s8lo se solubilizan en



‘una extensifn relativamente pequefia (fig. 30). E1 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), podria deberse probablemente a
una autoasociacién de esta protefna integral para formar
complejps pesados protefina-detergente que sedimentan al ser
sometidos a la centrifugacién. S6lo con altas concentracio
nes (2%) de Triton X-100,parte de estos grandes agregados
podrfan disociarse en complejos m&s pequefios y permanecer

en el sobrenadante por efecto del detergente en exceso.

otra proteina integral, el citocromo b, requiere un va-
lor de la relacién detergente/membrana md&s bajo para conse-~
guir su mi&xima solubilizacifn lo que indicarfa un menor gra

do de unién a la matriz lipfdica que el citocromo a.

El Triton X-100 no se une al citocromo ¢ (180). La cau-
sa serfa la peculiar conforﬁacidn de esta proteina globular
que presenta una superficie formada por_restos de amino&ci-
dos hidrdf%}os, mientras que los restos hidrofébicos se en-
cuentran estrechamente empaquetados en el interior de la mo
lécula (280) por lo que su interaccifn con la membrana se
hace por la regi6n hidré6fila de la misma mediante enlaces
electrostiticos y por tanto fdcilmente disociables por tra-

tamiento con soluciones salinas.



El extremo p-t-octilfenflico,apolar y voluminoso,del
Triton X-100 no puede interaccionar con la superficie hi-
dr6fila del citocromo ¢ y la liberacibén de éste en el sobre
nadante se producirfa por su gran hidrosolubilidad durante

el proceso de desintegracifn de la membrana.

No obstante, el contenido en protefnas periféricas de
nuestras preparaciones de M.I.M. es bajo,lo que 'se infiere
de que el tratamiento de la misma con NaCl o CaCly 100 mM

tan solo libera 14-15% de protefnas de la membrana.

La selectividad tal vez refleje propiedades del deter-
gente mds que de la membrana. Un problema importante en el
uso del Triﬁon X-100 y otros detergentes polioxietilénicos
en los estudios de membranas es su heterogeneidad,resultan-
te de la polimeracidn estadfstica en el proceso de sfintesis
del producto (240). La preparacién de estos detergentes en
forma monodispersa y de gran pureza puede proporcionar un
mi&s alto grado de selectividad en la solubilizacién de mem-
branas y facilitari el estudio de los complejos intermedios

originados en el proceso.
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4.4 EFECTO DE LA TEMPERATURA Y FUERZA IONICA

El aumento de fuerza ifSnica del medio de incubacién,
tanto en presencia de detergente como en ausencia del mismo
no afecta en general la liberacidn de protefna de la M.I.M.
Tan s6lo es observable, de acuerdo con los respectivos con-
troles, un ligero aumento en la protefna solubilizada por

efecto del CaCl, (fig. 16).

Del mismo modo, el aumento de fuerza iénica por sf mis-
mo (en ausencia de Triton X-100) no produce ninglin efecto
sobre la solubilizacién de f6sforo lipfdico. No obstante la
proporcidn de este componente solubilizada por 0,5% de
Triton X;IOO es ligeramente mayor en presencia de NacCl,
mientras que el CaCl, no parece influir mucho sobre el efec
to solubilizante de f6sforo lipidico por el detergente (fig.
17).

El EDTA 1 mM, que no afecta a la liberacién de protef-
nas de la M.I.M. (fig. 16), produpe en cambio un aumento en
el porcentaje de solubilizacién de f6sforo. Esto ocurre tan

to en ausencia como en presencia de Triton X-100 (fig. 17).

El efecto del ca*?t podria relacionarse con la segrega-
ci6n lateral de fosfolipidos &cidos inducida en el plano de
la bicapa por este catién (281). Tal segregacién compensa-
ria el efecto del incremento de fuerza idnica debido al

CaCl,. El EDTA al impedir esta segregacifén favoreceria el
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ataque del detergente sobre toda el Srea de la membrana au-

mentando el rendimiento de solubilizacién de fosfolipidos.

El efecto del NaCl observado en la solubilizacibdn de
f6sforo lipidico podrfa tener lugar a través de cambios en

la disposicién de proteinas periféricas de la M.I.M.

