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INTRODUCCION

1. La membrana biologica. los diferentes tipos de membrana biold -

gicas atn cuando presentan uniformidad én cuanto a su organizacion (es -
tructura), muestran una gran diversidad de funciones,como son la transduc-
ci6én de energia, la respuesta inmune, el aislamiento eléctrico, la secrecion
de proteinas, la propagacion de impulsos, etc.

Una caracteristica comin en todas ellas, es sucomposicién fundamen-
tal, que es de lipidos y proteinas. Existen evidencias experimentales que
sefialan que los lipidos se encuentran arreglados formando una bicapa(l).
/Que es entonces, lo que permite las diferencias en cuanto a la funcionali-
dad de la membrana?. La posible respuesta a esta pregunta, parece estar
dada por las disimilitudes en los detalles finos, que comprenden, Ia natura-
leza quimica, la disposicién y la relacion entre lipidos y proteinas(l, 2).
Estas diferencias, posiblemente vistas como 'simples', son las responsables
de la diversidad de las funciones membranales(2,3) . La combinacion dg
estudios cspectroscopicos y estudios bioquimicos, han permitido determinar
tanto detalles estructurales como algunas de las relaciones estructura-fun-
cion.

De las membranas intracelulares,la membrana mitocondrial posible-
mente sca la mds interesante, debido a las funciones que descmpefa y a la
topologia tan cormplicada que presenta. A continuacion se seﬁalan algunas
de las caracteristicas mds importantes de la mitocondria, principalmente en
relacion con el prbceso de la transduccion de energia,que es la parte

central de la presente tesis.



1. La mitocondria . La mitocondria es una estructura que presenta unid

membrana exteria, un espacio intermembranal, una membrapa interna, vy una
matriz mitocondrial . La membrana interna se pliega coustituyendo las
comunmente llamadas crestas mitocondriales, por lo tantc su drea Jde su-
perficie es mucho mavor que la de la membrana externa. Esta membrana
es posiblemente la membrana intracelular mds estudiada, debido a la impor-
tancia de sus actividades metabslicas, que incluyen,la transtferencia de

~l

electrones a lo largo de las protefnas de la cadena respiratoria y cl acopla
miento de la energia derivada de este proceso a la fosforiiacion del ADP
(4,5). El paso de electrones entre las proteinas de la membrana ¢s  muy
rapido, se estima que se requiere la interaccion proteina-proicing durante
un tiempo igual al tiempo medio de sus oxidaciones, por ejemplo, en 2l 2aso
de la oxidacién del citocromo ¢ mediante la citocromo oxidasa, se requi-
ere unicamente de dos milisegundos(6). Sin embargo, las interacciones entic
otros componentes redox en la membrana, son rmds lentos como cn el caso
del retardo en la transferencia de equivalentes reductores entré el citocromo
by el citocromo ¢y y entre las flavoproteinas y el citocromo b (7). Se
tienen también reportes sobre el retardo en la velocidad y tiempo medio
de la sintesis del ATP acoplada con respecto a la oxidacién de la citocromo
oxidasa( 6 ).

frrespectivo de los retardos inlicrentes a la transferencia dz eled -
trones y a la transduccion de energia, existen algunos datos que sugieren
que las proteinas de la mitocondria estdn estabilizadas por una interaccion

continua de protefnas( 9 ); se ha planteado quc las protelnas especificas de



la cadena respiratoria estdn ordenadas con un espacio intermoleculasr late-
ral a través del plano de la membrana. Ll hecho de que este tipo de

membranas esté dotado de un alto contenido de proteinas(75%) en compara-
cion con otras membranas de células cucaridticas(7,10) se esgrime como

apoyo a una interaccion proteina-proteina continua .

[La membrana externa contiene un porcentaje pequefo de la masa
mitocondrial, en tanto que la membrana interna, posee entre el §0-95%, de
las proteinas mitocondriales unidas a la membrana y mds del 909 de los
lipidos mitocondriales totales( 2).

Mediante diversas técnicas se ha determinado la existencia de
varias enzimas en la membrana externa dc la mitocondria, entre ellas se
encuentran la Acil Co A sintetasa, la Aminooxidasa, la NADH-Citocremo b
reductasa, la Citocromo b5 glicerol fosfato acil transferasa,la Fosfolipasa
Ao 2 ), y recientemente una proteina Fe-S(11) .

1. Transformaciones estructurales acopladas al estado energizado. En

la mitocondria, paralelamente a los cambios de energizacion, se presentan
transformaciones en la conformacion de la membrana(7,12,13,14 ). Tales
cambios se observaron inicialmente en mitocondrias aisladas de higado de
rata y en células estructural y funcionalmente intactas(15. En la actualidad
se reconoce que los cambios estructurales se presentan universalinente ein
todas las membranas transductoras de energia, irrespectivo del tipo celular
de donde sc aislen estas membranas .

En mitocondrias metabdlicamente intactas, se observa en forma
consistente, una configuracion condensada de la membrana interna plegada
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al azar, sin una clara distincion entre las crestas y la matriz, Durante la
energizacion cou sustratos respiratorios y el subsecuente inicic de In fosfo-
rilacion oxidativa con ADP,ocurren variaciones estructurales ciclicas en la
membrana(incrementos en volumen y condensaciones), las cuales son com-
pletamente blogueadas tanto por inhibidores del transporte de electrones
comwo por inhibidores y désacoplantes de la fosforilacion oxidativa(7,12 ).
Dichos cambios han sido estudiados por microscopia electrénica de barrido
criograbado y cricfractura(l2, 16,17). lLa interpretacion cgeneral de estos
datos es parcialmente consistente con el planteamiento de la hipdtesis con-
formacional(18). Sin embargo, la carencia de conceptos contundentes, los cua-
les puedan servir para el entendimiento del mecanismo de la conservacion
de la energia, revela lo inadecuado del conocimiento existente en la organiza-
ci6n molecular y su interreiacién con los eventos metabdlicos que ocurren
en esta membrana. l.as observaciones de las transformaciones estructuia-
les que suceden durante los procesos energétices, demuestran que esta mem-
brana puede sufrir una rdpida reorganizacitén de la superficie, lo cual requi-
ere de un alto grado de flexibilidad, plasticidad, y tal vez un alto grado de
libertad de movimiento de los componentes membranales. En parte,esto
parcceria contradecir el sefialado alto porcentaje de proteinas integrales,

lo cual ciertamente tiende a vestringir la plasticidad y flexibilidad de las
membranas. Es cn base a este contexto que se examinan detalles de algu-
nas de las caracteristicas en la organizacién molecular de la membrana

mitocondrial interna.



