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ACCION DEL OTOBAFENOL DE Virola aff. pavoris
SOBRE LA PERMEABILIZACION ORIGINADA EN LA MITOCONDRIA
POR EL PROOXIDANTE TERT-BUTILHIDROPEROXIDO

THE EFFECT OF OTOBAPHENOL EXTRACTED FROM Virola aff. pavonis ON THE MITOCHONDRIA
PERMEABILIZATION INDUCED BY THE PRO-OXIDANT TERT-BUTYLHYDROPEROXIDE

Luis Fernando Lopez! , Sigifredo Solano!, Ricardo Torres®, Diego Luis Aristizdbal!,
Dairo Alonso Rendén! y Victor Lemeshko!

Resumen

Se estudit ¢l efecto del antioxidante narural otobafenol, extraido de las hojas de Virole aff. pavonis, sobre la
permeabilizacidn de mitocondrias de higado de rata inducida por el prooxidante fert-butilhidroperoxide. Se mosir6 que
el otobafenol, esencialmente, retrasa la transicidn de permeabilidad de mitocondrias a concentraciones relativamentas
bajas. A concentraciones mas altas, el otobafenol causs la agregacidn de las mitocondrias, ¥ su propia agrepacién en el
medio sin mitocondrias. Los agregados formados de otobafenol también protegieron las mitocondrias de su
permeabilizacidén por el fers-butilhidroperéxido, 1o cual supiere que estos aprepados podrian servir como un “hifer
antioxidante”. Los datos mostraron que la agregacion de mitocondrias, tanto come su hinchamiento, pueden disminuir
la absorbancia de 1a luz en la suspensién mitocondrial. Fue desarrollado un modelo fisico para demostrar que el fenémeno
de agregaciSn aumentaria o disminuiria la dispersién de la luz, cambiando 10s valores de absorbancia. Tanto el modelo
como los datos experimentales mostraron que no sélo la disminucidn de la absorbancia en la suspensién mitocondrial
significa hinchamiento de las mitocondrias.
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Abstract

The effect of the narural antiozidant otobaphenol, extracted from Virola aff. pavonis leaves, on rat liver mitochondria
permeabilization by the pro-oxidant sers-butylhydroperoxide, was studied. It was showed that otobaphenol essentially
delayed permeability transition of mitochondria at its relatively low concentrations. At higher concentrations, otobaphenol
caused the mitochondria aggregation and was itself aggregated in the medium without mitochondria. The formed
otobaphenol aggregates were able to protect mitochondria against their permeabilization by fert-butylhydroperoxide,
suggesting that these aggregates conld serve as an “antioxidant buffer”. The data show that the mitochondria aggregation,
as well as their swelling, could lead to decrease in the light absorbance of mitochondrial suspension. A physical model
was developed to demonstrate that the phenomenon of aggregation could increase or decrease light scattering changing
the absorbance value. Both, the modelling and experimental data, show that the decrease of the light absorbance does
not always mean the mitochondria swelling,
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INTRODUCCION

La importancia del uso de los antioxidantes en me-
dicina para el tratamiento de diferentes enfermeda-
des y la posibilidad de obtencién de este tipo de
sustancias a partir de extractos vegetales justifica
plenamente el estudio de sus actividades biol6gicas.
El drbol Virala aff. pavonis es una especie de la fa-
milia Myristicaceae que se encuentra en la Amazo-
nia, Araracuara y el Magdalena medio colombiano,
y varias especies pertenecientes a esa familia han
sido utilizadas por los ind{genas en sus ritvales cu-
rativos desde épocas precolombinas (Bennett y Alar-
con, 1994). Segin Martinez y Torres (1997), el
extracto de hojas de Virola aff. pavonis posee varios
neolignanos, encontrindose en una cantidad abun-
dante el otobafenol. Se ha mostrado que los fenoles
‘extrafdos de plantas de la familia Myristicaceae po-
seen propiedades antioxidativas (Duggal v Kartha,
1956).