Cuando no existe detergente en el medio, las variaciones
de temperatura no parecen influir en las proporciones siem-
pre pequefias de protefnas y f&sforo lipidico liberadas de
la M.I.M. Por el contrario, en presencia de 0,5% de Triton
X-100, se observa que a 37° disminuye la proporcién de pro-
teina solubilizada por el detergente respecto a los contro-
les a 4° y 20°. Esto podrfa atribuirse a un reforzamiento
de los enlaces hidrofSbicos sobre los cuales actda el deter
gente, efecto que ya ha sido observado por Oakenfull y Far-
wick (282). La situacién es mis compleja al estudiar la in-
fluencia de la temperatura sobre la solubilizacidn de f&6sfo
ro lipidico por el Triton X-100 puesto que la proporeidn so
lubilizada a 20° es ligeramente menor que a 4° y 37° (figs.

14, 15). En todo caso la significacifn es exigua.

Los andlisis por SDS-PAGE llevados a cabo en las frac-
ciones de M.I.M. solubilizadas por distintas condiciones de
temperatura y fuerza iénica,no revelan diferencias en la so
lubilizacién de polipé&ptidos aunque, como ya se ha indicado

anterjiormente, la composicibn polipeptidica compleja de la
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M.I.M. vy la capacidad de resolucién de esta técnica de elec
troforesis hacen dificil determinar en estas condiciones
una probable solubilizacifn especifica de algunos polipépti

dos.

Respecto a la influencia de la fuerza iSnica sobre la
liberacién de componentes citocrSmicos de la M.I.M., y a la
vista de los resultados obtenidos en presencia y ausencia
de Triton X-100, puedé afirmarse que el NaCl 50 y 100 mM no
afecta a la solubilizacisn del citocromo a (fig. 35) y ape-
nas influye en la del citocromo b (fig. 36) lo que esti de

acuerdo con el caricter intrinseco de estas protefnas en la

M.I.NM.

Sin embargo las mismas concentraciones de NaCl producen
un marcado aumento en la liberacifn de citocromos ¢; y ¢
(figs; 37,38) en consonancia con su cardcter de proteinas
periféricas o extrinsecas. El efecto se acusa tambié&n en
presencia del detergente cuyo poder- solubilizante sobre es-
tos citocromos ée refuerza considerablemente, sébre todo en

el caso del citocromo ¢.

El EDTA en auseﬁcia de detergente no tiene pr&cticamente
ningGn efecto sobre los citocromos de la M.I.M. pero reduce
el poder solubilizante del Triton X-100 sobre los mismos.
Este efecto es mis acusado en el caso de los citocromos b y

c; lo que suglere que la solubilizacidn 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 ibnicos
en la solubilizacién de ciertas membranas podrfa estar rela
cionada en algunos casos con el papel que los cationes diva
lentes pueden jugar en‘la estabilidad de las mismas (198,
229), mientras que en otros podrfan influir la existencia
de redes o mallas de proteinas periféricas que, unidas a la
membrana por enlaces electrost&dticos, pueden recubrir gran -
parte de la superficie de la bicapa lipfdica (283) y con |
las cuales no puede interaccionar el detergente. La elimina
cidn de cationes divalentes con agentes quelantes,y la rotu
ra de las interacciones electrost&ticas que mantienen la
unidén de las proteinas periféricas a la membrana con el em-
pleo de soluciones de determinada fuerza ifnica,facilitarfa
el acceso y la accidén del detergente a zonas de la membrana

antes resistentes a la solubilizacién.

Con arreglo a nuestros resultados podrfa concluirse que
la temperatura y fuerza iSnica pueden afectar de distintos
modos la solubilizacién de las membranas por detergentes no

'i6nicos. Esto podrifa deberse a :

a.- Perturbacién de los enlaces no covalentes que man-
tienen la unién de los diferentes componentes de la

membrana.
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b.- Eliminacifn de proteinas extrinsecas permitiendo
la accisn del detergente sobre &reas inicialmente
"ocultas” #or estas proteinas.

c.- Cambios conformacionales de las membranas o de sus
componentes con modificaciones tales que permitanv
la accesibilidad 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 enzimiticas estudiadas aquf difieren
considerablemente por su‘complejidad y grado de estructura-

4

¢cidén en la membrana.

El complejo ATPasa mitocondrial presenta diversas acti-
vidades enzim&ticas que pueden ser medidas independientemen
te (98). Una de ellas es la actividad ATP-fosfohidrolasa
que exhibe la fraccién F; de Racker. Este componente del
complejo ATPasa puede ser fScilmente separado de la membra-~

na y ensayado en forma soluble libre de 1fpido (84).

La citocromo c oxidasa por otra parte no puede ser com-

pletamente deslipidizada sin pérdida de la actividad enzimi
tica y por tanto no puede ser mantenida en solucifn a menos
que exista detergente presente. Sin embargo esta actiﬁidad

se reconstituye en vesiculas formadas al afiadir clertos 1f-

pidos (284).