2. Transiciones de fase de lipidos y movilidad translacional lateral dc

las proteinas integrales. Los fosfolipidos mitocondriales bajo condiciones

fisiologicas, existen en varios estados o fases(termotrdpicas o mesomaoriis-
mo liotropico), (19). Una de lis fases caracteristicas es la L« " la cual
presenta una organizacioﬁ de rango largo que corresponde a un estado de
cristal liguido lamelar{(.) v,una organizacitn de rango corto, que corresponde
a un estado de parafina liquida( =) . Esta fase L. confiere suficiente movili-
dad a la membrana permiticndo la interaccidn entre sus componentes. Al
efectuarse estudios de barrido calorimétrico diferencial(DSC) en combina-
cion con microscopia electrdnica con la técnica de criofraciura tanio  en
mitocondrias intactas, como en mitoplastos(lG, 17), se encontrd que existe una
distribucion similar de los componenties proteicos en preparaciones de mito-
condrias y mitoplastos de higado de rata,corazén y levadura(16). Sin embargo
se observo una diferencia en la distribucion asimétrica de particulas intra-
membranales entre membrana interna y membrana externa. J.a mavyoria de
las particulas, se localizan en las monocapas de las dos membranas que ven
hacia la matriz. Es decir, la matriz citoplasmdtica para el caso de la mem-
brana externa y de la matriz mitocondrial para el caso de la membrana
interna. Las caras expuestas por la fractura de la membrana mitocondric:l
enfriada lentamente desde 30°C a 10°C presentan,en el caso de la mem -
brana interna, una alta densidad de particulas iatramembranales distribuidas
al azar, las cuales posiblemente representan proteinas integrales intercaladas
en la porcién hidr6foba 'de la bicapa(7, 10). Esta membrana intcrna muesiia
aproximadamente 6 000 particulas/ y?,a diferencia de la membrana cxterna,
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que presenta aproximadamente la mitad(i6).

IEn la membrana interne, las particulas mds pequefias presentan un
didmetro entre 4 y S5 nim, mientras que aproximadamente el 709 de las
particulas miden entre 10 y 18 nm de didmetro a diferencia con otro tipo
de membrana de células cucarvidticas. Iste alto contenido de particulas de
tamaflos variados podria . corresponder a las proteinas de la cadena respira
toria que comprenden los citocromos(excepto citocromo ¢) ,y varias des
hidrogenasas unidas a la membrana,ademds de subunidades no cataliticas de
la ATPasa y varias proteinas translocadoras de iones y sustratos. l.as
particulas ocupan 'aproximadamente un tercio del drea de superficie de la
membrana(ls, 17); ademds las proteinas que las constituyen presentan un
requerimiento de espacio para su movilidad lateral translacional. El poten-
cial Vpara esta movilidad puede ser considerableinente alto, siempre y cuando
la bicapa lipidica sea fluida y que las proteinas no estén estabilizadas por
una red continua y rigida de proteina-proteina.

Cuando las mitocondrias son enfriadas lentamente hasta 0°C, por
debajo de la temperatura de transicidén exotérmica, se presenta una clara
separacion lateral entre regiones ''lisas', libres de particulas y regiones
ricas en cllas en la cara hidrofoba de la membrana externa. Tal separa-
cién estructural no se manifiesta en la membrana interna. Sin embargo, si
la mitocondria intacta es congelada lentamente hasta -8°C, se presenté n
separaciones laterales tanto en la membrana interna como en la extewna.
Tal separacion lateral termotrdpica protagoniza posiblemente la agregacion

de las particulas y es muy probable que sea el resultado del crecimiento
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de las regiones que excluyen proteinas durante las transiciones de la fase
lipidica cristalina a un estado de gel en la bicapa, como lo indican estudios
de calorimetria diferencial de barrido( 7 ) . Estas separaciones laterales
termotropicas de los componentes tanto de la membrana interna como ex-
terna son completamente reversibles(7),va qtje la rdpida desagregacion, la
libre difusion lateral y la completa dispersion al azar de las particulas intra-
membranales ocurren en la membrana cuéndo se incrementa la temperatura,
lo cual es consistente con las propiedades de fusion de la bicapa membranal.
De considerable significacién en estos estudios, es la determinacion de que
la separacion lateral entre las proteinas integrales y el estado de gel de la
bicapa,asi como la reversa de esta separacién en la membrana transductora
de energia, no altera en lo absoluto la cadena respiratoria y la fosforila-
ci6én oxidativa. Las mitocondrias equilibradas a -8°C durante 8-15 minutos
y llevadas a 30°C, son totalmente eficientes en la fosforilacion oxidativa vy
presentan el mismo grado de control metabélico que mitocondrias no trata-
das bajo estas condiciones(7).

Los datos referentes al alto grado de fluidez de la membrana mito-
condrial a temperatura fisiol6gica, son consistentes con el conocimiento de
la composicion lipidica de la membrana. El contenido de lipidos en la mito
condria es bajo(25-27%) en relacién con otro tipo de membranas biol6gicas
(2,7,19). Sin embargo, contiene un porcentaje alto(90%) de glicerofosfolipidos
(20), como fosfatidilcoiina,fosfatidiletanolamina,cardiolipina y fosfatidilinositol.
La fosfatidilcolina y fosifatidiletanolamina representan aproximadamente el 807:

de los lipidos de la membrana interna y colectivamente contienen un 53 %

7



dcidos grasos 1lsaLumduq(20) Ia cardiolipina a su vez, s¢ localize oxoiusive
mente en la membrana interna y contiene un Y0OY, de dcidos grasos dnsutu-
rados, de los cuales, un 809 esti constitufdo por el dcide oleico(lz + 1 )y
dcido linolecico (18 : 2),(7).

Las transicicnes exotérimnicas, que se presentan a bajas temporailiras
en la membrana, interna mitocondrial, son consistentes con la reizcion total
de fosfolipidos saturados e insaturados en la membrana, que es de 0,00,
ademds de la ausencia total de colesterol. Ep comparacion, pueds hicerse
notar que la membrana externa preseita un rango mayor de fcinperatura ¢
su transicién exotérmica,asi como una relacion de fosfolipidos saturados-
insaturados de 1.75,y una relacidn molar de colesterol-fosfolinidos de 0,172

(7)

I_.a membrana interns, que es la transductora de energia, ostd con

ida por un 759, de protefnas,de las cuales entre el 60 y 70 ¢, son integrales
(2i);la mayoria de estas Gluimas son mewholicamente activas, probatlemanic
globulares(22), v asociadas hidrofobicamente con las cadenas hidrocarbonadas
de los lipidos.

El papel de la estructura de la membrana en la funcidn de los sis-
temas multienzimaricos del transporte de electrones y de la fosiorilacion
oxidativa se ha estudiado por varios grupos de trabajo. El problzima central
concerniente es cOmMoO estas enzimas interactfuan unas con otras y qué t;in
necesaria es la membrana para esta interaccion, la pregunta que se plantea
es;jestos complejos estdn ensamblados en forma fija, o difunder latcraimente

1

en forma independiente unos de otrog intcraccionando solaimente cuando elics



| colisionan?

