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MI

MADRE

Con caballos libres cédmo el viento,
Permitiste que viajara junto a ellos,
Soltaste de mi rienda y esperaste,

A que yo escogiera la senda.que deseaba.

. A paso firme galopé por mi camino,

N6 sin antes haberme tropezado,
Mas t0 siempre estabas a mi lado,
Para quitar las piedras que me herian.

N6 dejaste gque mi impetu cesara,

"Y corri feliz por la pradera sin descanso,

Aprendi lo que ‘tanto anhelaba,
Y hoy, he llegado .al final de ése camino.

GRACIAS MITA.
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INTRODUCCION

I.- FUSION DE MEMBRANAS. IMPORTANCIA.

En las células la fusién de membranas es necesaria para una gran
variedad de funciones entre las que podemos sefialar entre otras: la
incorporacién (endocitosis) y subsecuente digestidn de material intra-
celular, asi como también el transporte y descdrga de material intrace-
lular hacia el espacio intracelular (exocitosis). La formacién de ve-
siculas endocitéticgs en la superficie de la célula implica la invagina
cién de un segmento de la membrana plasmdtica, que se debe fusionar pa=~
ra dar lugar a una vesicula cerrada. Subsecuentemente la digestién del
contenido de dichas vesiculas involucran una serie de secuencias de fu-
sién de membranas entre estas vesiculas y lisosomas asi como con vesicu
las provenientes del aparato de Golgi.

La fusifén de membranas también desempefia un importante papel en el
proceso inverso: la exocitosis, en la cual la fusidén se lleva a cabo en
la superficie de la célula, entre la membrana de la ve;icula exocitbtica
y la membrana plasmitica. La descarga éxocitética es bdsica para el pro
ceso de excrecidén y secrecién de la célula; y participa en la liberacidn
de una amplia variedad de enzimas, hormonas y substancias neurotransmiso
ras generadas por un amplio tipo de células secretoras especializadas en

dichas funciones.
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Aunque se han propuesto hipdtesis alternativas sobre la liberacién
de productos de secrecién, tales como la transferencia del contenido del
grdnulo a un depdsito en la membrana plasmitica, de donde ei producto es
liberado de la célula cémo grdnulos intactos; existen evidencias experi-
mentales, tanto bioquimicas cémo ultraestructurales, que apoyan el punto
de vista de que dicha liberacién ocurre por fusién entre la membrana de
los grdnulos y la membrana plasmdtica, La exocitosis ofrece una ventaja
adicional sobre otras formas de secrecién, en la cual el estimulo para 1la
liberacidn del prodgcto de secrecién puede actuar directamente en la mem~
brana plasmitica que ademds de ser el sitio de fusidn, es el sitio de 1i-A
beracién.

Es claro, al observar la Tabla I, que la fusidén de membrana desem~
pefia un papel importante en la liberacidén de los productos celulares de
secrecifn, los cuales son esenciales para la homeostasis.

La fusidén de vesfculas del aparato de Golgi a ciertas regiones de la
membrana plasmdtica, es un fenémeno comin en la mayorfa de las células,
si no en todas, y puede servir como un posible mecanismo tanto para man-
tener variaciones cuantitativas y cualitativas en la distribucién de ma-
terial en la membrana celular como para la determinacién de la especifici
dad de componentes en la superficie celular.

Es importante sefialar que el fenfmeno de fusién no puede ser conside
rado en forma aislada con respecto a otros aspectos de la actividad mem-
branal. Dicho fendmeno de membrana estd también involucrado en el recam-

bio y distribucién de membranas y sus componentes dentro de la célula.

.



Ademds es claro gque la continua fusién de vesiculas endocitéticas
con lisosomas, vesiculas de Golgi y la membrana plasmitica, que ocurre
en todas las células, provee un mecanismo para el mantenimiento de cam-
bios de especificidad de los componentes de las diversas membranas in-
tracelulares.

Finalmente, a nivel intracelular, la fusidén de membrana es requeri-
da en el ensamble de la cubierta nuclear que sigue a la carioquinésis; la
formacién de poros en la membrana nuclear y la formacién del septo que
permite la separacidén de las células hijas después de la divisién celu-
lar.

Los eventos que requieren la fusidén de membrana son igualmente co-
munes en las interacciones intercelulares. La zona ocluida observada
"in vivo" entre dos membranas de células vecinas, implican fusién parcial
de un 4rea limitada de la membrana plasmitica de las dos células para for-

mar una estructura membranal pentalamelar.



TABLA T

FUSION DE MEMBRANA EN SECRECION Y EXOCITOSIS

TEJIDO DIAMETRO DEL SUBSTANCIA DEMOSTRACION DZ
GRANULO SECRETOR SECRETADA FUSION POR M.E.
()
Médula Suprarrenal 0.2 Catecolaminas +
Yeurohipéfisis 0.15 Oxitocina +
0.15 Vasopresina +
Adenohip6fisis 0.25 Melanotropina +
0.1 Hormona tirotrdfica +
0.25 . Hormona luteinizante +
0.3 Hormona de crecimiento +
0.6 Prolactina +
0.2 Adrenocorticotrofina +
Pancreas 0.3 Insulina +
Glandula Salival 1.0 Amjlasa +



Las membranas fusionadas que se encuentran en estos sitios pueden
funcionar como ireas de interaccién célula-célula, para el intercambio
de macromoléculas e iones asi como de comunicacién. Este tipo de fusién
puede ser importante para el mantenimiento de la polaridad espacial y
orden social dentro de las comunidades celulares que constituyen un teji-
do (1).

En otras situaciones, la fusién completa de la membrana plasmitica
de células adyacentes tienen lugar para formar puentes intercelulares, lo
cual indudablemente permite una forma mis completa de comunicacién entre
célula y célula, ya que casi todas las macromoléculas y la mayoria de los
organelos pueden ser transferidos entre células por medio de estos puentes
(2).

El establecimiento de continuidad citoplaspética entre dos o mis
células por fusién de sus membranas y formacién dezpuentes esti considera-
do como elemento esencial en el desempefio de un papel importante en los me-
canismos de sincronizacién y desarrollo de gametos, tanto masculino como
femenino en unaramplia variedad de especies animales y vegetales (3).

La fusién complefa entre c8lulas para formar células multinucleadas
(policariocitos) esta también muy bien documentada (4), y mucho del comoci-
miento ‘que se tiene de la reaccidén de fusién de membrana, se ha derivado de
observaciones realizadas durante el proceso de fusién celular (5). Esta
Gltima es también una respuesta importante en situaciones patolégicas (6).
La fusién de macr6fagos libres y retadés, es una respuesta celular comin
en un gran nimero de condiciones inflamatorias crénicas inducidas por unma

variedad de agentes quimicos, fisicos y biolégicos (7). Las células multi~



nucleadas se presentan frecuentemente tanto en tumores naturales, como en
condiciones experimentales inducidas en el laboratorio (7).

Estd claro que la fusién de membrana posee un significado vital en
1a economia y funcién de la célula.

La integridad de muchos organelos celulares y ciertos razgos de la
coordinacidén funcional entre células, estd estrechamente asociado a este
aspecto del comportamiento de la membrana (8).

Es importante saber que disfunciones patolbgicas en las varias acti-
vidades digestivas tanto de excrecién como de secrecidén de la célula, pue-
den resultar de la falla o alteracién de la reaccién de fusién de membrana;
y que el valor terapéutico de ciertas drogas en tales condiciones puede

afectar su capacidad por alterar la capacidad de fusién de la membrana.

II.- ESTRUCTURA DE 1A MEMBRANA EN RELACION A LA FUSION DE MEMBRAMA,

Para dar un significado adecuado al término de la estructura cuando
se aplica a membrana, es necesario comocer la organizacidén espacial de sus
componentes., También es necesario, para un mejor entendimiento de la reac-
cibén de fusién de membranas, el conocimiento de la conformacidn preferidﬁ
en la membrana de las macromoléculas y su libertad de movimiento, ya que
estos factores determinan el tipo interaccién que puede ocurrir entre
ellas, en las membranas adyacentes, durante la fusién.

El modelo de mosaico fluido (9) par; la estructura de la membrana,
ofrece la ventaja de que los componentes de ésta no necesitan existir en
una distribucidén rigida. Este tipo de organizacién estructural ofrece

considerables oportunidades para cambios rdpidos en las conformaciones y



en la redistribucifn de estos elementos membranales en respuesta a altera
ciones en el medio ambiente cercano a la membrana.

Esta capacidad para efectuar cambios rdpidos en la conformacién,
que es un buen ejemplo de una situacién en la cua&, las macromoléculas
de la membrana deben poseer una libertad de movimiento considerable, tanto
para facilitar 1a.formac16n de enlaces entre las macromoléculas de membra-
nas adyacentes asi como para permitir una rdpida recuperacién a su estado

nativo inmediatamente después de la fusiénm.

