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RESUMEN

Las proteinas y los lipidos juegan un rol importante en la es-
tructura y funcion de las membranas celulares y subcelulares.
Diversos investigadores han estudiado acerca de los lipidos
que componen la membrana mitocondrial de muchos organis-
mos y han encontrado principalmente fosfolipidos (cardiolipina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina) y colesterol. La composi-
cion lipidica de la membrana mitocondrial interna (mmi) de nin-
gun helminto se ha determinado hasta ahora. Ascaris suum,
parasito helminto que habita el intestino delgado del cerdo y
metaboliza los carbohidratos hasta acidos grasos de cadena
corta en condiciones anaerdbicas, ha sido utilizado como mo-
delo en estudios de bioquimica comparativa. En este estudio,
se aisld6 mediante centrifugacion diferencial en sacarosa, la
fraccion mitocondrial del musculo de Ascaris y luego se separd
la mmi por centrifugacion en presencia de fosfato de potasio
10mM. La fraccion de lipidos de la mmi fue extraida por el mé-
todo de Folch y aplicada en cromatoplacas para Cromatografia
en Capa Fina (CCF). Mediante ensayos enzimaticos para la
determinacion indirecta de colesterol y triacilglicéridos, y con
CCF se encontr6 que colesterol, fosfolipidos y otro lipido no
identificado, estan presentes en la membrana interna de la mi-
tocondria del parasito. La fraccion de fosfolipidos separada por
CCEF fue extraida de la silica gel con cloroformo: metanol: H,O
(30:50:20) y analizada en Cromatografia de Gases (CG) para
determinar su composicién en acidos grasos. Los acidos olei-
co, palmitico, linoleico y estearico se encontraron en: 8,38;
7,98; 6,39 y 6,28%, respectivamente. Otros acidos como el li-
nolénico y miristico, estaban en menor proporcion (1,65 y
0,50%, respectivamente), similar a lo reportado en otras inves-
tigaciones referidas a la composicion lipidica mitocondrial de
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otros organismos, lo que sugiere un papel importante de estos
acidos grasos para la funcion mitocondrial.

Palabras clave: Colesterol, fosfolipidos, lipidos, membrana
mitocondrial interna, mitocondria.

ABSTRACT

The lipids and proteins play an important role in cellular and
subcellular membranes structure and function. Several re-
searchers have studied mitochondrial membrane lipids from
many organisms, observing mainly phospholipids (cardiolipin,
phosphatidilethanolamine, phosphatidilserine) and cholesterol.
The lipidic composition of inner mitochondrial membrane (mmi)
of none helminthes has been determinate. Ascaris suum, one
helminthe parasite that inhabits the small intestine of pig and
metabolizes carbohydrates to short chain volatile fatty acids of
in aerobic conditions, has been used as a model in compara-
tive biochemistry studies. In this study, the mitochondrial frac-
tion from Ascaris muscle was isolated by means of differential
centrifugation in sucrose and the mmi was separated by cen-
trifugation in 10mM Potassium Phosphate. The mmi lipidic
fraction was extracted by Folch method and applied on plate
for Thin Layer Chromatography (TLC). By mean of indirect
enzymatic assays for cholesterol and triglycerides determina-
tion, and with TLC, cholesterol, phospholipid and other un-
known lipid were found in parasite inner membrane. The frac-
tion of phospholipids separated by TLC was extracted from sil-
ica gel with chlorophorm: methanol: H,O (30:50:20) and ana-
lyzed by Gas Chromatography (GC) to determine fatty acids
composition. Oleic, palmitic, linoleic and stearic acid were
present in 8.38; 7.98; 6.39 and 6.28%, respectively. Others
acids as linolenic and miristic were found in minor proportion
(1.65 and 0.50%), in concordance with reports of researches
about mitochondrial lipidic composition in other organisms that
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suggests an important role of these fatty acids in mitochondrial
function.