Las mitocondrias son las organelas celulares encar-
gadas de la fosferilacion oxidativa. Durante la sin-
tesis del ATP acoplada con la respiracidn, hasta el 2
a 3% del oxigenc consumido por las mitocondrias
puede ser convertido en productos reactivos de oxi-
geno (Vercesi et al., 1997). Esos productos reacti-
vos, entre los cuales particularmente se encuentra el
radical libre OH" (resultado de la reaccidén Fenton),
desencadenan problemas degenerativos del estado
estructural y funcional de las mitocondrias. Recien-
tes resultados de investigacidn en este campo mues-
tran las alteraciones de cardcter mitocondrial
ocasionadas por varios factores, como un detonante
de los procesos que conllevan al mal funcionamien-
to celular ¥ mds severamente a la muerte celular
{Susin ef al., 1998). De ahi proviene la importancia
del estudio de las propiedades antioxidativas de sus-
tancias sintéticas, o de procedencia natural, y 1a eva-
luacién de su caricter protector sobre el estado tanto
estructural como funcional de las mitocondrias,
cuando estas organelas estdn bajo estrés oxidativo.

Estructuralmente las mitocondrias estin compues-
tas de dos membranas: una interna y otra externa.
La membrana interna mitocondrial se caracteriza por
ser pricticamente impermeable a los iones H*, ga-
rantizando el mantenimiento de su potencial elec-
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troquimico utilizado en la sintesis del ATP mitocon-
drial. Muchos factores (Zoratti v Szabd, 1993), en-
tre estos los prooxidantes, ocasionan el cambio en
la permeabilidad de la membrana interna mitocon-
drial (transicién de permeabilidad) para diferentes
iones y solutos, lo cual conlleva al hinchamiento de
las mitocondrias y puede producir la ruptura de su
membrana externa. En estas condiciones, con la
membrana interna permeabilizada, las mitocondrias
no pueden sintetizar el ATP que es crucial para la
actividad celular, Por lo anterior, la permeabiliza-
cion de las mitocondrias es un claro indicativo de la
induccién de procesos que conducen a alteractones
estructurales-funcionales de las células e incluso a
S0 muerte.

El presente trabajo estudia la posible propiedad pro-
tectora de una sustancia natural, el atobafenol, ob-
tenida de hojas de Virola aff. pavonis (Martinez y
Torres, 1967), contra la permeabilizacién de las mi-
tocondrias inducida por el prooxidante ters-butilhi-
droperdxido (r-BuQOH). El hinchamiento de
mitocondrias causado por su permeabilizacién fue
monitoreado registrando la disminucién de absor-
cidn de 1a luz por la suspensién mitoccondrial {Cle-
land, 1952).

Se establecieron las condiciones Sptimas para la pro-
teccidn de las mitocondrias contra su permeabiliza-
cidn por el estrés oxidativo, y ademas los niveles de
concentracién a los cuales el otobafenol causa una
disminucién brusca de absorbancia, inducida por la
agregacién de mitocondrias. También fue desarro-
llado un modele fisico con base en la dispersidn de
Ia luz dependiente de la agregacion de moléculas y
particulas para explicar estos fendmenos dpticos por
agregacion.

MATERIALES Y METODOS

Las mitocondrias de higado de rata fueron aisladas
por el procedimiento estdndar de centrifugacidn.
Finalmente las mitocondrias se suspendieron en el
medio, compuesto de 210 mM manitol, 70 mM sa-
carosa, 0.02 mM EGTA, 5 mM Hepes/KOH, pH 7.4,
0.3 mg/ml de albiimina de suerc de bovino, libre de
dcidos grasos {Lemeshko, 2001). La concentracién
final de mitocondrias en la suspensién fue alrede-
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dor de 50 mg/ml de protefna. La proteina fue deter-
minada por el método biuret (Gornall et al., 1949).