Debido a los rdpidos eventos sccuenciales involucrados en la fosfo -
rilacién oxidativa, muchos investigadores son atraidos por la hipotesis que
los componentes involucrados estin organizados en complejos(2) y que éstos
a su vez se organizan en multicomplejos(7,9 ). En apoyo a esta hipdtesis
existen datos en base a cdlculos efectuados en consideracion a las proteinas
totales de la membrana, encontrandose que solamente el 409, de la super -
ficie membranal interna parece estar cubierta por una bicapa lipidica,
estando el resto ocupado por proteinas(23,24). Sin embargo, si los cdlculos
se basan soélo en las proteinas integrales de la membrana, se establece que
dos tercios de la superficie estdn ocupados por los fosfolipides y cl resto
por las proteinas(25). En este contexto se plantea que la difusién lateral de
los cofnponentes proteicos en el plano de la membrana interna puede ser un
factor importante para la interaccién de las proteinas integrales bajo condi-
ciones fisioldgicas. Sin embargo, se considera que la capacidad de difusion
lateral no necesariamente es el mecanismo principal por el cual la interac-
ci6én ocurre, sino que tanto la difusiéon como la existencia de complejos multi-
enzimdticos ensamblados pueden tener un papel importante en el transporte
de electrones y sintesis de ATP,debido a que la cadena respiratoria y el
sistema de sintesis de ATP constituyen entre el 30 y 40 9 de las proteinas
totales de la membrana interna mitocondrial;el resto, se atribuve a enzinﬁas
translocadoras de iones y sustratos y posiblemente a proteinas estructurales
(26) .

Una manera de estudiar la difusion de componentes membranales es
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utilizando pelicationes, como la ferritinag, que se une electrostiticamente a

la superficiec de la membrana interna y que inhibe tanto la actividad de Ia
citocromo oxidasa como la actividad de la permeasa de succinato(Z7), proposr-
cionalmente al grado y localizacién dc su interaccion. Debido a la union
electrostdtica de la ferritina en la supcrficie de la membrana, se pucde
analizar la distribucion del ligandc unido a la superficie, simultancamente
con la localizacidn de las partfculas intramembranales en la cara hiaréfoba
Asi, el policatién se une a grupos anidnicos en la superficie de la membrana
transductora de energia, migrando lateralmente con las proteinas integrales
de la membrana durante la transicion del estado cristalino iiquido a un
estado de gel( 7).

3. La fluidez y su funcién en la membrana transductora de energia .

Cuando en la membrana interna mitocondrial, se analiza la actividad meta-
bélica, en funcién de la relacion del tiempo medio entre la oxidacién dzalgu-
nos componentes redox y la sintesis de ATP,es diffcil establecer una rela-
ci6n en términos de un accplamiento fisico entre los componertes redox y
la ATPasa. En el caso del tiempo medio dc oxidacién del citocromo c-oxi-
dasa,que es de 0.5 mseg( 7),la sintesis de ATP acoplada a esta oxidacién
muestra un retardo considerable en la velocidad y tiempo medio, el cual es
de 100 mseg(8, 28),tal retardo puede racionalizarse en términos del tiempo
requerido para los cambios conformacionales de los componentes redox y
la ATPasa durante el acoplamiento conformacional en la membrana,c el
tiempo requerido para establecer el gradiente proton-motriz a través de la
membrana para generar ATP. Considerando la naturaleza fluida de la mem-
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~ brana transductora de energfa.tal retardo puede también scr explicado por
la interaccion de algunos de los componentes de difusion macromolecular en
toda la reaccion durante la cual la energia oxidativa es transducida.

La velocidad de desplazamiento lateral de los citocromos en la mem-
brana interna puede ser una limitante para la interaccion del citecromo ¢
con el citocromo a en la cadena respiratoria. Asimismo, para los tiempos
de oxidacion del citocrome b y las flavoproteinas(6 ), el tiempo de retardo
en la transferencia de equivalentes reductores a la cadena de citocronos
desde succinato y NADH deshidrogenasa es consistente con la relacion del
contenido de deshidrogenasas y la cadena de citocromos en la membrana,
la cual es de 1:10(6.). En este caso, la ubiquinona parece funcionar como
un componente redex que ''va y viene' entre la deshidrogenasa y les cito-
cromovs b para liberar equivalentes a la cadena de citocromos(29) . Tal
libertad de movimiento requerida para estos eventos metabdlicos estd dada
por: un medio ambiente lipidico altamente fluido, consistente con la baja
viscosidad de aproximadamente 0.1 p a 30°C, determinada para la fase
lipidica de la mitocondria(30);la alta movilidad de las cadenas hidrocarbo-
nadas de los fosfolipidos{(detectada por espectroscopia de NMR-carbono 13);
vy la carencia total de colesterol(31) .

En lc que respecta a las proteinas integrales de las membranas biolo-
gicas, la movilidad lateral translacional debida al movimiento Browniaho
ocurre con un coeficiente de difusion de aproximadamente 5x10-%cm?Zseg~!
(32, 33), el cual es semejante a un desplazamiento molecular de 100 nm/seg.

En el caso de las proteinas integrales de la membrana transductora - de

11



energia mitocondrial, el potencial de difuzion lateral puede ser maycer gue
10 nm x 100 mscg“i(’7) .

| ILa complcja organizacion estructural y funcional de los seres vivos
epende de la constante disponibilidad dc energia quimica, principalincite en
forma de potenciales electroquimicos o de enlaces de alta energia.

El mecanismo por el cual la energia libre liberada durante el tiuns-
porte de electrones se acopla a la sintesis de ATP tanto en organclos foto-
sintéticos como respiratorios, es de fundamental importancia y ha sidc zu-
jeto dc cxtensivas investigaciones en varios laboratorios en los ltimos
afios. Iistos estudios han generado sugerencias constructivas e interesantes,
pero ne plantean la respuesta definitiva a Ia pregunta sobre cual cs 1o
naturaleza del acto primario de la conservacidn de la energia. La conserva-
cion primaria de la energiz tanto en crganelos fotosintéticos como respira-
torios probablemente ocurre en locus membranales similares, los cuales se
localizan en la membrana osmdéticamente activa. La integridad de la mem-
brana es un requcrimiento estricto para el propio funcionamiento del aparato
de acoplamiento energético, lo que hace extremadamente dificil recolver su
mecanismo en detalle. Sin embargo, recientemente se han utilizadc mold -
culas fluorescentes(34-37) y paramagnéticas(38-40) para el estudio de Jas
membranas biolégicas, lo que da una nueva panordmica para la solucién del

problema |

L. LA FLUORESCENCIA COMO METODO DE ESTUDIO DE  LAS
MEMBRANAS BIOLL.OGICAS.

La metodologia que se describ

©)

en este trabajo involucra la intioduc-
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cién a la membrana mitocondrial de una molécula, que presenta propiedades
fluorescentes: el bromuro de etidio. En general,el uso de agentes fluores-
~centes presenta dos limitaciones. La primera es que la introduccion de
moléculas extrafias podria perturbar en cierto grado,el orden e interac -
ciones moleculares del sistema en estudio. La segunda es que, en un
sistema de ensamblaje tan complejo como la membrana,es muy dificil
conocer, la localizacién precisa del cromoéforo. Sin embargo estos dos pro-
blemas no son insuperables.

La informacion basica contenida en las mediciones de emision de
moléculas fluorescentes se relacionan con el micromedio ambiente que r1o-
dea al croméforo. Por esta razén,la fluorescencia no es aplicable para
resolver problemas estructurales o dindmicos a un nivel atbmico, pero es
un método ideal per su simplicidad y sensibilidad en las mediciones para
localizar eventos en porciones moleculares restringidas,de un sistema tan
complejo como lo es la membrana biologica.