Key words: Cholesterol, phospholipids, lipids, inner mitochon-
drial membrane, mitochondria.

INTRODUCCION

Las membranas celulares constituyen un arreglo com-
plejo no uniforme, de lipidos y proteinas. Tradicionalmente se
ha sefialado a los fosfolipidos como los principales constitu-
yentes lipidicos de estas estructuras, sin embargo dependien-
do del tipo y la dinamica de membrana, existen dominios for-
mados por fosfolipidos y colesterol llamados balsas lipidicas
que juegan un papel fundamental en la regulacion de protei-
nas de membrana, asi como en la secrecién y transduccién de
sefiales [3, 5, 9, 16, 18, 25, 28, 31].

La composicion lipidica de membranas celulares de diver-
sos organismos ha sido estudiada [2, 6, 9, 10-12], encontrando-
se que mas del 50% de la membrana celular de eucariotas esta
constituida por glicerofosfolipidos, esfingolipidos, los cuales en
asociacioén con el colesterol, forman interacciones fosfolipido/co-
lesterol. Gloster y col. [10] determinaron la composicién lipidica
de las fracciones microsomales y mitocondriales de homogena-
dos de miocardio humano; Gray y col. [11] analizaron la compo-
sicion lipidica de mitocondrias y nucleos de epidermis de cerdo
y humano; Tuckey y col. [30] purificaron los fosfolipidos a partir
de la fraccién de membrana mitocondrial interna (mmi) de cuer-
po luteo bovino. Asi mismo, Holland y col. [12] determinaron la
composicion de la mmi del cuerpo luteo porcino; Hovius y col.
[13] analiz6 la composicién de fosfolipidos de la mitocondria in-
tacta y de todas las sub-fracciones; Ardail y col. [2] estudiaron
dos fracciones de membrana, de densidad intermedia (sitios de
contacto) entre las membranas mitocondriales interna y externa
de células hepaticas. Los resultados de estos estudios indican
que colesterol, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, cardiolipina,
lisofosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol son los fosfolipidos
predominantes en la mmi de diferentes células, lo que hace su-
gerir que los lipidos presentes en este organelo se han conser-
vado a través de la evolucion [9].

El aislamiento, purificacion y caracterizacion de los com-
ponentes de las membranas biolégicas, dependen en gran
medida de la composicion lipidica de éstas, ya que para repro-
ducir in vitro las actividades y funciones que exhibe in vivo, el
componente en estudio debe ser incorporado en liposomas
(vesiculas artificiales de membrana) cuya composicion lipidica
sea lo mas parecida posible a la membrana en estudio.

Hasta la fecha la composicion lipidica de la mitocondria
de helmintos no ha sido determinada. A partir de los afios 80
el numero de investigaciones en bioquimica de parasitos ha
ido en ascenso y Ascaris ha sido ampliamente utilizado como
el helminto modelo en estudios de bioquimica comparativa, de
diversa indole.
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Ascaris es el gusano cilindrico no segmentado mas
grande que parasita el intestino delgado de humanos y cerdo.
Se ha demostrado que este parasito no metaboliza los car-
bohidratos hasta CO, y H,O como en el huésped mamifero,
sino que su mitocondria funciona anaerébicamente y la gluco-
sa es metabolizada hasta acidos grasos volatiles de cadena
corta (butirico, valérico, metilbutirico, metilvalérico, etc.) [1, 14,
17, 21, 23, 24].

En 1992, Parra [19] y Rojas [22], aislaron respectiva-
mente, los dominios F1 y Fo de la F1Fo ATP sintetasa de As-
caris; enzima multisubunidad presente en la mmi del parasito,
que sintetiza ATP por fosforilacion oxidativa. Para la reconsti-
tucién de este complejo enzimatico a partir de sus dominios
aislados por separados, se requiere conocer la composicion li-
pidica de la mmi del parasito. En virtud de ello se propuso de-
terminar, por primera vez en helmintos, la composicién lipidica
de la mitocondria de Ascaris.