El hinchamiento de mitocondrias fue monitoreado
registrando la absorcion de la luz por la suspensién
mitocondrial con el espectrofotémetro Turner SP-
850 (USA) a 540 nm, conectado a un registrador
Linseis (USA). Los registros se realizaron a tempe-
ratura ambiente, agitando constantemente la suspen-
sién con ayuda de un agitador magnético instalado
al equipo. El medio de incubacidn estuvo compues-
to de 210 mM manitol, 70 mM sacarosa, 5 mM He-
pes KOH, 5 mM KH,PO,, 5 mM succinato, pH 7.4
(medio MSHPS). Junto con las matocondrias en el
medio se adicionan también 2.5 pM rotenona con el
proposito de inhibir el complejo I de la cadena res-
piratoria mitocondrial. En los experimentos se utili-
z6 otobafenol (8R, 8'R, 7R)-4’-hidroxi-5'-metoxi-3,
4-metilenodioxi-2".7, 8.8’-neolignano, disuelto en di-
metil-sulféxido (10 mg/ml). Todos los reactivos uti-
lizados fueron de grado analitico de 1a firma Sigma.

RESULTADOS

En Iz figura 1 se muestra el efecto en el proceso de
la permeabilidad mitocondrial inducido por el ¢-
BuOOH y el retardo de este proceso debido al an-
tioxidante butilhidroxitolueno (BHT). La curva a es
el control y muestra la permeabilidad mitocondrial
espontdnea cuando las mitocondrias se encuentran
en el medio isoténico MSHPS. La curva b indica el
efecto del prooxidante -BuQOH adicionado dos
minutos después de agregar las mitocondrias al me-
dio MSHPS; se ve una activacién con respecto al
control del proceso de permeabilidad de las mito-
condrias. La curva ¢ muestra el retardo por el an-
tioxidante cldsico BHT en la induccién del proceso
de transicién de permeabilidad debido a la adicién
del prooxidante t-BuOOH. La curva d muestra el
efecto del otobafenol, en una concentracién relati-
vamente alta (100 pg/ml), sobre la suspensién de
mitocondrias. Esta tltima curva muestra que el oto-
bafenol, en vez de retardar la permeabilidad de las
mitocondrias, indujo una disminucién brusca de la
absorbancia, con dos fases. Este proceso de la dis-
minucién brusca de la absorbancia cauvsada por la
adicion del otobafenol fue insensible a la cyclospo-
rina A (CsA), inhibidor especffico del “poro™ que se
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abre en la membrana interna y lleva a la permeabili-
zacién mitocondrial (Zoratti y Szab6, 1995; y refe-
rencizas). Por lo tanto se supone que la curva d no
refleja hinchamiento de las mitocondrias. Analizan-
do la suspensién mitocondrial, visualmente se ob-
servaba la formacién de agregados, y esto puede
afectar los registros de los cambios de absorbancia
en los experimentos.

1.0+

= 0.64

Min

o
o
O

Figura 1. Los cambios de absorbancia de la suspensidn de
mitocondrias inducides por el +-BuQOH, BHT vy otobafenol
{OF). Donde se indica, se ha agregado: mitocondrias (Mc), 0.5
mg de proteina/ml y 2.5 pM rotenona (R) en el medio MSHPS.
a: coatrol; : 300 uM +BuOOH; ¢: 25 uM BHT, 300 uM -
BuQOH; 4. 100 ug/ml de OF