Los métodos fluorescentes tienen la ventaja de tener una sensibilidad
de varios ordenes de magnitud mayor que la que preséntan los métodos
paramagnéticos;tal sensibilidad hace utiles a los métodos fluorescentes en
el estudio de reacciones bioldgicas especificas. Asimismo un gran namero
de moléculas fluorescentes presentan una sensibilidad muy alta a la polari-
dad del medio ambiente,asi como a movimientos moleculares, estos dos fac-
tores ofrecen una ventaja importante sobre pruebas de resonancia electro-
nica del spin(ESR), las cuales responden unicamente al movimiento molecular.

La aplicacién de técnicas fluorescentes en los sistemas biolégicos
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implica la participocion de cromdéforos fluorescentes con diversas caracteris
ticas. A continuacién se da una clasificacion de este tipo de molcéculas .

1. Clasgificacion de los monitores ﬂuorescenteg_ . Los cromé6foros

pueden ser intrinsecos al sistema,tal es el caso del triptofano en las
proteinas, y extrinsecos, en cuyo caso se¢ les llama rastreadores fluorescen-
tes, siendo estos Gltimos los mds ampliamente utilizados en los estudios de
sistemas biologicos. Les rastreadores fluorescentes se clasifican en tres
grandes grupos, los cuales se caracterizan por el tipo de interaccidn con
el sistema en estudio .

1. Moléculas i6nicas o electrostiticas. Son moléculas con carga
gléctrica neta, por lo que pueden ser atraidos por cargas opuestas localizadas
en la superficie de la membrana;esto produce una alteracién de la fluores-
cencia asociada al movimiento del fluordforo, del medio acuoso a la mem-
brana,y viceversa(34, 35) .

2. Compuestos que se unen covalentemente a grupos especificos de
la membrana formando aductos fluorescentes. La unién covalente tiene la
ventaja de que su interaccidén a los sitios de unibn se puede determinar por
métodos quimicos que involucran la degradacion del sistema. Al mismo
tiempo, si su unién es en sitios de importancia funcional, probablemente in-
terfieran de manera signiﬂcativa con las propiedades bioquimicas del sis-
tema .

3. Quelantes fluorescentes. Estos reactivos se unen a iones con una
alteracién concomitante del espectro de fluorescencia,la cual muestra la

interaccién caracteristica con los cationes unidos a la superficie de la
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membrana(4l, 42) .
En la tabla 1 , se muestran algunos de los croméforos mds comun-

mente usados para el estudio de los fendmenos membranales .

2. Mediciones del potencial transmembranal y gradiente de pl en mem-

branas transductoras de energia . lL.os cambios en el potencial trans

membranal( AY) vy en el gradiente de pH( opH ) son eventos esenciales en

las células y organelos, debido a que controlan las funciones bdsicas celula-
res. La propagacion del impulso nervioso, la transduccién de energia y la
incorporacion de iones y metabolitos son algunos de los procesos que di-
rectamente dependen de la magnitud y transcurso deayy/o ApH . Con
referencia a la fosforilacién oxidativa, uno de los postulados centrales de la
hipotesis quimiosmotica(4,5) es la existencia del gradiente del potencial
electroquimico de protén(fuerza protonmotriz) a través de la membrana mito-
condrial, el cual estd constituido de un potencial transmembranal y de un
gradiente de pH. En mitocondria, el potencial de membrana se ha considerado
como el componente mids relevante del gradiente del potencial electroquimico
de protén. Sin embargo, la determinacion tanto del gradiente eléctrico como
quimico es fundamental para el conocimiento del mecanismo de la fosforila-
cion oxidativa y del transporte de iones en la mitocondria .

En situaciones en las cuales es practicamente imposible la utilizacién
de microelectrodos, el A¥y el ApH se han determinado de manera indirectaa
partir de la distribucién al equilibrio de iones lipofilicos radiactivos(43, 44)
y adcidos o aminas permeables a la membrana(45). En principio, las técnicas

radioquimicas, requieren que las moléculas marcadas se equilibren rapida -
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Tabla 1. Compuestos fluorescentes utilizados en el estudio de las membranas

NO COVALENTES

Nombre guimico o convencional Siglas
1-Anilinonaftalen-5-sulfonato ANS
Pireno-3-culfonaro PS
2-(N-metilanilino naftalen-6-sulfonato) MNS
2-p-Toluidinonaftalen-6-sulfonato TNS
Bromuro de Etidio EB
Eosina

-

Quinacrina, Atebrina, Proflavina, Acridina
naranjade acridina, Amarillo de acridina,
Corifosfina, fosfina, benzoflavina, Rojo neutro
violeta neutro, 9-aminoacridina 0 o-=---

Safranina  eeaaa

Acido 12-(9-antroil)estedrico = -----

Acido 2-(9-antroil)palmitico AP

Propiedad o locus membranal que mide

Polaridad, estado energético mitccondrial.
potencial transmembranal, carga de super-
ficie.

Volumen membranal

Polaridad, conformacicén .

Estado energéticc de mitocondria

Estado encrgético de mitocondria .

Polaridad

Estado energético de cloroplaste, parti-
culas submitocondriales, cromatéforos

bacterianos, pH .

Potencial transmembranal, carga de
superficie.

Conformacipon de membrana, reduccion
de ubiquinona

mitocondria



Cianinas
Merocianinas

Oxonoles

II + COVALENTES

Dimetilaminoestilbeno isotiocianato
Acetato merctrico de fluoresceina
S-Dimetil-1-naftalen. - sulfonilcloruro
Fluoresceina isotiocianato

Cloruro de Dansile

ITI1 QUELANTES

Tetraciclina

clorotetraciclina

metaciclina

- -~

Potencial transmembranal
Potencial transmembranal

Potencial transmembranal

proteinas de membrana

Uni6n a mitocondrias

Movimiento rotacional en membrana
Movimiento rotacional en membrana

Proteinas de membrana

Carga de superficie
Carga de superficie

Carga de superficie



Metaciclina ~ me--- Carga de superficie
Minociclipa  ----- Carga de superficie

oxitetraciclina ~ ~e--- Carga de superficie



mente a través de la membrana y que no interactien

de manera significativa con clla y/o con otros componentes de la prepara-
cion. Adn cuando estos criterios sean satisfechos, este tipo de experimentos
son laboriosos y,en la mayoria de los casos se requiere de la separacion
de las fracciones celulares del medic de suspension, lo cual no hace un mé-
todo aceptable para mediciones de cinética. Sin embargo,y debido a la gran
relevancia que representa el gradiente electroquimico, recientemente se ha -
manifestado un considerable interés en el desarrollo y uso de moléculas
cuya absorcion y/o fluorescencia sean especificamente sensibles a cambios
del potencial transmembranal o del pH(45-51) . A continuacién se presenta

informacion sobre la determinacioén de ambos gradientes en membranas

transductoras de energia

A. Gradiente de pH . Se ha observado que moléculas fluorescentes como

la atebrina, 9-aminoacridina, naranja de acridina,amarillo de acridina, pro-
flavina, corifosfina, fosfina, benzoflavina, rojo neutro y violeta neutro, son
captadas bajo condiciones de energizacion, por particulas submitocondriales
(52-57), cloroplastos(49, 58-62), y cromat6foros bacterianos(63-68). Esta
incorporacion se correlaciona al Apll generado a través de la membrana.
Asimismo, se establece como un consenso general,que los colorantes
anteriormente mencionados requieren un anidén lipofilico para su incorpora-
ci6n en la membrana(54-57, 69, 70), aunque se ha reportado que algunos
aniones lipofilicos(69, 70) como el TPB™ y el SCN inhiben la incorporacion

de naranja de acridina y del rojo neutro .
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Afbert y col. (71) y Dell “Antone(50) han estudiado el comportamientd
de la ior:izaci()n de las acridinﬁs,demostrando por diferentes linecas de
investigacién (49, 56, 538, 72) que las meléculas monitoras "ideales de la
energizacion muestran cierto grado de ionizacion .