El hallazgo de variaciones en la composicion y/o funcio-
nes celulares entre huésped y parasito, constituyen ademas
una herramienta valiosa para el disefio racional de drogas que
permitan controlar la infeccion.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizé6 Ascaris suum como animal de experimenta-
cion. Los helmintos fueron obtenidos del intestino delgado de
cerdos procesados en los mataderos del Tuy (Santa Teresa de
Tuy, Edo. Miranda) y de Caracas (carretera vieja de Los Te-
ques, Edo. Miranda). Se mantuvieron en solucién salina isoto-
nica durante su traslado al laboratorio y en un periodo no ma-
yor de 24 horas se les extrajo el tejido muscular mediante di-
seccion en frio.

Aislamiento de la fraccion mitocondrial

La fraccién mitocondrial proveniente de 41,6 g de mus-
culo de Ascaris se obtuvo por el método de centrifugacion dife-
rencial en sacarosa, segun describe Saz y Lascure [23].

Obtenciéon de la membrana mitocondrial interna

Para obtener la fraccién de membrana mitocondrial inter-
na se utilizd una modificacion del procedimiento descrito por
Comte y Gantheron [7].

La fraccién mitocondrial proveniente de 20 g de musculo
del parasito se resuspendié en Buffer fosfato de K* 10 mM,
pH: 7,4 y se llevd a un volumen final de 4 mL, ésta se dejo por
20 minutos a 0°C. Se homogeniz6 y centrifugd a 105.000 x g
durante 1 hora en una ultracentrifuga Beckman rotor Ty65,
para separar la membrana mitocondrial externa y el espacio
intermembranal, de la membrana mitocondrial interna conteni-
da en el sedimento.
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El sedimento se resuspendi6 en Buffer Tris/HCI 10 mM,;
sacarosa 0,25 M; pH 7,4 y se centrifugé a 11.500 x g durante
15 minutos en una centrifuga Sorvall rotor SS34 para precipi-
tar los mitoplastos y mitocondrias que no se rompieron. El se-
dimento de 11.500 x g fue resuspendido en Buffer Tris/HCI 10
mM; sacarosa 0,25 M; pH 7,4 (10 mg/mL de proteinas) y soni-
cado 2 veces en frio a 30 watts durante 15 segundos en un so-
nicador de Microtip (P-1, 3, 2mm) marca Microson con interva-
los de enfriamiento de 1 minuto.

El sonicado fue centrifugado a 48.000 x g por 30 minu-
tos a 4°C para obtener en el sedimento la fraccién de membra-
na mitocondrial interna.

Extraccion de lipidos

Los lipidos de la mmi fueron extraidos utilizando el pro-
cedimiento de Folch [8] modificado por Shaikh [26].

Analisis quimicos
Se realizaron determinaciones quimicas a las prepara-
ciones de mmi y el extracto de Folch.

Fosfatasa alcalina. Se determiné la actividad de la fos-
fatasa alcalina por el método monoéster ortofosférico fosfohi-
drolasa de HUMAN. Se agregaron 10 uL de muestra a 500 pL
del buffer (Dietanolamina 1.000 mmol/L, cloruro de magnesio
0,5 mmol/L), se mezcl6é e incubd por un minuto a 37°C y se
agreg6 125 pL del substrato. Se mezcldé y midié el cambio de
absorbancia por minuto durante 4 minutos en un espectrofoto-
metro Microlab 2000 de MERCK. El AA 405nm/min se multipli-
c6 por el factor de conversion 2757 que provee la casa comer-
cial para expresar la concentracion en U/L.

