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RESUMEN 

Los fragmentos derivados de la acción lítica del ácido ascórbico sobre 
la membrana interna mitocondrial son diferentes en cuanto a la concentra
ción en componentes de la cadena transportadora de electrones. 

Mediante centrifugación diferencial de membranas internas incubadas en 
presencia de ácido ascórbico se obtuvieron tres fracciones distintas: la 
fracción Fi, que sedimentó a 8.500 x g, contenía un 5 % del total de los 
componentes de la cadena respiratoria; la fracción F2, que sedimentó a 
!OO.ü80 x g, contenía el 5ü ~~ aproximadamente y el resto se recuperó en 
la fracción F3, sobrenadante de JüO.Oüü x g. 

la" actividades enzimáticas NADH citocromo c re<luctasa, citocromo c 
oxidasa, succínico deshidrogenasa. succínico citocromo c reductasa y 
A TPasa, se encontraban disminuídas después de la acción del ascorbato, 
probablemente debido a las alteraciones producidas en los fosfolípidos. 

En trabajos anteriores 16· 17· 18 se estudió 
el efecto del ascorbato sobre la membra
na interna mitocondrial y se pudo com
probar que su presencia en el medio de 
incubación produce lisis de Ja membra
na. Este proceso va acompañado de una 
disminución del fósforo lipídico, debido 
a un ataque selectivo del ascorbato so
bre los fosfolípidos, principalmente la 
fosfatidil etanolamina y fosfatidil colina, 
rompiéndose sus ácidos grasos insatura-

dos, probablemente por un mecanismo de 
peroxidación. 

Los fragmentos derivados de la lisis de 
la membrana interna resultaron ser dife
rentes en su composición lipídica y pro
teica y en su aspecto morfológico e in
munológico. 

Sobre la base de estos estudios se pro
puso 19 un modelo de membrana interna 
mitocondrial con dos tipos de estructura: 
un componente tubular recubierto por 
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las subunidades proyectantes y un com
ponente lamelar desprovisto de subuni
dades. 

En el presente trabajo se abordó el es
tudio de la distribución de algunas acti
vidades enzimáticas en los tragmentos 
de la membrana interna, con el objeto 
de determinar la localización de los com
ponentes de la cadena respiratoria en las 
distintas estructuras de la membrana in
terna mitocondrial. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

En todas las experiencias se utilizaron 
ratas machos. Wistar. El hígado se ho
mogeneizó en sacarosa 0,25 M y las mi
tocondrias se aislaron siguiendo el mé
todo de Hogeboom 10 ; las membranas in
ternas se separaron siguiendo el método 
de Parsons y col. 14, ligeramente modifi
cado 19 . En algunas experiencias, con ob
jeto de eliminar contaminaciones de mem
brana externa y matriz mitocondrial, se 
sometió una suspensión de membranas 
internas a centrifugación a 100.000 x g 
durante una hora, colocándola para ello 
sobre un gradiente de dos capas de sa
carosa 1,32 M y 0,76 M. Se obtuvo un 
sedimento (MI1), una banda en la inter
fase de las dos capas de sacarosa y una 
fracción soluble que permaneció en el 
medio que se colocó sobre las capas de 
sacarosa. 
La incubación de las. membranas inter
nas se realizó en un medio 1 mM en áci
do ascórbico, tampón tris-ClH 0,02 M a 
pH 7,4 y sacarosa 0,25 M, a 30º C. Se 
incubaron al mismo tiempo membranas 
como controles sin ascorbato en el medio 
de incubación. El tiempo de incubación 
fue en todos los casos de 60 minutos. La 
lisis se siguió por los cambios de la den
sidad óptica a 520 nm. 

Una vez terminada la incubación las sus
pensiones de membranas internas se so
metieron a centrifugación diferencial: 
primero a 8.500 x g durante diez minu-

tos; el sedimento obtenido constituyó 
la fracción F1 ; el sobrenadante se some
tió a una nueva centrifugación a 100.000 
x g durante una hora, obteniéndose un 
nuevo sedimento, fracción F2 y un so· 
brenaaante, fracción Fi. 

Las proteínas se determinaron siguiendo 
el método de Lowry y col. 12 ; los pe
róxidos de lípidos por el test de TBA 
siguiendo el método de Thiele y Hutt 22 ; 

los fosfolípidos se extrajeron por el mé
todo de Folch 6, y el fósforo lipídico se 
determinó por el método de Bartlett i. 