Las otras tres actividades enzimiticas que han sido es-
tudiadas aquf son mis complejas en organizacién y no han si~

do reconstituldas hasta ahora. Asi la succinato : coenzimaQ

oxidorreductasa es el Complejo II de Green que contiene
succinato deshidrogenasa, coenzima Q y citocromo b. La suc-
cinato-deshidrogenasa (285) es una flavoprotefna ferro-sul-

furada con un péso molecular de alrededor de 100.000,consti
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tuIQa por dos subunidades. La subunidad mayor de la succina
to-deshidrogenasa tiene un peso molecular de 70.000 y con-
tiene FAD, cuatro &tomos de Fein.h.) y cuatro Ltomos de azu-
fre &cido-148biles mientras que la subunidad menor, con un
peso molecular de 30.000, es una sulfo-ferro-protefna que
contiene cuatro Stomos de Fe(n.h.) y cuatro dtomos de azufre

&cido-18biles.

La succinato : cit. c reductasa requiere para su activi

dad la accidn concertada del Complejo II y el Complejo III.

Este @ltimo contiene coenzima Q y citocromos by ey (fig.l).

DPel mismo modo la NADH : citocromo ¢ reductasa sensible

a la rotenona presenta un alto grado de complejidad. Su ac-

tividad depende de la coordinacibn entre los Complejés Iy
IIX. El Complejo I contiene NADH-deshidrogenasa que se ha
aislado en dos formas diferentes de las que no se conoce mu
cho sobre su estructura y mecanismo: la forma de peso mole-
cular elevado es un complejo particulado que contiene hasta
18 Stomos deFe(n.h.) y azufre &cido-18bil asi com6 lipidos,
y es inhibida por la rotenona y el amital, mientras que la
forma de bajo peso molecular (2278.000) contiene solamente
cuatro Stomos de Fe (n.h.)y de azufre Scido-15bil, es muy sen
sible a los inhibidores y constituye probablemente una sub-
unidad de la forma nativa, y mayor, del enzima tal como se

encuentra en la membrana interna.
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El efecto del Triton X-100 sobre es;as actividades en-
zimiticas podrfa explicarse, . al menos parcialmente, en
base a sus diferentes complejidades. La actividad ATPasa-F1
es quiz& la menos afectadi por el detergente, ademds de que
la actividad enzim&tida de los sobrenadantes y las suspen-
siones de membranas son aproximadamente del mismo orden de

magnitud (fig. 41).

El Triton X-100 que apenas solubiliza la citocromo ¢
oxidasa no parece afectar mucho la actividad de este enzima
en las suspensiones de membrana interna, pero cuando estas
son centrifugadas, solamente una pequefla fraccifn de la acti

vidad inicial permanece en el sobrenadante (fig. 42).

Como es de esperar de su compleja naturaleza, las acti-

vidades enzim&ticas de la succinato : citocromo c¢ reductasa

y NADH : citocromo ¢ reductasa sensible a rotenona en las

suspensiones de membranas son destrufdas por concentraciones
bajas de Triton x-1ob y pr&cticamente no se recupera activi
dad en los sobrenadantes (figs. 44,45). Esto hecho se debe
probablemente a la separacién o disociacién de uno o varios
componentes del complejo por el detergente mis que a una

inactivacién del enzima como se describe m&s adelante.

Un caso diferente se presenta con €l enzima

succinato : coenzima Q oxidorreductasa (fig. 43) cuya acti-

vidad en las suspensiones de membranas se reduce notablemen

te por ooncentraciones bajas de detergente aunque parece res-
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taurarse al aumentar la concentracién de &ste. Sin embargo
después de centrifudar las T membranas tratadas con
Triton X-~100 los sobrenadantes muestran una actividad espe
cifica de un orden de magnitud superior al de las membra-
nas totales. El considerable aumento de actividad especifi
ca en el sobrenadante respecto a la actividad que este en-
zima presenta en las suspensiones de membranas es diffcil
de explicar. No obstante hay que tener en cuenta que las
propiedaées 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:. 1los
inhibidores, pH 6ptimo, K y estabilidad,entre otras.Este
fenSmeno denominado "alotopfa"™ fué por primera vez observa
do con la ATPasa de la membrana interna mitocondrial: la
ATPasa, cuando esti 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 estable a temperatura am-
biente pero inestable a 0°C, efecto que n; se observa en-
la forma ligada a membrana. Esto puede explicarse si se
considera la enorme diferencia entre el entorno vecinal de
un enzima solubilizado y el del mismo unido a la membrana.
Asi, el enzima sblubilizado se encuentra en un medio hidro-
fflico, polar, de alta constante dielé&ctrica por lo que
los sustratos, iones y metabolitos pueden tener f&cil 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 regifn lip8fila de la bicapa lipfdica,
de baja constante diel&ctrica,con pocas oportunidades para
interaccionar con moléCulas‘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.
Asf el aumento o disminucién de una actividad enzim&tica
en membranas o sobrenadantes puede producirse por la ex~
traccién y separacién de la membrana de componentes de la
misma que bloguean el acceso del sustrato al centro activo
del enzima. Esto no puede considerarse como una real