Colesterol. Se determiné la concentracion de colesterol
por el método CHOP-PAP de HUMAN, Para el ensayo se
agregaron 5 pL de muestra y estandar de colesterol (200
mg/dL), a 500 pL del reactivo enzimatico (Buffer fosfato pH 6,5
100 mmol/L, 4-aminoantipirina 0,3 mmol/L, Fenol 5 mmol/L,
Peroxidasa 5 KU/L, Colesterolesterasa>150 U/L, Colesteroloxi-
dasa>100 U/L, Azida de sodio 0,05%), se mezcl6 e incub6 por
5 minutos a 37°C y se ley6 la absorbancia a 546 nm contra
blanco de reactivo enzimatico en espectrofotometro Microlab
2000 de MERCK. Se calculé la concentracion de colesterol
(mg/dL) multiplicando la absorbancia de la muestra por el fac-
tor de calibracion (obtenido al dividir la concentracion del es-
tandar por la absorbancia del mismo).

Triacilglicéridos. Para la prueba se agregaron 5 pL de
muestra y estandar de triacilglicéridos (200 mg/dL) a 500 pL
del reactivo enzimatico de HUMAN (Buffer PIPES 40 mmol/L
pH 7,5, 4-clorofenol 5 mmol/L, iones de magnesio 5 mmol/L,
ATP 1 mmol/L, lipasa = 150 U/mL, peroxidas = 0,5 U/mL, gli-
cerolquinasa = 0,4 U/mL, sodium azide 0,05%). Se incubé la
mezcla por 5 minutos a 37°C. La absorbancia del estandar y
de la muestra se leyeron frente al blanco del reactivo enzimati-
co a una longitud de onda de 546 nm en espectrofotémetro Mi-

crolab 2000 de MERCK. Se calculé la concentracion de triacil-
glicéridos (mg/dL) multiplicando la absorbancia de la muestra
por el factor de calibraciéon (obtenido al dividir la concentracién
del estandar por la absorbancia del mismo).

Separacion de los lipidos por Cromatografia
en Capa Fina (CCF)

La CCF se realizé siguiendo la técnica descrita por
Tuckey y Stevenson [30]. La fraccion de lipidos obtenida en la
extraccion descrita en la seccién anterior, se aplicé 4 veces en
placas cubiertas con silica gel H. de 0,25 mm. La CCF se de-
sarroll6 en hexano: éter dietilico: acido acético (80:20:1, V/V).
Las placas se nebulizaron con 50% H,SO,4y secaron en estufa
a 100°C durante 10 minutos. Los componentes presentes se
identificaron mediante comparacién de sus Rf con los de solu-
ciones estandares de colesterol, triacilglicéridos y fosfolipidos
(HUMAN) aplicados en la misma placa. Se corrieron 4 croma-
toplacas para cada muestra y se incluyé ademas un control
(extracto lipidico de yema de huevo) por cada placa.

Extraccion de fosfolipidos

El componente identificado en CCF como fosfolipidos
fue separado raspando el area de la silica que los contiene.
Esta fraccion fue extraida con 3 volumenes de 5 mL cada uno,
de CHCI3:CH30H:H,0 (30:50:20), se juntaron los tres extrac-
tos y se agregd 10,5 mL de CHClz y 2,7 mL de KCI 0,88%. Se
agitd y dejo reposar hasta la separacion en dos fases, la fase
acuosa se descarto, y la fase organica, que contiene los fosfo-
lipidos, se evapord a sequedad bajo corriente de N, a 40°C y
se le agreg6 0,3 mL de CHCIs. A los viales se les aplico una
corriente de nitrégeno, se sellaron y se guardaron en refrigera-
cién a —20°C hasta su uso.

Perfil de acidos grasos. Cromatografia de Gases (CG)

Se determiné la composicion de acidos grasos mediante
CG, de las fracciones de mmi, extracto de Folch y fosfolipidos
extraidos de CCF. Para esto, las muestras fueron metiladas
como sigue:

Las preparaciones se evaporaron a sequedad y se agre-
garon 2 mL de KOH 0,5N y 10 mL de metanol. Posteriormente
se calentd a 70°C en bafio Maria por 15 minutos, se agreg6 4
mL de trifluoruro de boro en metanol (BF;CH3;OH) al 20% y se
taparon los tubos.