1IT.~ LIBERTAD DE MOVIMIENTO DE LAS MACROMOLEGULAS DE LAS MEMBRANAS.

La fusifn entre dos membranas solo puede ocurrir cuando las interac-
ciones moleculares dentro de si mismas, no son mis grandes que aquellas
a través de la distancia que separa a dichas membranas,

La capacidad de las macromoléculas membranales para moverse y formar
enlaces quimicos y fisicos estables con macromoléculas similares presentes
en otra membrana, serdn claramente importantes en los eventos primarios de

la reaccién de fusidn.

PAPEL DEL COLESTEROL EN EL MOVIMIENTO DE MOLECULAS DE FOSFOLIPIDOS,

Este compuesto actia como un factor importante en la determinacién
de la capacidad de diferentes membranas para la fusién (10). Aéi la pre-
sencia del colesterol se esperaria que promoviera orden y rigidez en las
membranas para realizar la fusidén y para dar capacidad de respuesta ante

una variedad de efectores liticos y celulares,



En diversos estudios realizados anteriormente (10), se encontré
que las células con un alto contenido de colesterol en su membrana plas-
mitica, fueron mds resistentes al dafio producido por choque osmético,
tensiones mecdnicas y citélisis inmune, que aquéllas que tienen un conte-
nido menor (11).

No se encontrd ninguna correlacidén entre esta capacidad de resisten
cia de la membrana plasmitica con la produccién y composicién de fosfoli-
pidos (12, 13). Estos datos ilustran la necesidad de examinar la capaci-
dad de fusién de membranas en un tipo especifico de célula, por medio de
virus como el SV5, antes de obtener conclusioﬁes, va que una linea celular
que es resistente a la fusién por virus, puede ser altamente susceptible a
la fusidén por otros agentes debido a un nuevo arreglo membranal como es el
que presentan algunas células que ya han sido previamente fusionadas con
virus (l4, 15).

A partir de los resultados obtenidos en las condiciones experimenta-
les anteriormente mencionadas, es necesario obtener informacién mis amplia
sobre la composicién lipidica de las membranas en relacién a su susceptibi-
lidad para la fusién.

La propiedad de fluidéz (4) de los fosfolipidos en membranas y la
capacidad para el movimiento lateral de los 1ipidos, consecuencia de la
fluidéz de éstos, en las membranas biol6gicas pueden desempefiar un papel
importante en la regulacidén estructural de los componentes de la membrana
y podria tener un efecto importante eﬁ el establecimiento de enlaces estables

entre macromoléculas de membranas adyacentes, durante la reaccién de fusidn.
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Atn asi, es importante el reconocer que la fluidez y las oportuni-
dades para difusién lateral de los componentes membranales pueden tener
como objeto el limitar 4reas de la membrana importantes para dicho evento

(16, 17, 18).

iv.- CONPICIONES PARA 1A FﬁSION DE MEMBRAMA,

La fusidén de membrana requiere de que las membranas deban primero
ser colocadas en posiciones opuestas a distancias moleculares (19). El
contacto entre membranas (adhesién) es un requisito obvio para una subse-
cuente fusidén (19).°

Para poder establecer que dos membranas estidn fusionadas, en lugar
de estar separadas por una pequefiisima hendidura; es necesario usar una
serie focal, o bien en microscopia electrfnica el movimiento angular para
poder examinar cuidadosamente la interfase entre las membranas (20).

En adicidén a las limitaciones al definir los limites espaciales de
membranas en contacto, la fijaci6én de membranas para el microscopio elec~
trénico, puede afectar significativamente su estructura. Cualquier cam-
bio en la fuerza idnica, especies iéﬁicas, temperatura y constantes dieléc
tricas del medio que las rodea, afectard las fuerzas electrostdticas den~
tro y entre las membranas, asi como de las fuerzas atractivas a través de
dichas estructuras.

Por ejemplo, la fijacién de multicapas de lecitina con KMNO, produ-
ce un aumento de cargas de superficie; mientras que la fijacidén con osmio
tiene un efecto opuesto, Donde la fusién de membrana ocurre como un even

to muy rdpido, la fijacién qufmica convencional puede no ser lo suficien-
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temente ripida para captar dicho fenémeno. EI cdlculo de velocidad de
penetracién del glutaraldehido a las células, d4 valores de aproximados
0. 01%; pero la actividad fijadora efectiva puede requerir mayor tiempo
vy probablemente varie tanto entre diferentes tipos de fijadores, asi como
con los diferentes tipos de material celular a fijar.

La teoria desarrollada por Derjaguin y colaboradores, indica que la
energia de interaccién de membranas, es el resultado del equilibrio entre
fuerzas atractivas y repulsivas. En general, las fuerzas electrostiticas
tienden a mantener separadas a las membranas ﬁientras que las fuerzas

atractivas, tales como las fuerzas London y Van der Waals, tienden a favo-

recer la interaccién y el contacto de la membrana (21).

V.- ESQUEMA DE LA FUSION DE ﬁEMBRANA.
Se considera razonable, después de analizar los datos anteriormente

presentados, el dividir la reaccidén de la fusién de membranas en cuatro

periodos o fases:

1) Contacto (adhesidén); que implica la aproximacién de las membranas a

fusionar.

2) Induccién: El desplazamiento de elementos idnicos como el catt de las

membranas, as{ como el movimiento de las particulas intramembranales.

3) Fusidn: El establecimiento de enlaces intermembranales estables.

4) Estabilizacifn: La recuperacidén de la ﬁembrana recientemente fusionada

a condiciones normales.

FASE 1.~ Contacto de Membranas.- Es un requisito esencial para la

fusibén el que haya un contacto molecular directo entre las membranas.



El contacto estd influenciado directamente por la oposicién de las mem-
branas, mediado por 1és fuerzas ya sefialadas anteriormente.

La fusién de membrana es un proceso altamente ordenado que estd
restringido a situaciones y condiciones especificas, La especificidad
de la interaccién de contacto entre dos membranas, puede en parte, deter-
minar su.capacidad para fusionarse.

FASE 2.- Induccién.- Esta fase es importante por considerar el des~
plazamiento de Ca++, ATP>y Mg"'+ entre otros de las membranas. Dicho des-
plazamiento es necegario para generar un aumento en la libertad de movi-
miento y una transformacién estructural de los lipidos en la membrana;
ademds aumenta la permeabilidad a cationes por dicha estructura, por otro
lado existe una reduccién en la resistencia eléctrica de la membrana. Hay
evidencias que indican la participacién de la ATP asa dependiente de catt
y‘Mg++ en esta fase, la cual es inhibida por condiciones en que se tiene
un aporte continuo de catt y/o ATP disponibles, lo que resulta en una esta-
bilizacién de las membranas. Por otro lado ya que la estructura fundamen-~
tal de fusién es la bicapa lipidica, ha sido propuesto que las particulas
intramembranales presentes en la zona sénsibilizada para la fusién, deban
desplazarse en sentido lateral para dejar una zona de bicapa libre. Estas
evidencias han sido logradas a través de la técnica de criograbado y crio-
fractura (22),

FASE 3.- Fusién.- El proceso de fusidn per se, se logra por el esta-
blecimiento de enlaces entre las moléculas presentes en las membranas que
se van a fusionar. La capacidad para este tipo de interaccién molecular

podrd manifestarse s6lo después de que la fase 2 ha sido realizada, ElL
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desplazamiento de ca'™ de las membranas en la segunda fase es necesaria
para incrementar la libertad de movimiento de los l1ipidos de la membrana
y posiblementé de las proteinas de membrana, ademds aumenta el nidmero de
sitios de interaccién potencial por un aumento en el niimero de sitios
ionoféricos titulables, generando un desorden general de la estructura,
perturbacién que en un momento dado puede favorecer el enlace y contacto
entre los componentes macromoleculares en las dos membranas.

TeSricamente la fluidéz de la membrana contribuye a que el resultado
de la reaccidn de fusién tenga éxito en dos formas:

Primero: que las moléculas en un fluldo lipfdico tendrfan una mayor liber-
tad de movimiento. ~Esto, junto con el aumento adicional de la libertad de
movimiento y el desorden de las moléculas.resultantes del desplazamiento
del Ca™" aumentaria la oportunidad para una interaccidén exitosa entre las
moléculas de las membranas opuestas que se van a fusionar.

Segundo: una estructura de membrana fluida, favoreceria la rdpida interac-
cibén de los componentes en las membranas opuestas lo cual promoveria una
rdpida reconstruccién de esta estructura a su estado original, despuds de
la fusién,

La interaccibn y posterior fusién de membranas es un ejemplo m&s de
la capacidad de las membranas para actuar como estructuras organizadas ca=-
paces de conducir por si mismas cambios estructurales reversibles y de
significado funcional en respuesta a la presencia de otras membranas y

agentes.