"activacitn" o "inhibicibn" del enzima.

Es problemédtico por esto si los cambios de actividad
enzim&tica son causados "a priori" por deterioro durante
la extraccién o son el resultado del aislamiento de 1lfpi-
dos o protefnas vecinos sobre los cuales podria descansar

su propia conformacién 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. Asi este complejo en-
zimdtico podria contener una subunidad reguladora. firmemen

te unida a la membrana por lo que no se solubilizarfa por
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la accidn del detergente, y si lo harfa en cambio la sub-
unidad catalitica. La centrifugacién a que son sometidas
las suspensiones de membranas tratadas con el detergente
seria capaz‘pe romper la unién débil entre las subunidades
catalitica y teguladora permaneciendo la primera en forma
soluble en el sobrenadante y libre del modulador. Esto im-
plicarfa una capacidad del Triton X-100 para solubilizar
selectivamente algunos componentes de la M.I.M. como se ha

discutido anteriormente.

4.5.1 Solubilizacibn de actividad ATPasa

Cuando una actividad enzimitica no es fundamentalmente
afectada por el detergente y puede recobrarse posteriormen
te, en los sobrenadantes procedentes de la centrifugacién
de las suspensiones de membranas tratadas, como es el caso
de la ATPasa mitocondrial, puede estudiarse la fraccién
del eqzima solubilizado en funcién de la concentracidn de
detergente:. Esto se muestra en la figura 46 donde se repre
senta el porcentaje de solubilizacién de la acéividad
ATPasa en funcibn de la concentracién de Triton X-100 jun-
to con la curva de solubilizacién de proteinas. Es destaca
ble que la m&xima liberacién del enzima tiene lugar entre
0,5 y 1% de Triton X-100 y es completamente especifica,
puesto que no es acompafiada por solubilizaci®én de protefna

total.



~ 238 -

Es un hecho probado que los fosfolfpidos son indispen-
sables para el mantenimiento de la actividad de muchos en-
zimas ligados a membrana (112-116), y su eliminacién por
detergentes o su alteraci6n conduce a una pérdida de la
actividad enzimitica (127). Estos lIpidos, en algunos ca- '

sos, son altamente especificos y desempefian un importante

‘papel en la actividad de estos enzimas (286).

La actividad ATPasa de diferentes preparaciones submi-
tocondriales puede ser restaurada parcialmente tras su des
lipidizacién afiadiendo diferentes fosfolipidos (87). San-
tiago y col. (131,132) han encontrado una estrecha correla
cién entre el descenso de la actividad ATPasa mitocondrial
y la alteracidén de la cardiolipina durante la incubacién
de la M.I.M. en presencia de ascorbato y'cisteina. Esta co
rrelacidn no existe con cualquiera de los otros fosfolipi-
dos presentes en las membranas por lo que proponen la exis
tencia de una asociacidn especifica entre ATPasa mitocon-

drial y cardiolipina.

Nuestros resultados (fig. 46) muestran que una impor-
tante fraccidn de la actividad ATPasa es solubilizada a
concentraciones de Triton X-100 comprendidas entre 0,25% y
0,50%. Por otra parte en este mismo rango de concentracidn
del detergente hemos observado que se produce la solubili-
zacidn de la mayor parte de la cardiolipina contenida en

la M.I.M. (Tabla XV). Esto podrfia estar relacionado con la



109

90

80

70

60

50

% Solubilizacién

40

30

20

10

Figura 46

~217-

ACTiVIDAD ATPasa

_______ - PROTEINA  TOTAL
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Concentracién detergente (% Triton X-100)

Porcentaje de solubilizacién de actividad ATPasa en
funcifn de la concentracién de detergente. Una impor
tante proporcifn de la actividad de este enzima se
solubiliza entre 0,5 y 1% de Triton X-100 en tanto
que en este intervalo de concentracién no hay prdcti
camente aumento de protefna solubilizada.
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existencia de las mencionadas interacciones especificas en

tre la cardiolipina y la ATPasa mitocondrial (287) y apoya

rfa la hipStesis de Santiago y colaboradores.