Cada tubo cerrado se calent6é a 70°C por 30 minutos, se
dejo enfriar para después afiadir 4 mL de agua deionizada.
Luego se agregaron 8 mL de hexano, y se agit6 por 10 minu-
tos. De la capa organica se midieron 10 mL y a esto se agregé
8 mL de hexano, se agité por 10 minutos. Posteriormente se le
agrego a la mezcla 0,8 g de Na,SO,4 y se agitd. Luego se filtrd
y el sulfato de sodio remanente se reextrajo con 2 mL de hexa-
no. Los dos filtrados se juntaron, se evapord a sequedad y se
reconstituyé con 1 mL de hexano. De cada preparacién se in-
yectaron 4 yL (por triplicado) en un cromatégrafo marca Shi-
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madzu GC-14B, equipado con un inyector, Splitt-Splittess, una
columna capilar de silica fundida Omega Wax Supelco 320
(30 m, 0,25 m) y un detector de ionizacion a la llama.

Las condiciones cromatograficas fueron: temperatura del
inyector: 250°C, temperatura del detector: 260°C, temperatura
de la columna: temperatura inicial: 200°C; a los 15 minutos se
aumento6 4°C por minuto hasta alcanzar 240°C, el tiempo final
de corrida fue de 35 min. Los tiempos de retencién y areas de
los picos, fueron registrados utilizando Software Shimadzu
Class-vp.

Los acidos grasos se identificaron y cuantificaron usando
como referencia los tiempos de retencién y area de los picos de
los estandares: RM-3 (N° catalogo 1086 marca Matreya) y
PUFA N° 1 (N° catalogo 4-7033 marca Supelco). La concentra-
cién de los acidos grasos se expres6 de manera porcentual.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis quimicos
En la TABLA | se muestran las concentraciones de fos-

fatasa alcalina, colesterol y triacilglicéridos del preparado de
mmi y extracto de Folch.

La actividad de la fosfatasa alcalina ha sido utilizada pre-
viamente como marcador de la membrana mitocondrial exter-
na (mme) en diferentes tejidos [27]. No se detecto actividad de
la fosfatasa alcalina en la preparacién de mmi ni en el extracto
de Folch lo que indica que la metodologia utilizada fue ade-
cuada para obtener una preparacion libre de mme, resultados
que se asemejan a los reportados en investigacion realizada
por Tuckey [30] al purificar la mmi de cuerpo luteo de bovino.
Sin embargo, no se descarta que dichas preparaciones pudie-
ran contener cantidades minimas de proteinas unidas covalen-
temente a lipidos, ya que la pureza de las preparaciones no
fue completamente evaluada a razén de las cantidades de ex-
tracto obtenido.

La concentracion de colesterol en la preparacion de mmi
cruda fue 58 mg% (40%) mientras que en el extracto de Folch
de dicha membrana, se encontré solo 9 mg% (100%). Los re-
sultados obtenidos se corresponden con los reportados en di-

versos estudios donde han demostrado la presencia de coles-
terol en membranas biol6gicas, como la mmi. En tal sentido,
Gloster y Harris [10] encontraron 8 mg% de colesterol en la
fraccion mitocondrial de homogenados de miocardio humano,
mientras que Gray y Yardley [11] encontraron 60% colesterol
en mitocondria de epidermis humana; 47% de colesterol en
mitocondria de epidermis de cerdo.

Por otro lado, en mmi de corteza adrenal de bovino,
Cheng y Kimura [6] reportaron entre 2,2 a 3,4 mol% de coles-
terol, mientras que Holland y Stevenson [12] reportaron
28,4 nmol de colesterol por mg de proteina, en mmi del cuerpo
luteo porcino.

Estos resultados hacen sugerir que el colesterol esta
presente en la mmi de diversos organismos pero que proba-
blemente su concentracion varie dependiendo de cada espe-
cie y/o tipo celular.