FASE 4.- Estabilizacidn.- Esta fase es esencialmente el proceso re-
verso de la segunda fase, e implica el reemplazo de Mg™+, catt y ATP a
sus sitios originales en la membrana. Esta recuperacién es bloqueada
por factores que limitan la disponibilidad del catt y ATP y la termina-
cién de esta fase, requiere la introduccién de energia al sistema.

El estimulo inicial de la reaccién de fusién no ha sido definido,
mids aln, dado que los agentes que causan la fusidén de membrana son muy
diferentes, es diffcil ver como pueden actuar para inducir una secuencia
con eventos comunes en la membrana a lo largo de los pasos descritos ante-
riormente. .

Rubin y colaboradores (23), sugirieron que la formacién de lisofos-
f4tidos en las membranas, puede promover la fusién ae membranas. Existen
evidencias, que apoyan esta proposicién en forma experimental, las cuales
fueron obtenidas por Lucy y colaboradores (24),al demostrar que la lisole-
citina era capaz de fusionar eritrocitos de gallina '"in vivo", aunque las
células fusionadas eran altamente inestables.

_ Existen una gran variedad de agentes lipofilicos y lipoliticos que
son capaces de inducir la fusién, entre ellos se pueden mencionar el re-
tinol, el dcido. oleico, el monoleato de glicerol, el propilén glicol, la
sacarosa, D1 sfingosina, el sorbitdn monolaureato y la fosfolipasa C.
Esta lista sin duda va a ir en aumento con el tiempo, conforme se acumu-
len evidencias experimentales de fusién de membrana (25, 26) con otros

agentes.



Poste y Allison (12, 27, 28), han propuesto que la formacién de
contactos minimos primarios entre las membranas plasmiticas opuestas,
es suficiente para inciar la reaccién de fusién.

Esta proposicidén se derivé de observaciones sobre el efecto del po-
tencial eléctrico aplicado a la superficie de la célula y en las propieda-
des de la membrana plasmdtica. Dichos autores propusieron que cambios en
el potencial de superficie della célula podrian alterar el potencial
electrostdtico dentro de la membrana lo que genera cambios radicales en
las propiedades electrostdticas de las membranas, lo que ha sido deducido
por la reorientacién de grupos dipolo cargadoé, observados dentro de la
membrana. Esta proposicifén estd apoyada también por observaciones realiza
das en sistemas de membranas artificiales, que han demostrado que la per-
meabilidad idénica es una funcidén del potencial de superficie de la membra-
na. : .

_La rapide% de la reaccidn de fusidn y el hecho de que estd restrin-
gida a regiones limitadas de las membranas interactuantes, indican que
las investigaciones detalladas tanto con técnicas bioquimicas como biofi-
sicas de los cambios de la membrana durante la fusifn, requerirdn un siste
ma experimental en donde un gran ndmero de eventos que se llevan a cabo

a diferentes tiempos puedan ser detectados.



FOSVITINA

La presencia de una proteina fosforilada en la yema de huevo de ga-
1lina fue descubierta en 1900; sin embargo el primer estudio detallado
de la fraccién mds altamente fosforilada, fue hecho por Mecham y Olcott
en 1940 (29), fraccidén a la que llamaron fosvitina; nombre que describe
una protefna con alto contenido en fésforo y que su fuente de obtencidén
es la yema de huevo. Dichos autores aislaron un producto que representa-
ba cerca de un 7% de ia proteina de la yema y que contenia 10% de fésforo
lo que representa cerca del 60% del fésforo de la yema de huevo. GEsta
protefna, con un peso molecular minimo de 20,000 daltones, fue reportada
como homogénea en la ultracentrifuga; pero heterogéneo bajo ciertas condi
ciones de cromatografia por electrofdresis.

Resultados obtenidos por estudios posteriores, la mayoria de natura
leza fisicoquimica, apoyaron la sugerencia de que la fosvitina puede ser
un complejo formado con otros componentes de la yema de huevo.

Los pesos moleculares de los componentes mayores y menores de la fos~
vitina, fueron calculados como 40,000 y 36,000 daltones respectivamente.
El contenido de f6sforo y nitrégeno de esta proteina es cercano al del
dcido vitelfnico, un derivado de la yema de huevo, siendo la relacién mo-
lar nitrégeno/fésforo de 2.7.

Las preparaciones purificadas de fosvitina, contienen 6.5% de carbo
hidratos, que se distribuyen como 6 residuos de hexosa, 5 de glucosamina
(considerados como derivados N-acetilo), y 2 de 4cido sidlico por mola de

proteina.
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Estudios bioquimicos méds recientes han revelado los siguientes
puntos sobre la fosvitina.-

a) La fosvitina contiene un ndmero casi igual de residuos serilo y fosfo-
rilo.

- b) Que por lo menos un residuo de fosfotreonina estd presente en la fosvi
tina.

c¢) La hidr6lisis &cida de la o~fosfoserina 6 residuos fosfoserilo de la
fosvitina, liberan piruvato y amoniaco como productos principales de des-
composicién, cuando se adiciona fésforo inorgénico,

En cuanto a la conformacién de la cadena polipeptidica de la fosvi-
tina, se sabe que la estructura especifica de la misma, depende critica-
mente de la naturaleza de las cadena; laterales de los aminodcidos que la
conforman y que, alteracionmes significativas se generan con cambios del
pH; asi las propiedades conformacionales pueden ser explicadas al conside
rar a la fosvitina como un polielectrolito macromolecular tipico, por lo
que se supone que esta propiedad debe compartir las caracteristicas de
ese tipo de compuestos (5, 6). Esta suposicidn se basa en los resultados
experimentales obtenidos por la medida de la viscosidad; ya que en solucio
nes acuosas 6 en bajas fuerzas iénicas, sus moléculas adquiereﬁ una confi
guracién extendida, como resultado de una fuerte repulsién electrostdtica
entre los grupos acidicos cargados negativamente, de las cadenas latera-
les de los aminodcidos que la componen. Por tanto parece ser que la fos-
vitina es un anidn polivalente a cualduier pH en que se prepara su solu-

.z
cidén.



MATERTIALES

Centrifuga refrigerada. (Lourdes Mod. Betafuge).
Centrifuga Spinco Mod. L5 - 65

Aparato de electroforesis en gel poliacrilamida.
Espectrofotdmetro Zeiss ﬁlko III.
Microcéntrifgga Beckman Mod. 152.

Microscopio Electrdnico Jeol Mod. 100 B,

Monitor de Oxigeno Mod. 55 YSI

Ultramicrotomo Reichert Mod. UmO 3.

METODOS

Obtencidn de Mitocondrias

Aa) Método de Aislamiento. Método de Hagihara modificado porIGreenawalt y
Schaitman (30) en medio "H".

b) Determinacién de Proteina. Método de biuret (31).

¢) Control de actividad respiratoria.

Método Polarogrdfico de la actividad respiratoria mitocondrias.

a) AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA.

Para este estudio se emplearon ratas macho de cepa local, de
250 g; en ayuno 16 hrs. con objeto de eliminar, por utilizacién
metabdlica, el glucdgeno almacenado. El higado se extrajo después
de sacrificar al animal, y se lavé brevemente con agua de la llave
para eliminar la sangre residual. Se transfirié a un vaso de pre-

cipitados que contenia aproximadamente 25 ml de medio "H" (sacarosa



0.07M, D-Manitol 0.21 M, Hepes 0.05M, BSA 0.5 g/1, pH 7.4 con WaOH), a
4°C. Se cortd en pequeiios fragmentos y se lavd dos veces mids con un vo-
lumen igual de medio "H'", con objeto de eliminar sangre y bilis presen-
tes en el tejido.

"El tejido finamenté picado se homogenizé en 40 ml de medio "H"
después de lo cual se 1levd a un volumen de 150 ml, este homogenizado
se filtrd en Nytell de 25, 50 y 110 mallas, y se procedid a distribuir
el filtrado en cuatro tubos de centrifuga de 40 ml, que se centrifuga-
ron por 10 min. a 600 x g a 4°C. Al término del tiempo el sobrenadante
se decantd cuidadosamente, evitando la contaminacién del sobrenadante
con e}ementos del paquete formado y se transfiri6 a otros cuatro tubos,
los cuales se centrifugaron a 7000 x g, por 10 min.; con esta centrifu~
gacifén en el paquete que se forma se obtiene la fraccifn mitocondrial
cruda; el sobrenadante se elimina y dicho paqueté mitocondrial se re-
suspendid en medio "H" con pipeta y se llevaron con el mismo medio has
ta aproximadamente 80 ml. Se centrifugd a 9100 x g durante 10 min.