Con el fin de tratar de elucidar la participacién del
otobafenol mismo en cambios adicionales de absor-
bancia no relacionados con el hinchamiento o la
agregacién de mitocendrias, se monitored la absor-
bancia y se realizé una observacién visual de las
muesiras durante la incubacién de solamente el oto-
bafenol en el medio MSHPS (figura 2). Inicialmen-
te, la absorbancia aumentaba alcanzando un maximo
y luego decrecia llegando asintdticamente a un va-
lor bajo de absorbancia. Las cubetas dibujadas en la
parte superior de la figura reflejan esqueméticamente
las cbservaciones visuales en tres etapas del proce-
so de agregacién que experimentaba el otobafenol
durante la incubacidn en el medio acuoso mencio-
nado. Los resultados muestran que ¢l otobafenol
propicia la formacién de agregados durante su in-
cubacién y ellos son los causantes del aumento ini-
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cial ¥ de la disminucién posterior en la absorbancia.
Esta observacion llevé a estudiar con mds detalle 1a
influencia del otobafenol en los procesos de agrega-
cion y de hinchamiento mitocondrial al adicionar
mitocondrias en diferentes etapas de agregacion del
otobafenol en el medio MSHPS (figura 3). La carva
a muestra la adicién de mitocondrias al medio en
forma simultdnea con el otobafenol. Esta curva pre-
senta dos fases en la caida de absorbancia y es pare-
cida a la curva 4 en la figura 1. La traza punteada e
es el comportamiento de la absorbancia cuando el
otobafenol estd incubado sin mitocondrias. En la
curva b las mitocondrias fueron adicionadas en el
instante en que la absorbancia criginada por la agre-
gacién de s6lo el otobafenol alcanza un maximo.
Esta curva muestra una caida de absorbancia, pero
con la segunda fase queda ya mds cerca de la prime-
ra. En la curva ¢ las mitocondrias fueron adiciona-
das en la etapa final de agregacién propia del
otobafenol incubado en el medio MSHPS durante
veinte a veinticinco minutos. En este dltimo caso no
se observd la caida brusca de la absorbancia de la
suspensién mitocondrial; ademds, las mitocondrias
adicionadas en esta etapa de agregacién del otoba-
fenol fueron mds resistentes a la induccién de la
permeabilidad mitocondrial por el prooxidante ¢-
BuOOH (figura 3c), comparado con el efecto del #-
BuOOH en ausencia del otobafenol (figura 34d).

La figura 4 muestra c6mo cambia el efecto del oto-
bafencl en las mitocondrias con alteraciones en la
concentracién del mismo., Aqui, diferentes concen-
traciones de otobafenol se adicionaban un minuto
después de las mitocondrias. Estas curvas muestran
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Figura 3. Los cambios de absorbancia por la adicidn de
mitocondrias en las difersntes etapas de agregacion del
otobafenc! en el medio MSHPS. Donde se indica, se ha
agregado mitocondrias (Mc), 0.5 mg de protefna/ml, més 2.5
LM roterona (R} en el medic MSHES con 100 pg/mil de
otobafenol (OF). ¢: mitocondrias v rotencna fueron agregadas
en forma simultdnez con ¢l otobafenel; b: mitocondrias v
rotenona fneron agregadas en la segunda etapa de agregacion
del otobafenol; ¢; mitocondrias y rotenona fueron agregadas
en la tercera etapa de agregacién del otobafenol y en dos
minntos se adicionaron 300 uM-r-BuOOH; d: mitocondrias y
rotenona fueron agregadas en MSHPS sin otobafenol ¥ en dos
minutos se adicionaron 300 uM--BuQOH
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Figura 2. El cambic de absorbancia de sélo el otobafenol en el
medio MSHPS. El otobafenol (OF) fue agregado en la
concentracion final de 100 pg/ml; los dibujos de la parte
superior representan la observacidn visual de la formacidn de
agregados en la cuobeta. Inicialmente se observa una
opalescencia; cuando la absorbancia es méxima se ven pequefios
agregados y finalmente grandes agregados

Figura 4. Los cambios en la absorbancia de suspension de
mitocondrias causadas por diferentes concentraciones del
otobafenol (OF). Mitocondrias (Mec), 0.5 mg de proteina/ml y
2.5 pM rotenona (R) se han agregado en el medio MSHPS. a:
10 pgéimt de otobafenol; &: 30 Lg/mi de otobafenol; e 100 pg/
ml de otobafenol

dos distintos efectos del otobafenol, dependientes
de la concentracién. Se observa una caida en la ab-
sorbancia que se retarda a medida que la concentra-
¢ién del otobafenol disminuye, mostrando dos fases
para las concentraciones 100 pg/ml (figura 4¢) y
30 wg/ml (figura 4b), pero no se observa la cafda en
la absorbancia de la suspension mitocondrial a una
concentracién del otobafenol de 10 pg/ml (figura 4a).