4.6 PERSPECTIVAS DE TRABAJO

A la vista de los resultados obtenidos en este trabajo

se planea para un futuro inmediato su continuacién abordan

do los siguientes aspectos:

a)

b)

c)

4d)

Estudio del papel del ca*t y btros iones divalentes
en la estructura de las biomembranas.

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

Reconstitucifn de actividades enzimiticas de 1la
M.I.M. solubilizadas por Triton X-100.

Efecto del detergente sobre nuevas actividades enzi
miticas mitocondriales, considerando ademis las ac-
tividades de la fraccibn no solubilizada y procedi-

mientos de eliminacifn del detergente.
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El detergente no ifnico Triton X-100 resulta muy eficien
te como agente solubilizante de las membranas mitocon-
driales, con claras ventajas sobre el SDS y el desoxico-

lato.

Se adopta como criterio de solubilizaci6n el incremento
de material no sedimentable a 150.000 x g durante 1 hora,
asf como la desaparicién de imidgenes trilaminares en las
micrograffias electrfnicas de las membranas tratadas con
Triton X-100. Las observaciones microgrdficas son concor
dantes con los estudios bioquimicos de solubilizacién de

proteinas y £6sforo lipidico.

Paré’agtener resultados reproducibles son criticas tanto
la concentracién del detergente como la de membranas en
suspensifén. Se propone el cociente detergente/protefna

como parfmetro para determinar la m&xima solubilizacibn

de la membrana.

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 proporcidn

y naturaleza de los componentes liberados.

Para la membrana interna el grado de alteracién ultraes~
tructural es progresivo al aumentar la concentracién del
detergente. -Por el contrario, las distintas concentracio

nes de Triton X-100 producen el mismo grado de altera-
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cifén en la membrana externa. Los resultados estdn de
acuerdo con trabajos anteriores que postulan una micro-
heterogeneidad de la membrana interna frente al caricter

m4s homogéneo de la membrana externa.

La lisis de la membrana interna se produce ya a baja con
centracién de detergente (0,05%): La solubilizacifn gene
ral de 1la membrana, sin embargo, es gradual en funcién
de la concentracién de Triton X-100. La mixima extensidén
de la 1isis corresponde a la m8xima solubilizacién de
protefnas y f8sforo lipidico (cuando el par&metro deter-

gente/protefna = 0,1).

El Triton X-100 a diferentes concentraciones produce la
solubilizacién selectiva de lipidos y protefnas de la
membrana interna mitocondrial, lo que permite su utiliza

cién con fines preparativos.

Las variaciones de temperatura y fuerza ifnica en el me-
dio afectan en general poco al poder solubilizante del
detergente. Esto no obsta para que la variaci6n de fuer-

za i6nica no 1nf1uya'c1aramenté en la solubilizacibn de

determinados componentes.

La naturaleza y ubicacién de determinadas proteinas en
la membrana interna influye decisivamente en su solubili
zacién. Aproximadamente el 15% de las protefnas totales
de nuestra preparacién de¢ membrana son proteinas perifé-

ricas o extrJinsecas.
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Las actividades enzimdticas de la membrana interna mito-
condrial se ven influenciadas en distinto grado por el
detergenﬁe de manera que, en general, tienden a ser mis
afectadas las correspondientes a estructuras mds comple-

jas. )

Las actividades enzimiticas ATPasa-Fy y citocromo c¢. -oxi-

dasa de la membrana interna no resultan muy afectadas por
las concentraciones utilizadas de Triton X-100. E1l deter-
gente es capaz de solubilizar la primera, pero no la se-

gunda de estas actividades.

Las actividades succinato : citocromo ¢ reductasa y

NADH : citocromo ¢ reductasa sensible a la rotenona son

ripidamente destrufdas por bajas concentraciones de
Tritor X-100, lo que es explicable en razén de la comple-
jidad de estos componentes de la cadena de transporte

electrbnico.

La succinato : coenzima Q oxidorreductasa es afectada de

forma compleja lo que podrfa implicar la solubilizacibn

de alguna(s) de sus subunidades.

La solubilizaci6én especifica de la cardiolipina y de la
actividad ATPasa con el Triton X-100 apoyan la existen-
cia de una asociacibn especifica entre la cardiolipina y

la ATPasa mitocondrial.
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