Aunque los triacilglicéridos no son considerados lipidos
importantes en la composicion de las membranas biol6gicas,
el hallazgo de este lipido en las preparaciones crudas de mmi
de Ascaris (87mg%) y no en el extracto de Folch parecen con-
tradictorias, si embargo esto posiblemente represente una
reaccion con glicerol endogeno o fosfoglicéridos ya que el en-
sayo utilizado para su determinacion se basa en una reacciéon
colorimétrica del glicerol 3-P después de la hidrolisis enzimati-
ca de los enlaces ésteres de los acidos grasos y el glicerol.
Otros autores también han reportado presencia de triacilglicéri-
dos en preparaciones mitocondriales [10, 11].

Lee y col. [15] en un estudio acerca de los lipidos de
huevos de A. suum, han reportado cantidades considerables
de triacilglicéridos que aumentan proporcionalmente con el de-
sarrollo embrionario de los huevos.

Cromatografia en capa fina

Cuando el extracto de Folch obtenido de mmi fue aplica-
do a cromatoplacas de silica gel, se observaron tres compo-
nentes: uno de color marron en el borde inferior de la placa
(componente 1) con un Rf de 0,04; un segundo componente
de color morado con un Rf de 0,35 (componente 2) y un tercer
componente de color amarillo palido con un Rf de 0,44 (com-
ponente 3) (TABLA II).

TABLA |
VALORES PROMEDIO’ DE FOSFATASA ALCALINA, COLESTEROL Y TRIACILGLICERIDOS EN LA MEMBRANA
MITOCONDRIAL INTERNA DE Ascaris suum | MEAN VALUES OF ALCALINE PHOSPHATASE CHOLESTEROL AND TRIACILGLICERYDES
FROM INNER MITOCHONDRIAL MEMBRANE OF Ascaris suum

Preparacién Ensayo Quimico
Fosfatasa Alcalina Colesterol Triacilglicérido
(UL) (mg%) % (mg%) %
mmi cruda 00,00 58 + 0,02 40 87 + 0,01 60
Extracto de lipidos 0+0,00 9+ 0,01 100 0+0,00 0

" Promedio de 2 determinaciones + 1DE. DE: desviacion estandar.
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TABLA Il
VALORES DE Rf DE LOS LiPIDOS EXTRAIDOS DE LA
MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA DE Ascaris suum
SEPARADOS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA /
RF* VALUES OF EXTRACTED LIPIDS FROM INNER MITOCHONDRIAL
MEMBRANE OF Ascaris suum SEPARATED BY THIN LAYER

CHROMATOGRAPHY
Preparaciones CCF
Valores de Rf

Estandares

Colesterol 0,32 + 0,001

Triacilglicéridos 0,90 + 0,001

Fosfolipidos 0,04 £ 0,001
Control yema de huevo

Componente 1 0,03 + 0,001

Componente 2 0,30 + 0,002

Componente 3 0,92 + 0,001
mmi

Componente 1 0,04 + 0,001

Componente 2 0,35 + 0,002

Componente 3 0,44 + 0,003

" Promedio de cuatro (4) cromatografias.

Los Rf de los estandares de colesterol, triglicéridos y
fosfolipidos fueron 0,32; 0,90 y 0,04, respectivamente. Se ob-
servaron asimismo los tres lipidos constituyentes de la yema
de huevo (control): fosfolipidos, colesterol y triacilglicéridos
con Rf de 0,03; 0,30 y 0,92, respectivamente.

Los componentes 1 y 2 presentes en la mmi se identifi-
caron respectivamente como fosfolipidos y colesterol ya que
sus Rf se corresponden completamente con el Rf de los estan-
dares. Ademas las caracteristicas fisicas (color y forma de mi-
gracion) de los componentes observados fueron idénticos a la
de los estandares.