La figura 5 muestra el caricter protector del otoba-
fenol con una concentracién de 10 pg/ml sobre la
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Figura 5. Los cambios de absorbancia de la suspensién
mitocondrial, inducidos por +-BuQOH y ctobafenol (OF),
Mitocondrias (Mc), 0.5 mg de proteina/ml y 2.5 UM rotenona
(R) se han agregado en el medio MSHPS. a: control (sin
otobafenol y sin +BuQOH }; & 300 pM +-BuQOH; c: 10 pg/ml
de OF; & 10 pg/ml de ctobafenol mds 300 uM +-BuQOH

permeabilizacién de mitocondrias por el prooxidante
+-BuOOH. La curva a es el control (sin otobafenol y
sin +-BuOOH). La curva b muestra que ¢l prooxi-
dante acelera significativamente el hinchamiento de
mitocondrias. La curva ¢ corresponde al efecto de
10 ug/ml de otobafenol en ausencia del prooxidante
-BuOOH y muestra que el otobafenol en este caso
evita la permeabilizacién durante todo el tiempo que
se mide la absorbancia, La curva d muestra que el
otobafenol retarda el proceso de hinchamiento in-
ducido por el prooxidante +-BuQOH.

Aparte de la observacidon visual de agregados, tal
como se menciona al referirse a la figura 2, se vi-
sualizé también esta formacién al microscopio (re-
sultados no mostrados). Por ello se desarrolla a
continuacién un modelo fisico que permite hacer una
interpretacion cualitativa de los cambios de absor-
bancia, su aumento y su disminucién, debido a la
agregacidn.

La ley de Beer-Lambert s6lo considera la absor-
¢ién como criterio de absorbancia, absorbancia que
se obtiene tomande la particula como un disco opa-
€0 cuya drea representa la seccidn transversal efec-
tiva G, “vista” por un fotén de frecuencia n. Si la
frecuencia de la luz estéd lejos de la resonancia, el
irea es aproximadamente cero, y si n estd cerca, el
irea es méxima. La energfa absorbida por la parti-
cula se toma igual a la energfa que incide sobre un
area 6, Sin embargo, cuando las particulas aumen-
tan paulatinamente su tamafio, ademds de la absor-
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cién, la dispersion de 1a luz por las particulas tam-
bién contribuye a la transmitancia (o absorbancia).
Cuando las dimensiones de la particula son del orden
de la longitud de onda o mayores, la difraccién, las
sombras y otros fenémenos de Gptica geométrica pa-
san a ser importantes en la transmitancia de la luz.

Un primer acercamiento al problema de la agrega-
cién utiliza la teoria de dispersion de Rayleigh y Gans
y ¢l fenémeno de sombras. Para particulas no absor-
bentes, de radio a, el coeficiente de exclusién Q =
o/na’ = 6,/ma’ es (Van de Hulst, 1981):

r44

53_1'2 x<<1A p<<l

0 =122 A-1)* x>>1A p<<l (1
2 x>>1Ap>>1

N

Donde x = ka, r = 2x(#-1) y 7 es el indice de refrac-
¢ién complejo de las particnlas cuyo médulo es cer-
canoal.

La seccién eficaz de dispersion obtenida, en cm?, en
términos del volumen de los agregados, es entonces:

ik“[ﬁz -f'v?
4

3 3 4/
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Donde la longitud de onda A = 540 nm se utilizd
para calcular ¢l rango de validez sefialado en la for-
mula anterior,

-

V <<107" cm?

Vs> 107" om®

El proceso de agregacidn consiste en que si inicial-
mente hay Ne particulas por unidad de velumen,
cada una de volumen Vo, ellas se agrupan formando
agregados de volumen V mayor que Vo y disminu-
yendo aparentemente el nimero de particulas a un
nimero & menor que No.

La seccién eficaz de exclusidn total por unidad de
volumen de solucién con N agregados de particulas
dispersoras en el medio es Mg, que no es otro que ¢l
denominado coeficiente de absorcién del medio.
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y=Ngo 3)

La*absorcién” considerada asi no €s mas que ¢l efec-
to de la dispersion en todas direcciones y posible-
mente la absorcidn dentro de los agregados de
particulas dispersoras.