Para las determinaciones cuantitativas de 
ubiquinona, citrocromos (a, b, c1 y c), co
lesterol y ácido ascórbico se siguieron las 
técnicas descritas por Redfearn 15, Wil
liams 26 , Carr-Drekter 1 y Tillmans y 
Hirsch 23 , respectivamente. 

Para la determinación de las actividades 
enzimáticas citocromo c oxidasa y adeni
lato kinasa se siguieron los métodos des
critos por Sottocasa y col. 20 . Las activi
dades enzimáticas succínico citocromo c 
reductasa, NADH citocromo c reductasa, 
succínico deshidrogenasa y ATPasa se de
terminaron según las técnicas de Tisda
le 2+, Hatefi-Rieske 8, Hiatt 9 y Kielley 11 , 

respectivamente. 

El enzima ascórbico oxidasa se aisló a 
partir de la calabaza Cucurbita pepo con
densa, y se purificó según el método de 
Dawson y Magee 5• 

RESULTADOS 

Composición de las preparaciones de 
membrana interna mitocondrial. 

Aisladas las membranas internas, hemos 
observado, mediante medida de la acti
vidad NADH citocromo c reductasa in
sensible a la rotenona, que existía una 
ligera contaminación de membranas ex
ternas. Igualmente determinamos la ac
tividad málico deshidrogenasa y el valor 
encontrado mostró que existía matriz 
mitocondrial contenida en la membrana 
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TABLA I 

ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE ENZIMAS CARACTERISTICOS DE MEMBRANA 
lNTERNA, MEMBRANA EXTERNA Y MATRIZ MITOCONDRIAL, PRESENTES EN 

LAS PREPARACIONES DE LA MEMBRANA INTERNA MITOCONDRIAL 

Succínico citocromo c reductasa 

Citocromo c oxidasa 

Succínico deshidrogenasa 

NADH cit. c red. insensible a la 
rotenona 

Málico deshidrogenasa 

Adenilato kinasa 

interna, mientras que la determinación 
de la actividad adenilato kinasa -enzi
ma localizado en el espacio existente en
tre ambas membranas 20- no dio nin
gún valor. 

Los resultados se muestran en la tabla I, 
así como los valores de actividades enzi
máticas propias de la membrana interna. 
La tabla II recoge el contendio de ubi
quinona, citocromos a, b, c1 y c, y coles
terol por miligramo de proteína. 

En cada una de estas fracciones obtenidas 
en el proceso de purificación de las 
membranas internas se determinaron al
gunas actividades enzimáticas -málico 
deshidrogenasa, citocromo oxidasa, suc
cínico citocromo c reductasa y NADH ci
tocromo c reductasa insensible a la rote
nona-, la concentración en proteínas y 
el contenido en fósforo lipídico. Los re-

400 µmol de cit. c red./mg proteína/minuto. 

310 mmoles de cit. c oxidado/mg pro
teína/minuto. 

0,2 µmol de DCPIP/mg proteína/minuto. 

59 mµmol cit. c red.fmg proteína/minuto. 

2,4 µmol/mg proteína/minuto. 

No se detectó ninguna actividad. 

sultados obtenidos se reflejan en la ta
bla III y muestran que la interfase estaba 
constituida por las membranas externas 
junto con algunos framentos de membra
na interna que no llegaron a sedimentar; 
la fracción soluble estaba constituida 
por matriz mitocondrial, quedando un 
sedimento formado por la membrana 
interna libre de contaminación de ex
terna y conteniendo aún parte de la 
matriz mitocondrial. 

Con objeto de comprobar si la presencia 
de estas contaminaciones afecta a la 
heterogeneidad de las subfracciones de la 
membrana interna, sometimos a incuba
ción en presencia de ascorbato estas 
membranas internas purificadas. En las 
fracciones separadas por centrifugación di
ferencial se determinaron las proteínas 
recuperadas de cada una de ellas y el 

TABLA II 

CONCENTRACIONES DE COLESTEROL, COENZIMA Q, CITOCR10MOS Y FLAVO
PROTEINAS EN LA MEMBRANA INTERNA MITOCONDRIAL 

Colesterol 
Coenzima Q 
Citocromo a 
Citocromo b 
Citocromo e 
Citocromo c1 

3,2 µgr/mg proteína 
2,2 µmol/mg proteína 
0,3 mµmoles/mg proteína 
0,27 mµmoles/mg proteína 
0,185 mµmoles/mg proteína 
0,275 mµmoles/mg proteína 
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TABLA llI 