Los colorantes naranja de acridina, rojo ncutro, violeta neutro y ate-
brina presentan un alto coeficiente de particién hacia la fase orgdnica, en
el rango de pH de 6.5 yv 8.5 . Un alto coeficiente de particién parece ser
requerimiento necesario para observar la incorporacion de las acridinas como
consecuencia de los proceses de energizacion(d4, 35), y como se esperaria
para un proceso dependiente de pli, el ioudfero nigericinal{en presencia de
potasio) y el ién NHY inhiben la incorporacion de todas las acridinas(54, 53,
67,73, 74).

Los experimentos de particién entre cloroformo:agua muesiren que
los valores de particion pueden ser incrementados, cuando la afinidad del
colorante por la fase acuosa es disminuida por la adicién de aniones en esta
fase. En todos los casos, el colorante se mueve a través de la interfase en
su forma cargada, probablemente formando pares i6nicos con los aniones
lipofilicos(86, 57, 79).

£n general se acepta que los aniones,en la incorporacitn de bases
débiles en cloreplastos, cromatéforos v particulas submitocondriales incre -
mentan el ApH debido a la reduccidn del potencial eléctrico transmembranal
positivo en el interior, creado por la salida de protones(76-79). Este mismo
mecanismo es sugerido para la incorporacién de acridinas(54, 53).

Azzi y col. (57) reportan que la cmisién de fluorescencia de atebrina
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~y maranja de acridina es tambilén sensible a la composicion idnica de su
medio ambiente. La propiedad de las acridinas de disminuir su fluores -
cencia y cambiar sus caracteristicas espectrales por la adicion de iones al
medio, puede reflejar un fendémeno de agregacion del colorante inducido por
las sales(53, 56, 57). Tal agregacidon también pucde ocurrir en solventes de
baja constante dieléctrica debido a la fuerte interaccibn entre las moléculas
del colorante no separadas por el solvente. Cuando los colorantes bdsicos
interaccionan con aniones, tienden a agregarse como una consecuencia de la
disniinucion de repulsiones electrostaticas o por facilitar las interacciones
hidrofobicas(53, 57). Algunos polimeros anidnicos son muy efectivos en
producir cambios en la fluorescencia y absorbancia de los colorantes carti-
6nicos, debido a que las moléculas del colorante se unen estrechamente
facilitando interacciones electrostiticas entre ellas y el polimero(53).

i. Estudios en cloroplastos. Cuando en la obscuridad, se adiciona ate-

brina a una suspensioén de cloroplastos, se observa una disminucidn inicial
de la fluorescencia debida a la unién de la atebrina a los cloroplastos.
Cuando los cloroplastos son energizados por iluminacién, la fluorescencia
remanente de la atebrina desaparece. Esta disminucién no ocurre cuando el
transporte de electrones es blogqueado por DCMU, pero es restaurada por la
adicioén de ascorbato mds diaminodureno(donador de electrones a la cadena
fotosintética después del bloqueo por DCMU, asimismo por ADP y por él
inhibidor Dio-9{60).

Los cloroplastos son capaces de presentar una incorporacién activa

de protones dependiente de energfa luminosa(80).o0 de energia quimica si se
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favorece una acumulacion interna de prorones(por incubacién con acido
succinico), para alcanzar un rdpido equilibrio con el exterior del organelo,
se produce un estado cnergizado que puede efectivamente ser utilizado para
la sintcsis de ATP(81). Bajo condiciones del llamado brince dcido-base ,

se nota una disminucién de la fluorescencia, cuya magnitud es dependiente
del gradiente de pH inducide . Asi en tres modalidades diferentes de
energizaciétn de Ja membrana de los cloroplastos, se produce una disminucién
de la fluorescencia de la atebrina,la cual en ciertas condiciones es propor-
cional a la union de la atebrina con los organelos ya sea en la luz o en la
obscuridad(58). Sorprendeniemente, sin embarge, se encontrd que en cloio -
plastos desnaturalizados por calor,la fluorescencia de 1la atebrina fue
completamente extinguida(independientemente de la presencia de luz y desaco-
plantes). Los datos de la fluorescencia por la union del colorante a los
cloroplastos desnaturalizados y los obtenidos por la energizacion de estos
son muy semejantes, esto indica que la uni6n debida a la energizacién ocurre
por la presencia de\ sitios negativos en la membrana(S3, 56, 38, 62,067), mds
que cn la fase acuosa interna del organelo. Probablemente la desnaturaliza-

cién por calor causa una exposicion irreversible de partes de la membrana

con estos sitios,de tal manera que la unién ccurre de un modo no dep:ndiente

de la energizacion.

ir.Estudio en membrana initocondrial . Experimentos realizados  con
vesiculas mitocondriales(evertidas con respecto a mitocondrias intactas) han
sugerido que dichas vesiculas presentan una carga mis positiva sobre la

superficic externa y mds ncgativa en la interna(79, 82-85). Subsecuentemente
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~Otros trabajos (58, 5Y, 86, 87) han mestrado que el movimiento de atebrina

se lleva a cabo en una direccién opuesta a lo esperado. Azzi y col. (57)
demuestran que la atebrina y naranja de acridina interaccionan con la mem-
brana de los fragmentos mitocondriales,y sefialan que estas dos moléculas
cargadas positivamente mizran desde el medio acuoso a la membrana, durante
la conservacién de la energia. Sin embargo, el movimiento de atebrina y
naranja de acridina puede efectuarse solamente en presencia de aniones per-
meables(54-57,69, 70). D= 1o anterior, se establece que el movimiento del
colorante no es un proceso primario ligado a la conservacion de la energia,
sino que probablemente es una consecuencia de la incorporacién ‘primaria de
los aniones(56, 57).

En las particulas membrarales de mitocondria se observa que el ATP
asf como el succinato inducen una disminucion de la fluorescencia del colo-
rante, la cual estd acoplada a los procesos de energizacion. Este fen6meno,
‘en el caso del succinato, es apoyado por el efecto de FCCP, el cual previene
o revierte la disminucién de la fluorescencia inducida por el sustrato(506, 57).