El sobrenadante se elimind y se procedid como en el paso anterior a re—
suspender el paquete, que se centrifugd nuevamente a 9100 x g por 10
min.

Al final de esta centrifugacidn se obtuvo la fraccifn mitocondrial
purificada en el paquete formado, el cual se resuspendid en un volumen
minimo de medio "H" (aprox. 1 ml), ya que las mitocondrias a mayor con-

centracidn se conservan por mds tiempo (fig. 1).



b) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA
REACCION DE BIURET.
Esta reaccién es para enlaces peptidicos, los que en presencia -

de solucidn alcalina de cobre producen un color violteta caracteris-—

tico de las soluciones de sulfato ciiprico diluido. La reaccidn es:

Péptido + CuSO[‘ + Alcali ————me—emm—o Color Azul Violeta
cadena cadena o o]
polipep. polipep. " "

] {
c —-NH NH -c

R NH /7 ~ y) AN
} + 1 . + NH,, =—cccmcmm——p TN Cu\ NH
c=o0 c=0 3 Ne -NH ’ MH -’
1 ) " "
NH cadena

. o )
1 polipep.
cadena . .
polipep.

M8todo de ensayo:

TUBO 1 2 3 4 5
HZO (ml) 0.5 0.49 0.49 0.49 0.49
Patron de .- 1.0 - - -
albiimina

(100 mg/ml) ml.

Suspensidn de

Mito. C. (pl) - - 5 10 20
NaOH 10%
(ml) 2 2 2 2 2
Colato de
Na. (ml). 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
AGITAR
CuSO4 1% 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

(ml).



Incubar durante 15 minutos a temperatura aﬁbieﬁte para el desarro-
110 del color.

Leer en un espectrofotémetro a 550 nm. La curva estandar se reali-
26 empleando albtmina de suero de bovino.
c¢) DETERMINACION DEL CONTROL RESPIRATORIO DE MITOCONDRIAS AISLADAS.

El control respiratorio se determindé por medio de un electrodo
sensible al oxigeno, cuya sefial se transfiere por medio de un amplificador
a un graficador para obtener el registro grdfico. La comparacién del me-

dio de respiracidén fue:

Reactivo Conc. Vol. Conc. Final

Amortiguador de

Fosfatos. 0.1 M 0.1 ml 3.3 mM

Cloruro de

Potasio. 1.0 M 0.0l ml 0.3 mM

Cloruro de

Magnesio. 0.1 M 0.05 ml 2.0 mM

Substrato Oxida-

ble. ) 0.1 M 0.1 ml 3.3 mM

Medio "'H" - 2.675 ml - -

Mitocondrias 100 mg/ml 0.03 ml 3.3 mg
3.0 ml 1.0 mg

Se deja estabilizar 1a.seﬁal dél electrodo y se ajusta el registra-
dor a 100%, conc de O? se grafica por un minuto y se afiaden las mitocon-
drias. Para determinar la actividad respiratoria se afiade al medio 6mM
de ADP. La cantidad de ADP es limitante y por lo tanto se acaba, las
mitocondrias regresan al estado basal, Estado IV de respiracién que pre-

sentaban antes de la adicidén del ADP, la adicién de una nueva alicuota



de ADP repite 15 estimulacidn de la respiracién (Edo. III), repitiéndo-
se el mismo ciclo ya sefialado cuantas veces-sea necesario para que se
termine el oxigeno disuelto.eh el medio (aproximadamente cuatro veces),
En la figura a se muestra un registro control de esta actividad mi-
tocondrial, y como se calctula el control respiratorio, cuyo valor nos in-
dica la capacidad funcional de la preparacién. Aquellas preparaciones

con valores inferiores a cuatro, no se emplsan por considerirseles no

funcionalmente intactas,
MICROSCOPIA ELECTRONICA

Fijacién, Infiltracién e Inclusién de Organelos Subcelulares Empleando
la Microcentrifuga.
1-) Los tubos de la microcentrifuga (0.4 ml volumen total), se llenan con
una solucién de glutaraldehido al 37 en amortiguador de fosfatos 0.1 M
pH 7.4 v se mantiene a 4°C,
2) Se afiade aproximadamente 0.5 mg de proteina (en no mids de 10 pl de
volumen) y‘se centrifuga durante 30 segs. & bien se deja fijar en suspen-
sifén por dos horas a 4°C en la solucién de glutaraldehido y después de .
este tiempo se procede a‘centrifugar.

Al cabo de las dos horas de fijacidén se retira con pipeta Pasteur
el glutaraldehido y se substituye con medio de lavado que contiene.
3) Dejar toda la noche a 4°C.

Si se quiere postfijar inmediatamente con tetréxido de osmio, se
(o)

hacen cuatro cambios, cada quince min. con medio de lavado a 4°C.



mitoc. ADpP

132 nato

Tmin

CONTROL RESPIRATORIO DE
MITOCONDRIAS AISLADAS DE HIGADO DE BATA

figura a
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Los pasos 4 y 5 se hacen en la campana de extraccién 6 en un
drea bien ventilada, pues los vapores de tetr6xido de osmio son téxicos.
4) Extraer el medio de lavado y reemplazar por tetréxido de osmio al 2%
en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4 a 4°C por 2 horas méximo. Qui-
tar la solucidn de osmio."
5) Lavar con acetoma al 50% a 4°C, 2 veces, 10 min. cada cambio
6) Lavar con acetona al 60%, 2 veces por 10 min. cada cambio
7) Lavar con acetona al 95%, 2 veces por 10 min., cada cambio
8) Lavar con acetona al 100%, por 30 min. a 4°¢. cada cambio
9) Lavar con acetona al 100% por 30 min. a temperatura ambiente.
10) a) Diluir resina completa l:1 con acetona absoluta.

b) Colocar la resina diluida en viales.

Cortar el fondo de los tubos.de la microcentrifuga sin tocar el pa-
quete; desprender por presifén el paquete con un objeto romo; cortar el
tubo y dejar caer el paquete en la resina diluida, evitando su secado en
la interfase.

.c¢) Poner los viales con las muestras en un desecadqr (sin vacio),
que contiene silica gel con indicador de humedad; infiltrar por 24 a
48 horas.
11) Transferir con palillo las muestras a cdpsulas BEEM 6 de gelatina
(00), que contienen resina sin diluir; esperar que las muestras lleguen
al fondo, polimerizar a 60°¢C por 24 hrs. si la mezcla es de duréza para’
navaja de vidrio y 36 a 48 horas, si la mezcla es de dureza para navaja

de diamante.



ATSLAMIENTO Y PURIFICACION DE FOSVITINA

Se procedidé al aislamiento de fosvitina debido a que la fosvitina
comercial empleada en los primeros experimentos, dié resultados satisfac-
torios como inductor de la fusién de membranas, no as{ un segundo lote
comercial. ‘

En base. a lo anterior supusimos que la fosvitina posee un componen=-
te especifico 6 contaminante presente en el primer lote (pero no en.el se
gundo), capaz de inducir efectos sobre la respiracién mitocond#iallas{ co

mo la fusién de membrana, por lo cual se decidié a aislar y analizar la

fosvitina para estudiarla mds ampliamente.
METODOS DE ATSLAMIENTO

1) Método de F.J. Joubert y W.H. Cook. (32).

Este procedimiento se bas6é en la observacién de Mecham y Olcott de
que la fosvitina puede ser precipitada en presencia de una concentracién
dada de sulfato de magnesio,

Método.~ (con ligeras modificaciones al origina}).

40 grs. de yemas resuspendidas en 120 ml de MgSO, . 7H20 0, 4M +

4
3.94 g de MgS0,.7H,0. Se filtraron y la mezcla se agité por una hora,
evitando la formacién de espuma, al cabo de la cudl se centrifugd a 2500
rpm. durante 30 min., el material lipidico que flota, se separé por fil-
tracién y decantacién. 4

El filtrado se diluyé lentamente con un volumen igual de agua; y

se dejé con agitacién durante 2 horas. El precipitado que se forma
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(principalmente fosvitina), se separé por centrifugacién a 2500

rpm/por 30'. El paquete obtenido, se redisolvié en 80 ml de Mg50,,

0.4 M v se reprecipit6. Este precipitado después de separarlo por cen-
trifugacién se disolvid en 10 ml de NaCl al 10% y se centrifugé por 2
horas a 105,000 x g, el lfquido subnatante se reﬁovié cuidadosamente y

se diluy6 en 20 ml de NaCl al 10%, el cual se dializd contra varios cam-
bios de amortiguador de acetatos (0.1 M, pH 4.0), con objeto de precipi=-
tar la lipovitelina remanente, dicho precipitado se elimind pbr centrifu-
gacidén (1300 x g/10'), la solucidén sobrenadante se dializdé contra amorti-
guador de acetatos (0,1 M, pH 4.0) toda la noche, los sdlidos que se
formaron se eliminaron por centrifugacién 15 min. a 7000 x g. El1 diali-
zado se liofilizé.