PURJFJCACION DE LA MEMBRANA JNTERNA MITOCONDRIAL 
-------·-------------

Málico deshidrogenasa 
(µmol oxid./mg P/min) 
Citocromo oxidasa 
(mµmol cit. c oxid./mg P/min) 
Succínico citocromo c reductasa 
(mµmol cit. c reduc./mg P/min) 
NADH cit. c red. insensible a la rotenona 
(mµmol cit. c red./mg P/min) 
Proteínas ( ~º) 
µg P lipídico/mg proteína 

MI 

2,4 

310 

400 

59 

JO{) 

5 

MI1 

2 

380 

510 

68 
4,5 

Interfase Fase soluble 

400 

410 

400 

12 
15 

5 

20 
0,04 

MI: membrana interna obtenida según el método de Parsons y col. 11 modificado 19. 
MI1: membrana interna purificada mediante centrifugación en gradiente de sacarosa. 

contenido en fósforo lipídico ; los resul
tados obtenidos se recogen en la tabla IV. 
Las diferentes fracciones de la membrana 
interna seguían teniendo, después del pro
ceso de purificación, una relación fósforo 
lipídico/proteína diferente y que va de 
mayor a menor de la Fi a la F1, sin que 
quede, por tanto, la heterogeneidad afec
tada por la ligera contaminación apunta
da de membranas externas. Por otro la
do, al haber conseguido eliminar una par
te de la matriz mitocondrial, disminuye 

considerablemente el porcentaje de pro
teínas en la fracción F3• 

Composición enzimática de las fraccio
nes de la membrana interna mitocondrial. 

Hemos podido observar que la actividad 
de algunos componentes de la cadena 
uansportadora de electrones se afecta por 
la acción del ascorbato, como se mues
tra en la tabla V. 

TABLA IV 

PROTEINAS Y FOSFORO LIPIDICO DE SUBFRACCIONES DE LA MEMBRANA 
INTERNA MITOCONDRIAL 

·--------··---

Proteína recuperada Lípidos/proteína 

o µg/mg ;o 

MI Ml1 MI Mli 

Membrana interna control 5,03 4,5 
Membrana interna ascorbato 3 3 
Fracción Fi 4,6 14 10,3 9,5 
Fracción h 15,2 22 3,L 5 
Fracción Fs 81,5 64 1,27 0,7 

MI: membrana interna obtenida según el método de Parsons y col. 14 modificado 19. 
Mh: membrana interna purificada mediante centrifugación en gradiente de sacarosa. 
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TABLA V 

PORCENTAJES DE RECUPERACION DE COMPONENTES DE LA CADENA RES
PIRATORIA EN MEMBRANAS INTERNAS SOMETIDAS A INCUBACION CON 

ASCORBATO 

Coenzima Q 

O! 
/O 

Citocromos a, b, c1 y c 
Succínico citocromo c reductasa 
Citocromo oxidasa 

7ü 
100 

16 
66 

NADH citocromo c reductasa sensible 
a la rotenona 35 

10 
20 

Succínico deshidrogenasa 
ATPasa 

En las condiciones de nuestras experien
cias las membranas internas sólo alcan
zan en el medio de incubación una con
centración aproximada de proteínas de 
1 mg/ml, y en la fracción F3 de 0,8 
mg/ml; dado que las técnicas emplea
das para la determinación de coenzima 
Q y citocromos requieren una concentra
ción de proteínas del orden de 15 y 8 
mg/ml respectivamente, se hizo necesa
rio la concentración de las muestras, lo 
que se llevó a cabo mediante evaporación 
en corriente de aire sobre un saco de 
diálisis. 

Por otra parte, en el medio de incuba
óón con ascorbato y en la fracción F3 
la presencia de ascorbato interfiere la 
medida de las actividades enzimáticas 

NADH citocromo c reductasa, succíni
co deshidrogenasa, citocromo oxidasa y 
succínico citocromo c reductasa. Esta 
interferencia pudo eliminarse sometiendo 
las fracciones en que está presente el 
ascorbato a un tratamiento previo con 
el enzima ascórbico oxidasa. Para ello, 
se añadió una cantidad de enzima sufi
ciente para oxidar en tres minutos y a 
temperatura ambiente todo el ascorbato 
presente. 

En el esquema de la figura 1 se refleja 
la distribución de componentes de la 
cadena transportadora de electrones, así 
como del colesterol, en cada una de las 
fracciones de la membrana interna mito
condrial derivadas de la lisis con ascor
bato. 