Por otro lado, el Rf del componente 3 no se corresponde
con ninguno de los estandares, por lo que no fue identificado;
sin embargo, se supone que puedan constituir acidos grasos

libres ya que hay reportes en la literatura que sefialan que en
CCF, éstos migran entre el colesterol y los triacilglicéridos [30].

Estos hallazgos se correlacionan con los resultados de
los anadlisis quimicos: presencia de colesterol, fosfolipidos y
ausencia de triacilglicéridos en el extracto de Folch obtenido
de mmi.

El area ocupada por cada uno de los componentes se-
parados en CCF, sugiere que en la mmi de Ascaris los lipidos
estan presentes en la siguiente proporcion: fosfolipidos >com-
ponente 3 > colesterol.

Mediante CCF, Gloster y Harris [10] encontraron en la
fraccidon mitocondrial de homogenados de miocardio humano
ésteres de colesterol, colesterol libre, triacilglicéridos y fosfoli-
pidos, asi mismo, Gray y Yardley [11] separaron a través de
este método, colesterol, triacilglicéridos y acidos grasos libres
de la mitocondria de epidermis de cerdo y humano; mientras
que Holland y Stevenson [12] aislaron a través de CCF coles-
terol y fosfolipidos de la mmi de cuerpo ltteo porcino.

Es notorio que colesterol y fosfolipidos constituyen un
denominador comun en la determinacion de la composicion li-
pidica de la membrana mitocondrial en diversos organismos,
ademas que la mmi de Ascaris se asemeja en cuanto a sus li-
pidos constituyentes, a la de mitocondrias aisladas de diferen-
tes tejidos del hospedador.

Cromatografia de gases

La composicion en acidos grasos de las fracciones de
mmi, extracto de Folch y extracto de fosfolipidos, se muestran
enla TABLAllly FIG. 1.

En la fraccion de fosfolipidos de Ascaris los acidos oléico
y palmitico mostraron los mas altos porcentajes (8,38% y
7,98%, respectivamente). Diversos estudios han reportado la
presencia de estos acidos grasos en extracciones de fosfolipi-
dos de mitocondria y/o mmi. En tal sentido, Gloster y Harris [10]
reportan 14,45% de acido oleico y 17,7% de acido palmitico en
fosfolipidos extraidos de la mitocondria de homogenados de

TABLA 1l
PORCENTAJE " DE ACIDOS GRASOS EN FOSFOLIPIDOS DE LA MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA DE Ascaris suum /
PERCENTAGE OF FATTY ACIDS IN PHOSPHOLIPIDS FROM INNER MITOCHONDRIAL MEMBRANE OF Ascaris suum

Acidos Grasos Numero de pico mmi cruda Extracto de Folch Extracto de Fosfolipidos
Miristico (14:0) 1 ND + 0,00 ND + 0,00 0,50 + 0,58
Palmitico (16:0) 2 10,74 £ 1,23 9,41 0,07 7,98 + 4,92
Estearico (18:0) 3 14,14 £ 0,10 5,66 + 0,30 6,28 + 2,91
Oleico (18:1) 4 26,30 £ 0,39 10,65 £ 0,90 8,38 + 6,09
Linoleico (18:2) 5 11,47 £ 0,31 ND £ 0,00 6,39 + 3,78
Linolénico (18:3) 6 15,77 £ 0,01 ND + 0,00 1,65+ 1,91
Otros no identificados NI 31,58 + 0,01 74,28 + 0,01 68,82 + 0,01

*Promedio de tres determinaciones £ 1 D.E. ND: No detectado. DE: desviacion estandar.
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FIGURA 1. PERFIL DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES EN EL EXTRACTO