La fraccidén de fosvitina asi obtenida se.mantuvo en congelacién.
2) Método de Dale K. Mechamm and Harold S. Olcott (29).

Por este método se obtuvo una preparacidn de fosfoproteina que
contenfa cuando menos 10% de fésforo, se aisld de la yema de huevo con
un rendimiento de suficiente para dar por lo menos el 60% del Fésforo de
proteinas totales presentes.

Método.-

A 600 g de yema de huevo de gallina sin la membrana vitelina se

les agregd 300 ml de MgSO4 1.2 M, pH 6.0 (que contienen 120 mg de
-thimerosal, Lilly). La mezcla se agita vigorosamente por una hora sin

que se produzca espuma. A continuacidn se atiaden 3 litros de agua des-

tilada de tal forma que la adicién se lleve a cabo en el lapso de una

hora; se agita nuevamente por una hora y media mis.
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Después de 18 horas a temperatura ambignte (la superficie cubierta
con tolueno), el precipitado suave y pegajoso que se forma se colectd
por centrifugacién; descartdndose la fraccifn soluble a pH 5.9.

El precipitado colectado se resuspendid con 400 ml de sulfato de
amonio 0.4 M y se agité por 45 minutos a temperatura ambiente. La disper
sién se ajusté a pH 4 por adicidn de H2304 6 N.

Después se afadieron 80 ml de amortiguador de acetatos 1M pH 4. La
dispersifn se agitd vigorosamente con 375 ml de &ter etilico y se dejé du
rante toda la noche a temperatura ambiente para la separacidn de fases,
la capa acuosa opalescente se separd y la mezcla restante se centrifugd
para separar la fase acuosa adicional. La fase de &ter se descarté.

La extraccién del residuo (emulsién gelatinosa), se repitié 3 veces
mis con sulfato de amonio 0.4 M en amortiguador de acetato 1M a pH 4, en
la proporcidn previamente usada. Los voliimenes emﬁleados en orden sucesi-
vo fueron de 250, 200 y 200 ml; con el primero de estos voliimenes se agre-
garon 75 ml de &ter, y ningiin volumen de &ter se colectd sino hasta la ex-
traccifn final de saleé. 86lo el Gltimo de estos extractos fue separado.
por centrifugacidn, los dos primeros se quedaron a temperatura ambiente du
rante la noche antes de separar la capa acuosa. FEl residuo gelatinoso in-
soluble se descartd. .

Los extractos obtenidos en el paso anterior de sulfato de aponio fue
ron lavados con una porcién de aproximadamente 200 ml de &ter etilico. Des-
pués de 30 a 45 min. de reposo, la capé acuosa que se separd durante el la
vado se elimind y se filtraron los extractos a través de papel filtro de

poro grueso.
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Los filtrados se agitaron nuevamente con 200 ml de Eter etilico y
las fracciones acuosas se filtraron a través de un vidrio de porosidad
media, cubierta con media pulgada de ayuda filtro de alta fluidez.

El filtrado (pH 4.1), que era perfectamente claro y de color lige-
ramente amarillo, se dializd durante la noche contra 500 ml de sulfato
de amonio saturado mids sulfato de amonio s6lido en exceso (con agitacifn
lenta).

Los sacos de diflisis se transfirieron a dos litros de sulfato de
amonio saturado ajustado a pH de 4 con Acido acBtico glacial en presencia
de sulfato de amonio sdlido.

Despus de la didlisis, se separa un slido gelatinoso de color
blanco, la mayor parte del cudl pudo ser colectado por centrifugacibn.

El resto fue colectado por filtracifn a través de vidrio poroso.

El precipitado colectado se mezcld con 12,5 ml de NaCl 5M y después
se diluyS con agua a un volumen total de 250 ml.

La dispersién viscosa se dializd nuevamente contra varios-cambios de
NaCl 2 M.

NOTA.- Se observd que en el paso de 1a precipitacidn con sulfato de magne-
sio, una dilucidn de la concentracidn a 0.05 M (en lugar de 0.09M), causa
la precipitacifn de produétos que no son fosvitina. Mientras que una con

centracién cercana a 0.03 indujo poca precipitacién de fosvitina.

DIALISIS
La didlisis es el proceso medianté el cual sdlo las moléculas peque-
flas se difunden a través de membranas semipermeables. En el equilibrio la

concentracifin de las molé&culas pequeflas es la misma dentro y fuera de la
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membrana. Las macromol&culas permanecen en la bolsa.

METODO

Para preparar las membranas se empled una solucifn de EDTA 50 pM,
que contiene 0.2 ml/1lt. de mercaptoetanol, el tubo de difdlisis se hirvid
a 90°C por 5 min. y se lavdé despu€s con agua destilada unas 5 veces. A
estas membranas preparadas se les introdujo la muestra, después de sellar
un extremo y se colocd en un recipiente adecuado con el buffer 6§ solucidn

requerida; en frio y con agitaciénm.

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Método de Disco en Amortiguador de Tris.

A) Soluciones.

Solucidn A.- 83.5 ml de buffer de fosfatos 0.6 M pH 7.3, 50g de acrilamida
y 80 g de metilen — bis acrilamida aforf@ndose a 100 ml con agua bidestila-
da.

Solucién B.- 24 ml de 1 N, 18.15 g de tris hidroximetilamino metano y 0.23
ml de TEMED (tetrametilen etilen diamina), agua para un volumen de 100 ml,
ajustidndose el pH'a 8.9,

Solucién C.- 0.14 g de persulfato de amonio en 100 ml de agua.

Solucidén D.- 5 g de acrilamida, 1.25 g de metilen bis acrilamida y agua has
ta 100 ml.

Solucién E.- 12.8 ml ‘de H3PO4 1 M, 2.85 g de tris y agua para un volumen fi
nal de 100 ml (pH 6.9).

Solucién F.— 2 mg de riboflavina en 100 ml de agua. Glicerina en agua 10%.

B) Amortiguador del tanque de Electroforesis.



- 29 -

Solucién Stock.-Tris (3.0 g), glicerina (14.4 g) y agua para un volumen fi
nal de 500 ml (pH 8.3).

La solucién stock se diluyd diez a uno con agua antes de usarla y se em-
pled como amortiguador en el recipiente superior, se agregd 100 ul de una
solucién azul de bromofenol al 0.05% a 500 ml de buffer.

C) Preparacién de los Geles.

Se mezclan: 4 ml de solucién A, 4 ml de solucidén B y 8 ml de solucidn
C. Inmediatamente se 1llenaron 12 tubos de vidrio (9 x 0.7 cm) con alicuo-
tas de 1 ml de la mezcla; cuidadosamente se agregd una capa de agua sobre
la solucidn del gel, para evitar la formacidn de concavidades por retaccién
del gel debido a la polimerizacién. Se requirieron cerca de 30 - 50 min.
para la polimerizacidn de 1la mezcla.

Después de la polimerizacién del gel, se elimind el agua, la parte su—
perior del gel se enjuagd con 0.2 ml de la mezcla del gel espaciador. Esta
mezcla se obtiene, combinando 4 ml de la solucién D, 2 ml de solucién E y
2 ml de solucifn F. Después de enjuagar se 1llend cada tubo con 0.15 ml de
esta mezcla. Nuevamente se aplicd una capa de agua con el propdsito ante-
riormente mencionado. Se colocaron ios tubos con los geles bajo un rayo de
luz fluorescente a una distancia de 5 a 10 cm. Se requirieron aproximada-
mente 30 minutos para la,polimerizaciGn.

D) Preparacién de las Muestras para los Geles.

El buffer de las muestras se prepard, diluyéndo 2 ml de solucién E y
6 ml de glicerina al 10%.

Para una solucién de proteina de 1 mg por ml de concentracién, se di-
luyd una alicuota de 20 pl a 50 pl de muestra con 1 ml de la solucién buffer,

para dar una concentracién final de 2 a 5 mg por 100 plL-



E) Electroforesis

La parte superior del gel se lava con 0.1 ml de la solucién amorti
guadora empleada para diluir la muestré, después de lo cual se aplicaron
100 ~ 200 pl de la muestra, la cual se coloca con cuidado sobre el gel,
para no resuspender el amortiguador del tanque de electroforesis que con-
tiene el colorante trazador. La electroforesis se lleva a cabo a 600 v
y cerca de 3 ma por tubo, por el tiempo necesario para que el colorante mar
cador 1llegue al frente del tubo.

Como la proteina migra como anidén, el &nodo es el compartimento in-
ferior; y el cdtodo estd en el compartimiento .superior.

F) Tincidn.