Es importante hacer notar que las diferencias de las respuestas de
atebrina y naranja de acridina acoplada a los procesos de conservacion de
energla, con respecto a otros monitores fluorescentes(88, 89) como el bromuro
de etidio(89-91) , consisten en el requerimiento de iones para los cambios

i _
de fluorescencia y absorbancia. Ademds en la ausencia de aniones aifiadidos,
la naranja de acridina y la atebrina son liberadas de la membrana al energi-
zarse ésta con succinato o ATP. La conclusién de estos estudios establece

que las acridinas tienden a excluirse de la membrana de los fragmentos
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mitocondriales por un proceso de energizacion en ausencia de anicnes, y a
ser incorporades a la membrans =n la presencia de ellos (57) .

iii.Estudios en cromatdforos bacterinnos . En particulas respiratorias

bacteriales de polaridad mernbranal invertida, las reacciones redox de la
cadcna oxidativa producen una entrada de protones, generandose un gradiente
de pH transmembranal{92, 93). La determinacién cuantitativa de este gradiente
de pH ge ha realizado midiendo la fluorescencia de aminas como la 9-aminc
acridina v atebrina{49, 63-68). Cuando la membrana se energiza,ocurre un
apagamiento de la fluorescencia de estas moléculas, interpretado como el
resuliado de su acumulacién en la membrana(49, 67). La variacién de la
fluorescencia dependiente de energia,de la atebrina y la 9-amincacridiva, ha

sido observada en particulas de Rhodosnirillum rubrum(50, 68) mis reciente -
p S il / y

mente, ha sido posible medir el gradiente de pH inducide por la luz ¢on croma-

t6foros de Rhodopseudomona's sphaeroides(64, 67). El gradiente calculado a

partir de la extincién de la fluorescencia de la 9-aminoacridina es de 1.3 a
2.2 unidades de pH mayor que los determinados a partir de la incorpora-
cion de metilamina o por las mediciones de incorporacién de protones{63,
65, 60).

Estas discrepancias poinen en duda la utilidad de la extincién de la
fluorescencia de la 9-aminoacridina como un indicador de ApH,y se ha suge-
rido que la disminucién de la fiuorescencia se debe al atrapamiento de la
molécula en el interior de las particulas membranales debido a un proceso
pH-dependiente. Datos a favor y en contra de este postulado se han presen-

tado para cloroplastos, cromatdforos, particulas submitocondriales y liposomas
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(49, 51, 54, 61, 62,94). Sin emba rgo, Kraayenhof(3S, 62) ha obtenido rosuitados
convincentes en contra de la penetracion del colorante al interior dc lavest-
cula, ya que ha encontrado en cloroplastos, moléculas de acridina unidas en
forrﬁa covalente tanto a proteinas no permecables como a la membrana de
los tilacoides, cuya fluorescencia disminuye cuando los organeloé se ecner -
gizan. Asimismo las moléculas del colorante unidas a la membrana muestran
respuestas rapidas en la fluorescencia cuando se produce una iluminacion
con luz actinica(58). Estos y otros resultados se han explicado o bien por
la suposicién de que la extincién de la fluorescencia es causada por interac-
ciones electrostdticas entre la acridina cargada positivamente y Ia mem-
brana energizada, o por una interacciétn que promueve la dimerizacidn

o agrupamiento de las moléculas en la membrana(52, 53),0 por causas de un
cambio en el valor del pKa de la acridina que tendria como resultado su
protonacién y por lo tanto una dificil unién a la membrana(58, 62, 93). Sin
embargo, existen diversas evidencias sugerentes que el apagamiento de la
fluorescencia de 9-aminoacridina es debido a la interaccién de la molécula
con la membrana(67).

En R. sphaeroides , se puede observar que la disminucion de la fluores-

cencia tiene dos componentes, uno sensible a nigericina y por lo tanto pH-
dependiente, y otro no sensible a nigericina(67). En ninguno de los dos compo-
nentes, la extincion de la fluorescencia se debe a la acumulacién del colo-
rante en el volumen interno del cromatdforo por el ApH transmembranal;

el componente no sensible a nigericina, tampoco estd relacionado al potencial

eléctrico transmembranal o a procesos dependientes de una fuerza proton-
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motriz, ya que no cs afectado por valinomicina(G7). Se plantea que la extincion
de la fluorescencia puede reflejar cambios cn la carga de superficie{07),
debido a separaciones de cargas en los centros de foto-reaccion, esto apoyado
per e?;perimentos en 1iposbmas“encrgizados" por un gradiente de pH artifi-
cial en los cuales la parte del apagamiento de la fluorescencia no es detec-
tada. Por lo tanto, es aparente que este apagamiento de la fluorescencia es
dependiente del ndmero de moléculas las cuales sow- realmente adsorbidas
por la membrana en la obscuridad, como un resultado de la interaccién entre
las moidculas del colorante o entre las moléculas del colorante y los centros

de foto-reaccion, tal vez por transferencia de energia(67).

B. Potencial transmembranal . El potencial de membrana se ha determi-

nado en una gran variedad de estriicturas, eritrocitos(96-98), céluias tumo-
rales asciticas(99, 100), micrcorganismos(101. 102), protozoarios(103), mitocon-
dria(104, 105 ), vesiculas membranales(97), neuronas(100),y axén gigante de
calalﬁal-(47, 107). En todos estos casos los métodos han sido varios y los
resuliados no son consistentes entre si. Particularinente en el caso de la
mitocondria el potencial de membrana se ha determinado por la distribucitn
de K' o Rb' a través de la membrana mitocondrial en presencia de valino-
micina(108). E1l potencial calculado se encuentra dentro del rango de 130-
190 mv(con polaridad positiva extramitoccndrial). La diferencia en los valores
reportadcs en este sistema, por varios autores puede en su mayor parte ser
atribuida a que hayah, considerado valeres distintos para el volumen de la
matriz. Por lo tanto, varios laboratorios con el deseo de calcular el poten-
cial de membrana con mayor exactitud, han trabajado en metcdologias para
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obtener moléculas con actividad Optica aceptable en las cuales la absorbancia
y/o fluorescencia sean especificas para el potencial de membrana(40, 47,
109, 110).

L1 uso de monitores fluorescentes extrinsecos en el estudio de los
fendmenos de membrana ha tenido un impetu considerable desde el descubri-
miento de diversas variedades de colorantes sensibles ai potencial trans -
membranal, los cuales se han utilizado para detectar cambios en el potencial
de membrana de nervio y fibras musculares aisladas, células en suspension
(97, 109), organelos(102, 109). y vesiculas(97,110-113). Como ejemplo de estas
moléculas sensibles al potencial transmembranal tenemos a la safranina, ANS,
TNS{4(,114),y a un grupo particular de colorantes que comprende tres clases:

Cianinas, Merocianinas, y Oxonoles.