DE FOSFOLIPIDOS DE LA MMI DE Ascaris suum. A. ESTANDAR DE ACIDOS GRASOS PUFA N° 1 SUPELCO; B. ESTANDAR
DE ACIDOS GRASOS RM-3 MATREYA; C. MMI; D. EXTRACTO DE FOLCH; E. EXTRACTO DE FOSFOLIPIDOS. LOS
NUMEROS CORRESPONDEN A LOS ACIDOS GRASOS IDENTIFICADOS. NI: ACIDOS GRASOS NO IDENTIFICADOS /
CUANTITATION OF FATTY ACIDS BY GAS CHROMATOGRAPHY IN PHOSPHOLIPIDS EXTRACT FROM INNER MITOCHONDRIAL MEMBRANE
OF Ascaris suum A. FATTY ACIDS STANDARD PUFA N° 1 SUPELCO; B. FATTY ACIDS STANDARD RM-3 MATREYA; C. MMI; D. FOLCH EXTRACT,;
E. PHOSPHOLIPIDS EXTRACT. NUMBERS CORRESPOND TO IDENTIFIED FATTY ACIDS. NI= NOT IDENTIFIED FATTY ACIDS.
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miocardio humano, mientras que Tuckey y Stevenson [30] en-
contraron 17,08% y 12,38% de acidos oléico y palmitico res-
pectivamente, en fosfolipidos de mmi de cuerpo luteo bovino.

Por otro lado, Holland y Stevenson [12] encontraron por-
centajes de 12,70; 15,54 y 10,11 de acido oleico y 17,15;
11,19 y 10,39 de é&cido palmitico en fosfolipidos de mmi de
cuerpo luteo, corazén e higado de cerdo, respectivamente.

El porcentaje de acido linoleico en mitocondria de Asca-
ris fue de 6,39%, a diferencia de otras investigaciones donde
reportan 15,8% [10] y 14,98% [30] para este acido en fosfolipi-
dos de mitocondria. El porcentaje de acido estearico fue de
6,28 % diferente también a lo reportado de este acido en mito-
condria de otros organismos; 23,61% [10]; 27,9% [30] y 17,91;
10,40; 30,59 [12].

Los acidos linolénico y miristico mostraron los porcenta-
jes mas bajos (1,65% y 0,50% respectivamente) esto se co-
rresponde con estudios realizados anteriormente los cuales re-
portan cantidades bajas o trazas de estos acidos grasos en
mitocondrias [10, 12].

Es importante sefialar que en los cromatogramas de
mmi, extracto de Folch y extracto de fosfolipidos, se observa-
ron otros picos de acidos grasos que no fueron identificados
con los estandares incluidos en este ensayo. En este trabajo,
solo el 31,18% de los acidos grasos del extracto de fosfolipi-
dos fueron identificados. Sin embargo, a pesar de haber utili-
zado métodos de extraccion diferentes a los descritos en los
trabajos citados en la discusion, se observa cierta correlaciéon
en los resultados, lo que supone que los acidos oleico, palmiti-
co, linoleico y estearico constituyen componentes importantes
para la funcién de las membranas de las mitocondrias. Piccotti
y col. [20]; Brand, y col. [4]; Tillman y Cascio [29] han observa-
do una correlacion entre el tipo de acido graso que compone la
mmi con la conductancia de protones y la alteracion en el po-
tencial de membrana.

CONCLUSIONES

La metodologia utilizada resulté6 adecuada en la obten-
cién de una preparacion libre de mme. Esto se evidencioé con
la ausencia de actividad de fosfatasa alcalina en estas prepa-
raciones.

La mmi de Ascaris suum contiene colesterol y fosfolipi-
dos, componentes que estan presentes en la membrana mito-
condrial de otros organismos, lo que indica que dicha composi-
cion se ha mantenido a través de la evolucion.

La composicion lipidica encontrada en la mmi de Asca-
ris se asemeja a los lipidos reportados por otros investigado-
res, en la mmi de diversas células del cerdo, hospedador ma-
mifero de este parasito.

La fraccion fosfolipidica de la mmi de Ascaris contiene
en mayor proporcion los acidos grasos oleico, palmitico, lino-

leico y estearico lo que sugiere una funcién importante de es-
tos acidos en la dinamica de membrana de la mitocondria del
parasito.
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