TABLA VI 

DISTRIBUCION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS MALICO DESHIDROGE
NASA Y NADH CITOCROMO O REDUCTASA INSENSIBLE A LA ROTENONA 

EN FRACCIONES DE LA MEMBRANA INTERNA MITOCONDRIAL 

NADH cit. e red. insensible Málico des-
a la rotenona hidrogenasa 

Fracción F1 Ascorbato 10 o 
o 5 ~'o 

Fracción F2 Ascorbato 20 o 12 o 
/O /<) 

Fracción F3 Ascorbato 6 o 83 o 
;O ¡O 

Fracción F1 Control 55 º· 95 º• ;O !O 

Sobrenadante de FiC 45 O' 5 O/ 
·o /O 
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POR CENT AJES DE PROTEINAS 

F, C F2 A FlA F, e F2 A F
3

A 

F,A F,A 

íl Succínico cit e reductasa 
Coll?sterot 

1 

- \, 

'1 1 
1 

lro 
1 Citocromo e oxidase 

'I líl J 
Coenzima a 

11 líl NAOH cite reductasa sensible a to 

'I 
rotenona 

3 I[] Citocromos a,b,c,,c 

2 

ATP-oso 

, , 
'1 1 

i 
100 

Fig, L Distribución de componentes de la cadena transportadora de electrones y coles
terol en fracciones procedentes de Ja membrana interna, 

En abscisas se ha representado el porcen
taje de proteínas de las fracciones proce
dentes de la lisis con ascorbato y del 
sedimento de 8.500 x g de los controles 
(F1 C). En ordenadas se han representa
do las actividades enzimáticas específicas 
y las cantidades de colesterol por mili
gramo de proteína de cada fracción rela-

tivas a las encontradas en la membrana 
interna incubada como control. 

Se determinaron también en cada una de 
esas mismas fracciones, la actividad enzi
mática málico deshidrogenasa y NADH 
citocromo c reductasa insensible a la ro
tenona, con objeto de ver a cuál de las 
fracciones quedaban asociadas las conta-
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minaciones de matriz mitocondrial y 
membrana externa presentes en la pre
paración de membrana interna. De la ac
tividad NADH citocromo c reductasa in
sensible a la rotenona presente, que re
presenta un 36 % del total, queda la 
mayor parte en la fracción F2; mientras 
que la actividad málico deshidrogenasa, 
gue no aparece afectada por la acción 
del ascorbato, se encuentra . en un 83 % 
en el sobrenadante de 100.000 x g -frac
ción Fi-, lo cual indica que en esta 
fracción las proteínas de la membrana 
interna solubilizadas por la acción del 
ascorbato aparecen junto a las proteínas 
pertenecientes a la matriz mitocondrial. 

DISCUSIÓN 

Los valores de colesterol encontrados en 
cada uno de los fragmentos de la mem
brana interna, producidos por la acción 
lítica del ascorbato, muestran que este no 
está uniformemente repartido en la mem
brana interna. Los tres fragmentos tienen 
muy diferente concentración que va de 
mayor a menor desde la fracción F1 a 
la F, ; esta desigualdad no podría expli
carse por una diferencia en el grado de 
desintegración de un primer material ho
mogéneo, en el que la fracción F1 estu
viera constituida por pequeños fragmen-
tos solubilizados del total de la mem
brana y que hubiera arrastrado muy poco 
colesterol, y que la fracción F2 constitu
yera un paso intermedio de desintegra
ción de la fracción F1 a la F3 ; si esto 
fuera así, la relación colesterol/proteína 
en la fracción F2 debería ser superior, o 
al menos igual, a la de la fracción F1. 

De igual modo el coenzima Q y los ci
tocromos a, b, C1 y c no se presentan 
uniformemente distribuidos en la mem
brana interna, sino que aparecen en con
centraciones superiores en la fracción F2• 

Hemos encontrado la actividad citocro
mo oxidasa muy disminuida en las mem
branas internas tratadas con ascorbato. 

Estos resultados son coherentes con los 
estudios realizados por Brierley y Mero
la ·3, Hafkenscheid y col. 7 y Tzagaloff 
y Mac Lennan 25 que han demostrado 
que los fosfolípidos son esenciales para 
la actividad de la citocromo oxidasa. 

De igual forma hemos encontrado dismi
nuidas, después de la acción del ascorba
to, las actividades enzimáticas NADH ci
tocromo c reductasa, succínico citocromo 
e reductasa y succínico deshidrogenasa. 
Tappel y Zalkin 21, Bernheim y coI.2 y 
Ottolenghi y col. 13 han demostrado que 
la peroxidación de lípidos produce inhi
bición de las actividades enzimáticas 
NADH citocromo c reductasa, succínico 
oxidasa, colina oxidasa y citocromo oxi
dasa. Este hecho explicaría también las 
pérdidas de la actividad enzimática que 
hemos encontrado en las membranas mi
tocondriales después de la incubación 
con ascorbato. 