Los geles se sacan de los tubos de soporte, y son teiiidos con el co-
lorante azul de Coomassie en dcido tricloroac&tico y dcido sulfosalicilico;
cuyas concentraciones y procedimiento se sefialan a :continuacidn:

a) Acido tricloroac&tico 5% + dcido sulfosalicilico al 5%.
b) Azul de Coomassie al 17

c) Metanol absoluto puro

Procedimiento:

El gel se coloed en un tubo de ensayo que contenfa 12 ml del colorante
fresco. La mezcla se prepard con 150 ml de solucidn a, 30 ml de solucién c
y 3 ml de solucién b. ,

Se agitd perifdicamente durante 1 hora y se dejd en reposo durante la
noche. La solucidn colorante se decantd y se afiadié 10 ml de solucién a,
se dejd por varias horas (dé preferencia toda la noche), para eliminar el
exceso de colorante, después se transfirieron a tubos para almacenar & pa-

ra registro fotografico.
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ELECTROFORESIS DE FOSVITINA

Método empleado.

Se corrieron electroforesis eﬁ acrilamida para cada lote de fosviti
na; tanto lotes comerciales, como lotes obtenidos en el laboratorio de la
siguiente forma: ’

Corrida 1.- Correspondiente a la primera separacidn de fosvitina en el la-
boratorio y comparacién de &sta con lotes comeréiales desginados como lote

"antiguo" al lote comercial que se utilizé primero y que dié resultados sa-—
tisfactorios y al segundo lote.(P - 1253; que es lote comercial que no did

el resultado esperado).

Las muestras se corrieron a una concentracién de 1 mg/ml.

El tiempo empleado para su corrimiento fue de 2 horas aproximadamente.

Corrida 2.~ Comparacidn entre fosvitina de separaciones hechas en el labo-

ratorio por 2 diferentes métodos y en diferentes medios de diilisis.

EFECTO DE FOSVITINA SOBRE FUSION DE MEMBRANA

Esquema General

A) Fusién de Mitocondrias
Fusién Mitocondrias - Eritrocitos.
Paso 1.- Preparacidn de mitocondrias y obtencifn de sangre.
Paso 2.~ La sangre se colectd en solucifn salina fisiolSgica (0.9%), con-
teniendo 3 unidades de heparina para evitar la coagulacifén. Aproximadamen
te a 2 ml se les afiadid 0.2 ml de una dilucidn 1:3 de la solucidn de sangre
y por medio de una cdmara de Neubauer al microscopio Sptico se realizd el

6

conteo de eritrocitos; la cuenta globular siempre se ajust6 a 6 7 x 10 —

eritrocitos por ml.
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Paso 3.- Determinacién de proteina en mitocondrias. Control respiratorio
de mitocondrias con ADP.

Paso 4.- Se tomaron muestras para microscopia electrdnica de:

a) Mitocondrias control.

b) Eritrocitos control.

Ambas muestras control son para conocer el estado fisico tanto de
mitocondrias, como de eritrocitos al momento de efectuar el experimento.
c) Eritrocitos + mitocondrias.

d) Mitocondrias 100 mg/ml + fosvitina 10%.
e) Eritrocitos 100 mg/ml + fosvitina 10%.
f) Mitocondrias + eritrocitos + fosvitina 10%.

Del inciso ¢ al f, se incubaron las muestras a temperatura ambiente
durante 20 minutos, después de los cuales se tom§ la muestra.
Serie del inciso f. ‘

PROTOCOLO I

No. de

Tubo 1 2 3 & 5 6 7 8 9 10
Medio "H" 111 11 1 1 1 1 1
(ml)

Mito.50 mg 20 20 - 20 20 20 20 20 20 20
(,_11) ml

Eritrocitos 10 - 10 10 10 10 10 10 10 10
144,000 (1)

Fosvitina - 100 100 5 10 30 60 75 100 200

10 mg/ml (Fl)
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PROTOCOLO II

No. de

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Medio "H" 11 1o 101 1 1 1 1
(m1)

Mito.50 mg 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

(Pl) ml

Eritrocitos 10 - 10 10 - 10 10 10 10 -

144,000 (p1)

Fosvitina - 100 100 - 100 10 10 100. 100 100
10 mg/ml (p1)

CaCl2 (ml) 1 1 1 - - 1 - 1 - 1
2mM )

MgCl, (ml) - - - 1 1 - 1 - 1 1
2my

En primer lugar se variaron las concentraciones de la fosvitina em—
pleada y los lotes de fosvitina que se emplearon; es decir se usaron di-
ferentes lotes comerciales y lotes que se obtuvieron por sintesis en el
laboratorio por dos distintos métodos.

Después de agregar.la fosgvitina, en experimentos posteriores, se in-
cubaron las muestras a teﬁperatura ambiente por espacios de 10 a 30 minu-
tos una serie con agitacifn ocasional y otra en reposo. Inmediatamente
después de la incubacifn, se agregaron las mitocondrias, y se efectud otra
incubacifén de 30 minutos. Las muestras se centrifugaron a menos de 100
x g/10' , se decantaron y se les afiadi6 a cada una un ml de medio "H". Nue

vamente se centrifugaron durante 10', se decantaron y resuspendieron en 0.1
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ml de medio "H" y se prosiguif la rutina del esquema general.
(E1 lavado anterior se hizo con el fin de eliminar el exceso de mitocon-—
drias libres que hay en las muestras).

En algunos experimentos se alterf el orden de adicibn; es decir se
agregaron primero los eritrocitos, despu@s la fosvitina y al dltimo las mi
tocondrias. Despuds de la incubacién con fosvitina se lavaron los eritro
citos 3 veces mis con un ml de medio "H" y se resuspendieron en el mismo
medio para agregar las mitocondrias y en algunos casos el Ca++.

Después se incubaron 30 minutos y se lavaron nuevamente con un ml de
medio "H" 3 veces y se resuspendieron en 0.1 ml de agua para proseguir con
la rutina del experimento.

Los experimentos finales se realizaron empleando Gnicamente mitocon-
drias + fosvitina para poder comprobar y confirmar si la fusifn se inducia

a nivel membranal al comtacto con la fosvitina.



RESULTADOS

La incubacidn de mitocondrias aisladas de higado de rata con fosvi-
tina a una concentracién de 16 Pg/mg de proteina induce una estimulacién
de la actividad respiratoria (Fig. 1) que presenta un retardo en la respues
ta dependiente de la concentracifn, retardo que creemos puede deberse a la
interaccidn en funcidn del tiempo entre la proteina y los sitios de fija-

cién en la superficie de la membrana mitocondrial.

M
l Fv

1-16° (-
2-33  (8)
3-66  (16.5)
4- 100 (25)
5- 166  {41)
6- 248 (62)
7- 33 (83)
8- 500 (125)
?pg Fv en 3 ml de medio
**pg Fy por mg prot. por 3 ml
‘medio

Composicién del Medio
SAG-MANITOL HEPES-BSA (p. 3 ml}
Fosfato-N# (Sorensen) 1.3 mM pH 7.4
Succinate-Na' 3.3 mM pH 74
ADP 700 pMolas.

Figura 1

Efecto de diferentes concentraciones de fosvitina sobre la ac-
tividad respiratoria basal (Edo 1V), de mitocondrias aisladas
de higado de rata. Fl medio de incubacifn se sefiala en la figu
ra, la concentracifn de proteina mitocondrial fue de 1 mg/ml
de medio. El estado activo de la respiracidn (Edo I1I), se in-
dujo por la adicidn de una concentracién limitante de ADP.



La adicibn subsecuente de ADP induce una estimulacién de la respira-
cibn basal generada por la adicifén de la fosvitina; estimulacién que pre-—
senta dos caracteristicas; la primera es que a bajas concentraciomes de
fosvitina si se obtiene una respuesta acoplada al ADP, i.e. control respi-
ratorio, dicha respuesta acoplada se va perdiend6 hasta que, a una concen-
tracién de 16.5 pg/mg de proteinas, {inicamente se observa la fase corres-
pondiente al estado III sin el posterior retorno al estado IV, esta res-
puesta no se observa cuando la concentracidén de la fosvitina alcanza una
concentracién de 62 pg/mg de proteina mitocondrial.

A partir de ;stas observaciones, decidimos analizar si el efecto
de la fosvitina era puramente mecdnico sobre la membrana mitocondrial, &
si en base a la respuesta obtenida a la adici6ﬁ de ADP, era un proceso de-
pendiente de energia. En la figura 2 se muestra el efecto de la adicién
de fosvitina a mitocondrias de higado de rata resuspendidas en un medio
isoténico. (medio "H", véase material y métodos). Como se vé, la fosvitina
en este caso no indujo a 1arestimulaci6n de la respiracién, ni hinchamien-
to; por otro lado, cuando el medio se suplementd con un substrato oxidable
como el succinato, constantemente se encontrd un pequeﬁo cambio en la ve-
locidad de consumo de oxigeno; finalmente en la curva inferior se observa
que una respuesta como la-descrita en la figura 1, requiere de la presencia

)

de un anidn; en este taso el fosfato.
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Figura 2
Efecto de las condiciones del medio de incubacién sobre la

. actividad respiratoria mitocondrial inducida por la fosvi-
tina a una concentracién de 125 pg/mg de proteina mitocondrial.