3.Safranina . La safranina es un colorante catidnico que interacciona
con sitios internos de la membrana mitocondrial, tanto en mitocondrias intac-
tas como en particulas submitocondriales,en un proceso dependiente de ener-
gia(52,109). Los cambios espectrales observados se han interpretado como
debidos a una agregacion del colorante(52,115),1la cual es inhibida en forma
competitiva por calcio. Por lo tanto se sugiere que dicho proceso ocurre

por el sistema de transporte de calcio en la mitocondria(52,115). Sin embargc
Akerman y Saris(116) demuestran que en vesiculas de fosfolipidos con safra-
nina incprporada,ocu:re el fendmeno de agregacion del colorante, cuando se
induce un potencial de difusién de potasio a través de las membranas liposo-

males. Cuando se afiade valinomicina a liposomas cargados con cloruro de

potasio, y suspendidos en un medio de cloruro de colina ,el espectro de la
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safranina cambia de una manera caracroristica(llé). Si se incrementa  la

concentracion de liposomas, el grado de disminucitn de la absorbanciz

18y
N

menor, probablemente debido a una desagregacion de la safranina. Por ]

0

tanto, es evidente que el hacinamiento se asocia con la creacion de un voren-
cial de difusién membranal debido a la valinomicina que induce el movimi-
ento de potasio(salida). Ademis, la saivanina al ser un catidn rodeado de
grupos hidréfobos, puede realmente penetrar al centro no polar de s miem-
brana, encontr{mdose_ una relacion de particion alta hacia la fase orgidnica,
aproximadamente de 10C(118) . Debido a esto, es altamente prchable gue el
cambio producido en el espectro sea resultado de la acumulacion del colo-
rante en cl interior de !la membrana come una respuesta a un potencizl
transménibranal. Otros autores han reportado que el potencial de difusidn
de K' o H' a través de la membrana mitocondrial aisladafen presencia Je
valinoinicina o FCCP) y con polaridad positiva -extramitccondrial, origina un
cambio espectral de la safranina debido a la agregacion, el cual es idchtico
al observado en la energizacién de la mitocondria por sustratos cxidables,
hidrélisis de ATP o por la generacién de un potencial de difusidn de calcio
en presencia de un translocador artificial del i¢n divalente en las meinbra-
nas mitocondriales(117,118) . Colonna(lld) sugiere que la ag Leg‘;l«’n de la
safranina en la mitocondria puede ser el resultado de la unién d=l colorants
a grupos cargados negativamente y fijos en el medio hidrSfobo de la mem-
brana mitocondrial. S'i esto es asi, el rearreglo de estas C-L‘ s v/0 su omedio

que favorece el agrupaimicnto coinciden con el desarrollo de un campo eléc-

trico a través de ln membrana(l09,116,117). Este cambio espectral  estd
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linealmente relacionado coui el desarrolle de un potencial de membrana entre
170-200 mv y es cuantitativamente el mismo irrespectivo de que sea produ

cido por el gradiente de Kt o Hf .

4-__1_&_5-?‘__ . El ANS(l-anilino-8-naftalensulfonato) se ha utilizado para el
estudio de una gran variedad de fen6menos durante la actividad celular ,
fundamentalmente en las transducciones energéticas en las membranas que
conservan energia.

El fluor6foro ANS, tambien se ha empleado para el estudio de una
variedad de proteinas y lipoproteinas, generando informacién acerca de sus
posibles cambios estructurales.. Las propiedades mas caracteristicas del
ANS fueron descritas por primera vez por Weber y Laurence(l19). Iste
monitor se excita en la regién de 360-390 nm con una emisién mdxima a
560 nm(88), que cambia hacia el azul cuando la polaridad del solvente dismi-
nuye, o cuando interactGa  con regiones no polares de proteinas y/o0 mein-
branas(34, 35, 120-122), teniendo como consecuencia un incremento en la efi-
ciencia cudntica(121) .

La dependencia de la emisi6tn mixima sobre la polaridad del solvente
puede ser interpretada en téminos de un mecanismo de orientaciéon del
dipolo(121). En solventes polares, ¢l croméforo presenta baja eficiencia cuin-
tica debido a que algo de la energia de excitacién se utiliza para la orienta-
cién de los dipolos del solvente,de esta manera la longitud de onda de emi-
sion es desplazada hacia el rojo en un medio ambiente polar. Por lo tanto

la polaridad de la regi6n de interacciéon ANS-proteina o membranas, puede

entonces evaluarse en términos de dos pardmetros, la emisién médxima y la
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eficiencia cudntica de la fluorescencia del colorante.

IIn estudios de biomembranas, sin embargo, puede plantearse la si -
guiente pregunta ; se une el ANS a los lipidos,a las proteinas,o a ambos,
y en qué proporcion?

Las primeras evidencias de union del ANS 3 los lipidos fueron los
trabajos de Vanderkooi y Martonosi{123, 124) y Rubalcava y col. (125) .
Vanderkooi y Martonosi, reportaron que la adicién de fosfolipasa C, pero
no la tripsina, disminuyen la intensidad de la fluorescencia del monitor en
suspensiones de vesiculas de reticulo sarcoplismico, en base a estos resul-
tados proponen que el ANS se une a los lipidos y no a las proteinas de mem-
brana. Por el contrario Hasselbach(126) encuentra, que el ANS se une a las
aminas alifiticas, por lo que propone gue la unién es a las proteinas de
membrana. Esta propuesta fue reforzada por las observaciones de que la
fluorescencia de ANS aumenta,en vesiculas de reticulo sarcopldsmico aln
después del tratamiento con fosfolipasa A(127). Sin embargo, observaciones
similares de Rubalcava(l25) permiten concluir que el ANS es una molécula
que se une a una interfase apoiar, de naturaleza neutra o catidnica. Estudios
de difraccién de rayos X(128) en bicapas de lecitina en presencia de ANS,
permiticron concluir que el monitor ocupa en la bicapa, la regidn de inter-
fase de las cabezas de los grupos polares en donde la porcién fluorescente
no polar del monitor penetra una corta distancia entre las cadena;s hidro-
carbonadas de los dcidos grasos.

Sin embargo, en base a estudi‘os de la vida media del espectro de la

fluorescencia del ANS uvnido a vesiculas de sarcolema de rata(i29,130), se
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encontrdé que el ANS se une tanto a lipidos como é proteinas(121, 129,131~
133), ya que el decaimicento de la fluorescencia difiere marcadamente entre
los dos casos, del4-20 nanosegundos para el ANS unido a las proteinas(129,
134),y de 5 a 9 nanosegundos para el caso de los lipidos (131). En apoyo a
los datos de que el ANS se une a las proteinas, existen estudios de trans-
ferencia dé energia de los residuos de triptofano de las proteinas de la
membrana al ANS unido. En basc a la eficiencia de esta transferencia, se
pudo calcular la distancia promedio triptofano-ANS, como una funcién del
grado de saturacién de la membrana por el fluoréforo, encontrindose que
el promedio de la distancia del ANS es muy cercano a las proteinas, el cual
no es muy diferente al encontrado en complejos ANS-proteina(34,134) .

Asi también otros estudios demuestran que las proteinas presentan una
mayor afinidad al colorante, pero solamente la mitad de la capacidad para
unirlo(129). A su vez Slavic(120) indica que en levadura, por lo menos, el
95% del ANS total incorporado se une a los lipidos de la membrana y que
solamente un porcentaje muy bajo se encuentra en las proteinas de mem -
brana.