Dado que la citocromo oxidasa tiene co
mo componentes los citocromos a y a3, y 
puesto que hemos encontrado un 50 % 
y un 40 % aproximadamente del citocro
mo a de la membrana interna en las 
fracciones F2 y F3, podemos suponer que 
la actividad citocromo oxidasa de la mem
brana interna no tratada con ascorbato 
se encontraría en estos mismos porcenta
jes en las zonas de la membrana a par
tir de las cuales se han originado esas 
fracciones. 

Del mismo modo podemos suponer que 
los complejos enzimáticos succínico ci
tocromo c reductasa, y NADH citocromo 
c reductasa sensible a la rotenona -de 
cuya composición forman parte los ci
tocromos c, C1 y b y el coenzima Q- se 
encontraría en las fracciones F2 y F3 pre
dominantemente. Estas fracciones pre
sentan disminuida la actividad enzimáti
ca debido a la alteración producida en 
los fosfolípidos. Sin embargo la fracción 
F1 en la que no se acusan grandes pér
didas en los fosfolípidos y presenta un 
porcentaje de actividades enzimáticas pa
ralelo al de citocromos y coenzima Q, 
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tendría solamente la actividad que le co
rresponde de acuerdo con su contenido en 
estos componentes. 

Hemos encontrado también una gran pér
dida de la actividad ATPasa en las mem
branas internas tratadas con ascorbato. 
La actividad presente la encontramos prin
cipalmente en la fracción sobrenadante 
de 100.000 X g. 

Todos estos resultados concuerdan con 
la existencia de zonas distintas en la 
membrana interna a partir de las cuales 
se originan los fragmentos que constitu
yen las fracciones estudiadas. Los datos 
presentados apoyan el modelo de estruc
tura de la membrana interna propuesta 
por Santiago y col. 19. 

La fracción F1 con una alta concentra
ción de colesterol y una proporción muy 
baja de componentes de la cadena trans
portadora de electrones. El contenido en 
colesterol por miligramo de proteína en 
la fracción F2 es bastante menor que en 
la F1 y contiene el 50 % de los compo
nentes de la cadena respiratoria. Por úl
timo, la fracción Fa contiene una propor
ción de colesterol por miligramo de pro-

teína muy escasa y un gran porcentaje 
-más de un 40 %- de los componentes 
de la cadena respiratoria. Junto a las 
proteínas de esta última fracción que han 
quedado solubilizadas se encuentran tam
bién las procedentes de la matriz. 

Existen otros argumentos que nos hacen 
pensar que ninguna de las fracciones F2 
y f3 procedan de la desintegración de la 
F1; podría tal vez suponerse que la F3 
estuviera constituida por fragmentos de 
F2 que, por una mayor pérdida de fosfo
lípidos, se convirtieron en pequeños con
glomerados de proteínas que irían que
dando solubilizados ; y si bien por su 
composición en complejos de la cadena 
respiratoria ambas fracciones son seme
jantes, las proteínas de la fracción Fi pro
cederían siempre de zonas con un ma
yor grado de insaturación de los ácidos 
grasos, lo que hace posible que se pro
duzcan mayores alteraciones en los fos
folípidos, llegándose así a solubilizar esa 
zona de la membrana y, por tanto, con 
características diferentes como para jus
tificar el hecho de que pueda conside
rársele como una fracción procedente de 
una estructura sustancialmente distinta. 

SUMMARY 

Localization of components of the respiratory chain m 

submitochondrial particles 

Differential centrifugation of inner mitochon
drial membranes incubated in the presence 
of ascorbate led to the separation of three 
different fractions: fraction F1, which sedi
mented at 8.500 g, contained 5 % of the com
ponents of the respiratory chain; fraction 
F2, sedimenting at 100.000 g, contained appro
ximately 50 % and the rest was recovered 
in fraction F3, supernatant of the last cen-

trifugation. 
Enzyme activities of NADH cytochrome re
ductase, cytochrome e oxidase, succinate de
hydrogenase, succinate cytochrome reductase 
and ATPase were affected by the incubation 
with ascorbate probably due to the altera
tions of the phospholipids. In ali of them 
the activities were lower as compared to those 
in the controls. 
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