Para confirmar que el efecto de la fosvitina era un fen6men9 depen
diente de energid; al medio de incubacidn, que contenia succinato como
substrato oxidable, se le afadid un inhibidor de la oxidacién de éste;
la antimicina A, la cual efectivamente bloquea la respiracién inducida por
la fosvitina, (figura 3), esta inhibicidn fue revertida por la adicisn de
un aceptor artificial de electrones, él TMPD (tetrametilen para - fenilen
diamina), lo cudl nos indica que no hay un dafio irreversible de la fun-

cifén mitocondrial por la presencia de fosvitina en el medio de incubacidn.



INHIBICION DEL EFECTO DE LA FOSVITINA POR ANTIMICINA A

T AA Fy TMPG

I l

Figura 3
Dependencia de energia para la estimulacién de la respiracién
inducida por fosvitina (125 pg/mg prot. mitoc.). En presencia
‘de AA, inhibidor del sitio II de la cadena de transporte de
electrones, la fosvitina no estimula la respiracién y la adi-
cién de tetrametilen para fenilen diamina que pasa los elec-—
trones a citocromo b y revierte la. inhibicién por antimicina A.

Dadas las caracteristicas propias de la fosvitina, es decir la abun
A}
dancia de cargas negativas debidas a la presencia de fosfoserina y pensan
do que el efecto de esta molécula ademds del componente funcional tuviera
un componente estructural; decidimos emplear un compuesto que cldsicamen-—
te se sabe actlla como estabilizador de la estructura de la membrana mito-

condrial, dicho compuesto es el catidn divalente Mg++. En la figura 4

se observa que el Mg++ bloquea el efecto de la fosvitina y que cuando la



concentracién del ién alcanza una concentracién de 3.3 mM no sblo revier-
te dicho efecto, sino que se recupera la respuesta al ADP, el cual induce

nuevamente control respiratorio (medido como la transicidn estado ITI-IV).

I mM Mgtt

33mM Mg"*

0Mg**

Figura 4

Efecto de iones de magnesio a diferentes concentraciones, so

bre la estimulacién de la respiracién inducida por la fosvi-—

tina.

Por el momento no podemos aclarar si el papel del magnesio es blo-
quear los sitios de fijacién de la fosvitina-a la membrana mitocondrial o
si éste se combina directamente con ella neutralizando sus cargas negati-
vas y de esta manera neutralizando su actividad; o Eien, evitando el des-
plazamiento necesario para el fendmeno de fusién de las particulas intra-
membranales debido a su capacidad estabilizadora de membranas.

Como se sefiald en la figura 2, aparentemente es un requisito para



que la fosvitina actfle, que en el medio se encuentre presente el anién
fosfato, por lo cual decidimos estudiar su efecto sobre la actividad res-
piratoria mitocondrial, cuando se afiade la fosvitina.

La figura 5 nos muestra que el requerimiento de este anién es de-
pendiente de la concentracidn, ya que a 3.3 mM la actividad es mixima,
sin embargo en experimentos no mostrados aqui, encontramos que en ausencia
del anién, el fendmeno inducido por la fosvitina si se presenta, pero des-
pués de un tiempo de retardo muy largo, lo cual aparentemente nos indica
que este anidén en alguna forma facilita la interaccidn de la proteina con
su sitio de unidn en la membrana, dando como resultado un acortamiento en
el tiempo necesario para la implantacidn de la estimulacidn, mediado por la

fosvitina.

CURVA DE CONCENTRACION DE FOSFATO
1 FV (80pg/mgprot)

330}.|M

660M

1.6 mM
2.5mM
3.3mM

Figura 5

Dependencia de la estimulacién de la respiracién inducida
por fosvitina a 80 pg/mg de proteina, de aniones fosfato.
Se muestra el efecto de diferentes concentraciones del anién.



Debido a que los resultados hasta aqui descritos nos indicaban que
la fosvitina parecia tener dos efectos; el primero de ellos relacionado
con la funci6n mitocondrial y un segundo relacionado con la estructura
mitocondrial, decidimos estudiar al microscopio electrénico éuél era el
efecto gstructural de dicha proteina, sobre las mitocondrias, incubadas en
las condiciones descritas para el estudio de esta proteina sobre la activi
dad respiratoria. A bajas concentraciones de fosvitina (0.5 a 5 pg/mg de
proteina); las mitocondrias no presentan ningfin cambio ultraestructural que
indique cambios tanto de este tipo como funcionales. Sin embargo cuando la
concentracién de la fosvitina se aumenta, dependiendo de las condiciones
experimentales, encontramos que en primer lugar las mitocondrias no sufrian
la transicién clisica descrita por Hackenmbrock (33), de estado condensado
a ortodoxo o viceversa, es decir las mitocondrias sufren aparentemente una
congelacién de su estructura; por otro lado y tal vez mids interesante en-

contramos que las membranas externas de estos organitos subcelulares se

comenzaban a adherir, (figura 6).



Figura 6

y que conforme la concentracién de la proteina o el tiempo de incubacién

se aumentaba, la adhesifn pasaba a ser una franca fusién (figuras 7 y 8).



Figura 7

Esta fusifn no solamente se realiza entre dos mitocondrias sino que
dependiendo también de la concentracién, condiciones y tiempo de incubacién
se obtienen largos agregados de mitocondrias fusionadas (figuras 9 y 10);
estos agregados siempre y cuando el tiempo de incubacidn no sea muy largo,
retienen las caracteristicas de las mitocondrias aisladas, es decir cada
uno de los comportamientos descritos para estos organelos son identificables

(membrana externa, interna, crestas, etc).
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Figura 8

La propiedad de la fosvitina para inducir fusién fue aprovechada
en este estudio para determinar si se podia emplear como mediadora para
fusionar membranas biolgicas de distinta naturaleza y composicién; fue
asi que se incubaron eritrocitos aislados de sangre de rata con suspensio-

nes de mitocondrias aisladas de higado de rata.
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Figura

Figura 10
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En la figura 11, se pueden observar eritrocitos a los cudles se les ha
introducido, por medio de fusidn mediada por fosvitina mitocondrias. N&-
tese en esta figura la deformaci6ﬂ de la membrana del eritrocito debido

a la ganancia de membrana por la fusién de la membrana externa de la mito-

condria con la membrana plasmitica.

TFigura 11

Para asegurar dicha fusidn después de lavar cuidadosamente los eri
trocitos fusionados tanto de las mitocondrias como de eritrocitos libres,

se procedié a determinar la actividad de una enzima presente



exclusivamente en las mitocondrias, dicha enzima fue la citocromo oxidasa
cuya actividad pasé de 0 a 1570 unidades de actividad especifica, medida
por el método polarogrdfico, en presencia de citocromo ¢ afiadido al medio;
cuando la fusifn se permitia por un periodo de 10 min. a temperatura ambien
te y con agitacifdn ocasional. Como la presencia de hemoglobina y otras pro
teinas presentes en el citoplasma del eritrocito hacian dificil la obser-
vacifn directa, se procedid a obtener preparaciones de eritrocitos libres
de - dichos elementos. Estas preparaciones llamadas fantasmas se han'emplea—
do para repetir los experimentos de fusidn ya sefialadas obteniéndose los
mismos resultados descritos con eritrocitos intactos.

Finalmente queremos reportar otra aplicacifn que puede tener esta
proteina aparte del ya sefialado en la fusidn. Una de las preguntas funda-
mentales en el estudio de la fosforilacidn oxidativa es ;Cudl es el papel

. ++ sa . PR .

que tiene el Ca durante la funcidn mitocondrial?, y si es que durante la
respiracidn activa de estos organelos, este catidn tiene un papel dindmico
o estitico; hasta ahora €sta pregunta habia sido précticamente imposible
de contestar ya que a pesar de que se tiene marcadores coloridos sensibles
a este catibn, la sensibilidad de los métodos ha dejado mucho que desear.
Algunos ejemplos de estos compuestos son: el rojo de rutenio y el arsenazo
III, y compuestos fluorescentes como la aurevertina; sin embargo las sensi
bilidades de los métodos han dado lugar a. interpretaciones dificiles y afin

- . o s +H
erroneas en cuanto a la temporalidad de los movimientos de Ca .