Los resultados se mantienen independientemente del
estado de polarizacion de la luz siempre y cuando
las particulas sean esféricas y homogéneas y que las
distancias entre ellas sean grandes comparadas con
la longitud de onda (muy baja concentracitn).

La intensidad de la luz incidente Jo decrece a medi-
da que hace su recorride dentro de la solucidn. Se-
gtin 1a ley de Beer-Lambert, la intensidad 7, después
de un recorrido x, se puede escribir como:

I=1,-10" )

Por tanto la absorbancia en un recorrido de 1la luz en
una distancia d es:

A=-logT = wlogi =Nod (5
1

El comportamiento de la absorbancia de una con-
centracién pequefia y constante de particulas en el
medio depende del producto instantdneo del niime-
ro de particulas por unidad de volumen de la solu-
cién y de la seccién eficaz de exclusién de una
particula,

Considerando que el producto ¥V permanece cons-
tante (NV = NoVo) en cualquier instante del proceso
de agregacidn, entonces NG se puede escribir como:

NV
ELAS k“‘ﬁz —1‘2V V<< 107 em?
A
NG =1 Ez iNoVakz(ﬁ—l)EV’]’g V =10 cm® (6)
2Van
3}9?”1\101101/‘”3 V>>10" cm®

Si el volumen inicial de cada molécula del otobafe-
nol, con peso molecular 326 g/mol y densidad me-
dia aproximadamente 1.0 gfcm®, es 5.4x10°22 ¢m?,
y si inicialmente se tiene una concentracién de

10

Lopez LF et al.

25 UM, entonces No = 1.5x10'¢ moléculas/cm? y el
producto NoVo serd igual a 7.8x10°.

La figura 6 muestra el comportamiente de la sec-
cion eficaz de exclusion total como funcién del vo-
lumen (ecuacion 6) conlos valores; NoVo =7.8x10%, A=540
nm (k=2m/A) y médulo de i = 1.4. El resultado de la
simulacién determina el comportamiento asintético
de la absorbancia para los casos de muy pequefios y
muy grandes agregados.
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Figura 6. Simulacién de la absorbancia como una funcidn del
volumen de las particulas crecidas de una cierta canridad de
moléculas que se encuentra e el sistema. La figura muestra la
tendencia de la absorbancia (proporcional al coeficiente de
extincién total por unidad de volumeny), utilizando la dispersidn
de Rayleigh ¥ Gans {curva ascendente) y el fenémeno dptico
de sombras (curva descendente)

La forma de la curva de absorbancia al disolverse el
otobafenol en el medic de incubacién (figura 2),
puede entenderse (basados en el modelo fisico an-
tes descrito) si se considera que los agregados de
particulas inicialmente curaplen la condicién de
Rayleigh y Gans, aumentando la absorbancia, hasta
que alcanzan un volumen del orden de 1013 cm® en
muy corto tiempo. De ahi en adelante la seccién efi-
caz de exclusién total disminuye con el aumento de
volumen de los agregados, disminuyendo la absor-
bancia a medida que transcurre el tiempo.

DISCUSION

Clasicamente el monitoreo de cambios en los voli-
menes de organelas celulares se ha realizado regis-
trando los cambios en la absorbancia de las
suspensiones (Cleland, 1952). En el caso de las sus-
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pensiones mitocondriales, el hinchamiento de las mi-
tocondrias va acompaiiado de un aumento del volu-
men de la matriz mitocondrial que permite mayor
transmitancia de la luz y por ende se registra una
caida en la absorbancia de las muestras. En el pre-
sente trabajo se utilizé la absorbancia para el moni-
toreo del hinchamiento mitocondrial.