Cuando mitocondrias aisladas de higado de rata se incuba en presen-—
cia de fosvitina + Mg , y se induce la actividad respiratoria con ADP,

. ++ - . . .
se produce un movimiento de Ca ', que va de la matriz mitocondrial hacia la

fase citoplasmitica, este calcio sale de la fase M hacia donde se encuentra



la fosvitina donde se combina con ella, creemos que debido a la alta den-
sidad de cargas negativas que poseg, y di lugar a que por un lado la mi-

. - . ++ P
tocondria vaya siendo depletada de su contenido de Ca = endSgeno, por tan
to van perdiendo su capacidad de fosforilar acopladamente; por otro lado

. + PP
el complejo Ca - fosvitifia es fuertemente denso a los electrones lo que
R . . .. . - P ;e
permite su visualizacidn por microscopia electrfnica de transmisidn.
. PR I - ’

En la figuras 12 a 14, se muestran dichos depSsitos, los cuales se
encuentran limitados en su distribucién por la membrana externa mitocondrial.
Cabe sefialar que dichos complejos no difunden a la fase soluble porque el
complejo se encuentra fuertemente unido a los sitios de la membrana con los
cuales interacciona la fosvitina. Cuando la barrera de difusién, que es
la membrana externa, se rompe por las condiciones de incubacifn o por uso
de la preparacidn mitocondrial conocida como mitoplastos, este complejo den
so a los electrones se forma en contacto Intimo con la membrana interna mi-

- ‘. s - = - 2.
tocondrial, lo cual nos indica que los sitios de unifn de la fosvitina, es

tin presentes tanto en la membrana externa como en la interna.
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igura 12

F



Figura 13

Figura 14



DISCUSION

FUSION DE MEMBRANA

La fusifén de membrana para que ocurra requiere que se cumplan 2
eventos cruciales, a) aproximacién y contacto y b) induccidén de la fusién.

En cuanto a la primera fase de la fusidn, debe presentarse un movi
miento de particulas intramembranales (22), que dejen una zona libre de
ellas formada exclusivamente por la bicapavlipidica, que debe tener conti-
nuidad con el resto de la membrana y que debe ademfs mostrar fénémenos con—
sistentes, con la accién de inductores conocidos de la fusién de membrana.

Al presente no se puede dar una hipStesis que explique los mecanis-
mos moleculares responsables de la induccidn de la fusién; lo que si puede
decirse es que es un fendmeno con multiplicidad de caracteristicas fenome-
nolSgicas ya que tiene respuesta positiva a un gram: niimero de inductores
entre los cuales destacan Ca++, polipéptidos,virus etc.

Es claro que el fenSmeno de fusidn representa un estado de tramnsicién
entre dos estados fisicos y funcionales que implican una profunda reorganiza
cién de los componentes de la membrana y en el sentido sefialado por Thom
(34), probablemente representa una catf@strofe limitada.

La secuencia que proponemos para que los eventos iniciales de fusidn
se realicen, es que en primer lugar debe -haber una continuidad estructural a
lo largo de las monocapas de las membranas a fusionar y restringido a la zona
de fusidn; el segundo paso es que‘las monocapas opuestas y cercanas entre
si se rearreglen por medio de micelizacidn generando que lés 1ipidos de am~
bas monocapas se mezclen e intercambien, produciendo una nueva bicapa conte-

niendo lipidos de ambas monocapas. Termodindmicamente esta interaccién es



favorecida por la formacion de fuerzas de Van der Waals entre las cadenas
de 1lipido de la monocapa lejana. )

La ausencia de particulas intramembranales ha sido confirmado en
una gran variedad de eventos que llevan a fusifn tanto en organismos infe
riores, como en tejidos mémiferos, y tejidos embrionarios. -

La fusidn de membrana parece ser un fendmeno bdsico que tieme lugar
durante el ciclo de vida de muchas cé&lulas. Muchas funciones celulares
y respuestas de éstas a su medio ambiente dependen de la fusidn de organe-—
los subcelulares entre si-o con la membrana plasmitica. La secrecidn de
macromoléculas por gldndulas ex8crinas y formacién de lisosomas secunda-
rios son algunos fendmenos que implican fusidén de membranas. Por otro lado
la fusién de membranas plasmiticas se ha demostrado que es un proceso nece-—
sario para el proceso de fertilizacidn, en la conjugacién de protozoarios
y la infeccifn celular por virus.

La ﬁusi6n de membrana también ocurre entre suspensiones de células
o cultivos en monocapa (35). La cual puede ser inducida por virus, especial
mente aquella del grupo de los paramyxovirus y una gran variedad de agentes
quimicos ( 5), fosfolipidos, especialménte lizofosfolipidos (36), etilén
glicol (37), y Ca++ (38); este iltimo ‘también induce fusidn entre vesiculas
de fosfolipidos con carga-negativa en su superficie (39).

La fusidn de membranas puede realizarse no solamente entre aquellas
del mismo tipo sino también entre membranas de diferente origen o clase.
Las caracteristicas generales para que se realice la fusidn son entre otras:

. . . ++
a) Una temperatura mayor a 16°C, metales divalentes (especialmente Ca )

y ATP, los cuales son necesarios para el fenémeno de fusién, pero no para



la induccién de contacto interno entre las membranas.

Varios modelos han sido propuestos para explicar los eventos de fu-
sién (40).

Nuestros datos indican que la fusidén de membranas bioldgicas puede
realizarse si en primer lugar se modifica la carga de superficie de las
membranas a fusionar, esta modificacién favoreceria la primera fase descri-
ta en la literatura, qu es la de que las membranas deben eﬁtrar en contac-—
to fisico, lo cual dispara la segunda fase, que seria larde desarreglo de
la estructura de la membrana como es el desplazamiento de la zona de fu-
sidn de las llamadas particulas intramembranaies seguido del desarreglo
lamelar de fosfolipidos para finalmente continuar con la fusidn propiamen-
te dicha. La culminacién de los eventos seria la separacidn de las membra
nas participantes originando bicapas que contengan elementos de las dos mem
branas fusionadas. '

La fusidén inducida por la fosvitina presenta las caracteristicas de
cualquier inductor descrito; es decir, primero debe interactuar con las mem—
branas due van a fusionarse. La interaccidn queda demostrada por el efecto
profundo que tiene esta proteina scbre la actividad respiratoria de las mi-
tocondrias a las cuales se adiciona. (Véase figura 1 ), dicho efecto pre-
senta una dependendia tanto de anién como de energia pues en ausencia de
cualquiera de las dos o ambas, la fosvitiha no tiene efecto; esto podria
indicar que la interaccién no es al azar pues presenta las caracteristicas
de unidn de compuestos que lo hacen especificamente. Esta primera fase de
fijacién de la fosvitina a la membrana la llevaria’'a un estado "activadoh;

es decir listo para la fusién, dicho estado se caracteriza por la gran



adhesividad que muestran las mitocondrias que se incuban por tiempos cor-
tos con fosvitina. El estado de activacidn genera cambios importantes en
la distribucidn de iones divalentes que se mieven del interior hacia el ex
terior de la membrana interna mitocondrial, ya que como se sefiald en la fi
gura anterior, la fosvitina atrapa iones divalentes probablemente de Ca++,
basados en la gran densidad a los electrones. (V8ase figura ).

El estado de adhesidn ilustrado en la figura 6, implica la formacidn
de una estructura pentalamelar; es durante este perfodo que pensamos se
lleva a cabo tanto e} movimiento de partfculas intramembranales, demostra
do por la técnica de criofractura como la formacién de un estado micelar de
transicidén durante el cual se recambian fosfolipidos de ambas membranas y
finalmente se separan quedando nuevamente dos membranas independienteé,
con estructura de bicapa; como es demostrado por la fusidn de mitocondrias
a eritrocitos, en donde después de la fusidn se detectan estructuras tipo
mitoplasto en el interior de esa célula (Figura1l) y lo que trae como con
secuencia que se puedan detectar actividades enzimAticas exclusivamente
mitocondriales tanto los eritrocitos como en los fantasmas que han sido
sometidos a la fusién mediada por la fosvitina.

Estos estudios pensamos enfocarlos para analizar el estado fisico
de la cadena de transporte de electrones en la membrana interna mitocondrial.
Si 1a cadena se mantiene fisicamente como unidad Gnicamente porque la mem-—
brana interna estd saturada de unidades de cadena de transporte de electro
nes, al colocar membrana interna empleando mitoplastos y particulas sub-
mitocondriales en una membrana mucho mids grande existen 2 posibilidades:

la primera que se difundan y disgreguen los componentes, perdiéndose su



actividad de transferencia de electrones pero conservando sus actividades
cataliticas de cada componente o bien que siga funcionando como unidad
de transporte de electrones, lo cual nos permitiria estudiar cuales son
los mecanismos que la mantienen como unidad no solo funcional sino tam-

bién estructural.
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