Se conoce que el prooxidante cldsico +BuQOH in-
duce el aumento de permeabilidad de la membrana
interna mitocondrial debido a la apertura de un
“poro” (Novgorodov ef al., 1991). En la figura 1 el
comportamiento de las curvas a, b y ¢ corresponden
a las tipicas curvag de hinchamiento mitocondrial, a
la aceleracidn de hinchamiento por el estrés oxida-
tivo inducido por 7-BuOOH y al efecto protector del
antioxidante clasico BHT, reportadas en la literatu-
ra (Nogorodov et al, 1991; Gudz et al., 1997). La
curva d (figura 1), en cambio, no corresponde a este
tipo de curvas, debido a una brusca caida de absor-
bancia y la forma de dos fases. Ademads, la cyclos-
porina A, que es un inhibidor especifico de la
permeabilizacidon de mitocondrias, no evitaba el efec-
to de la caida brusca de absorbancia causada por el
otobafenol afiadido a la suspensién mitocondrial (no
se presentan los datos). Esto indica que la caida en
la absorbancia de esa curva 4 no se debe a un au-
mento en la permeabilidad de la membrana interna
mitocondrial que conlleve al hinchamiento de las
mitocondrias. Lo més evidente es que estos cam-
bios en absorbancia eran el resultado de agregacidn
de mitocondrias, 1o que se observé visualmente y
con microscopio dptico. También se confirmé la
agregacion del otobafenol en el medio acuoso sin
mitocondrias, generando cambios en la absorban-
cia, que deben tenerse en cuenta en adelante,

Adicionando mitocondrias en distintas etapas de
agregacién del otobafenol en el medio MSHPS, se
observaban las distintas curvas del cambio de ab-
sorbancia (figura 3). La curva a puede interpretarse
de la siguiente forma: la caida inicial corresponde
predominantemente a agregados de mitocondrias con
el otobafenol como adherente. Estos agregados de
mitocondrias tienen ya un tamafio de particulas cuan-
do se forman, produciendo una caida fuerte en la
absorbancia. La segunda fase mostrada en la curva
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a se forma cuando la agregacidén mitocondrial prac-
ticamente ha finalizado y la agregacién de otobafe-
nol que todavia continda estd produciendo un
descenso en su absorbancia parecido al descenso que
se muesira en la figura 2. Al adicionar las mitocon-
drias en la etapa intermedia de agregaci6n del oto-
bafenol, practicamente desaparece la segunda fase
observada en la curva ¢ (figura 3), porque la segun-
da fase ya estd més cerca de la primera. En la curva
¢ (figura 3) se registra una proteccidn de las mito-
condrias contra la permeabilizacion causada por -
BuOOH, en presencia de agregados de otobafenol
formados durante veinte a veinticinco minutos de
incubaci6n sin mitocondrias. Una posible explica-
cién de la propiedad protectora es que en esta etapa
en la que se han formado grandes agregados del oto-
bafenol en el medio, se mantiene una minima canti-
dad de este otobafenol que es libre de sus agregados
y suficiente para exhibir el cardcter protector contra
la permeabilidad de mitocondrias causada por el
prooxidante -BuOOH. Esta interpretacién fue adi-
cionalmente confirmada utilizando el otobafeno! en
conceniracion de 10 pg/ml, que es suficientemente
baja para que el otobafenol no presente cambios sig-
nificativos en absorbancia por si mismo y no cause
agregacion de mitocondrias (figura 4). Esta baja
concentracién de otobafenol es apropiada para mos-
trar el efecto protector de esta sustancia contra la
permeabilizacién mitocondrial espontanea (figura 4),
o inducida por el prooxidante -BuQOH (figura 5).

Se pudo concluir que el otobafenol, en concentra-
cién de 10 pg/ml, extraido de las hojas de Virola aff.
pavonis, presenta un caracter protector contra la per-
meabilizacién mitocondrial inducida por el prooxi-
dante +BuQOH. La suspensidn de los agregados de
esta sustancia natural, formados a partir de concen-
traciones del otobafenol relativamente grandes (mas
que 30 pg/ml), muestra también el efecto protector
y se supone que puede tener varias aplicaciones
practicas en medicina como un “biifer antioxidante”,
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