En cuanto al efecto de los iones en la respuesta de ANS, existe un
consenso general en el cual se establéce,que el incremento de la fluores-
cencia del colorante en la membrana, es dependiente de la adici6én de iones,
cuyo efecto se debe enteramente a la creacion de sitios adicionales de
interaccién. Los incrementos tanto en la fluorescencia como en la uni6n del
ANS eo fantasmas de eritrocitos_(l25,135-137), microsomas de cerebro(138),

reticulo endoplasmaitico liso y rugoso(139), y vesiculas de fosfolipidos(34, 35)
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se deben a la adicidn de salés,cuyo efecto en la unién del colorante a ia
membrana, estd en funcién directa con el nGmero de cargas del i6n(123-125).
En fantasmas de eritrocitos y microsomas de moasculo esquelético, los ca-
tiones mono y divalentes producen efectos diferentes, pero no se observan
diferencias significativas entre cationes del mismo nGmero de carga(123-
125,140). Estudios mds detallados en microsomas de cerebro de rata permi-
tieron observar efectos diferenciales y el grado de efectividad sobre 1la

unién del ANS por los cationes monovalentes, siendo ésta NHY » Li's NaFs

N

K> Rt > CsF(35) .

Otras moléculas que producen un efecto similar al de los cationes,
son los anestésicos, cuyo efecto probablemente esté relacionado con cambiocs
en la carga de las membranas. Entre los anestésicos estudiados se encuen-
tran, la butacaina, cocafné, dietil éter, cloroformo, metoxiflurano, y enflurano;
los cuales se analizaron en suspensiones de fosfolipidos(140), reticulo sarco-
plasmico(141), mitocondria(l142), sinaptosomas y fantasmas de eritrocitos(l42).

Otro de los factores que produce cambios importantes en la fluores-
cencia de los cromoéforos,es el pH. En membranas de eritrocitos(125, 137)
y en membranas de reticulo sarcoplismico(l23), suspendidas en una solucitn
a un pH por debajo de 7, se produce un incremento en la fluorescencia, el
cual es debido a su vez,a un incremento en la interaccidén del colorante con
la membrana. Sin embargo,un cambio en el pH de 3 unidades(7.4 a 10.15)
no afecta la respuesta del ANS en las membranas por -mé.s de un 209}(88) .
Si las observaciones de la fluorescencia se efectuan en etanol al 80%, las

variaciones en el pH desde 3 a 1ll,no producen modificaciones en ella,
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asimismo en albGmina sérico bovina entre los pH 5y 9 (88,143) .

Las curvas de titulacion en varios sistemas membranales en presen-
cia de ANS muestran la participacién de grupos con un pKa en el rango de
3. 2-4. 2, dependiendo de la fuerza idnica de la solucién(137,138,140,144) .

El tratamiento de fantasmas de eritrocitos(34) y microsomas(138) con neuroc-
aminidasa, no modifica la forma de las curvas de titulacion, mostrando que
los residuos de 4cido sialico no son los responsables para el efecto encon-
trado, en contraste a los datos de Freedman y Radda(l37). Concluyéndose
que los incrementos de la fluorescencia observados a pH bajos, son el resul-
tado de la combinacién de cambios en la eficiencia cudntica, la constante de
disociacion y el nGmero de sitios presentes en la membrana(l44).

Los estudios de cinética han permitido establecer que los incrementos
de la fluorescencia son bifisicos en todos los sistemas estudiados,eritro-
citos(135, 136, 145), bacterias(146), cultivo de hepatocitos y hepatomas(l47),y
membranas mitocondriales(35, 82, 88,144). La simple interpretacion de este
fen6meno es que el incremento rdpido representa la unién del colorante a
sitios facilmente accesibles(."sitics rapidos') y que el incremento lento
representa la interaccién con sitios que requieren la penetracioén del monitor
a la membrana(''sitios lentos') :Broc1<1ehurst y col. (144), establecen que todas
las respuestas del ANS en los procesos dependientes de energia ocurren en
los sitios lentos(los cuales se pueden considerar como sitios inteinos en
membrana), que pueden ser saturados a una concentracién menor de ANS
que los sitios rdpidos(l44). Posiblemente, la velocidad de penetracion del

monitor a los sitios de poca accesibilidad, refleja el empaquetamiento de los
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complejos lipoproteicos en la membrana. La diferencia euntre estos sitios
cinéticamente distinguibles, permite notar que los componentes rdpidos y los
lentos representan interacciones con sitios de superficie e internos de la
membrana respectivamente, pero sin -establecer si estos sitios internos estdn
simplemente en la superficie interna de la membrana o si estdn en la inter-

fase polar-no polar, localizados en regiones especificas de la membrana(l45).

i. Cambios dependientes de energia en mitocondrias y particulas sub-

mitocondriales. El estado energizado de la membrana, puede ser analizado

por el ANS, debido a que dicho proceso produce cambios en Ja emision de
este colorante en la mitocondria(79, 83, 148), fragmentos mitocondriales(Sz,
88,148),y membranas bacterianas(l46) . Se ha establecido que las varia -
ciones de la fluorescencia asociada con los procesos de conservacion de la
energia se deben al cambio en la distribucién relativa de las moléculas del
monitor entre el medio yv la fase de la membrana(79,»82, 83, 148).

Al interaccionar el ANS con particulas submitocondriales sonicadas se
observa tanto un incremento en la fluorescencia como un tipico cambio hacia
el azul en el pico de emisién. La presencia de sustratos oxidables o ATP
producen un aumento adicional en la fluorescencia, el cual es revertido por
la adicién de inhibidores del transporte de electrones o desacoplantes. Por
lo que se propone que este Gltimo incremento en la fluorescencia refleja el
"estado energizado” de la membrana, de tal manera que se pueden establecer

las condiciones necesarias para generarlo y definirlo cuantitativamente(82,
149).

Azzi(83) reporta que durante la energizacién de la membrana ademéis
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del incremento en la fluorescencia se presenta un incremento en la unién
del colorante a las particulas .submitocondriales, en comparaciéon a las mito-
condrias intactas en donde se presenta una disminuci6n tanto en la fluores-
como en la unién del ANS(79). La respuesta en el estado energizado, mues;
tra una alta afinidad de la membrana por el colorante y una virtual indepen-
dencia de factores externos como pH y fuerza i6nica. La energizacién es
asimismo acompafiada por un incremento neto en la distribucién de cargas
negativas en la superficie externa y de cargas positivas en la superficie
interna de la membrana mitocondrial interna(57, 83),y que esl esta separacién
de cargas, la responsable de las respuestas del ANS en los procesos depen-
dientes de energia. Sin embargo,a pesar,de que el consenso general de que
la respuesta del ANS dependiente de energia, refleja una separacién de cargas
en la membrana, los andlisis cualitativos y cuantitativos de la fluorescencia
en el estado energizado y no energizado(82), sugieren que entre estos dos
estados se presentan diferencias mayores que son dificiles de explicar en
base a una distribuciébn neta en la carga de superficie(83),y que es mads
factible, que la respuesta del ANS dependiente de energia refleje una separa-
cién de cargas en un ''loci" especial o region de la membrana, diferente al
sitio de interaccién durante el proceso no dependiente de energia;esto Gltimo
es apoyado por presentarse una alta afinidad, una fluorescencia con una efici-
encia cudntica relativamente aita,e independencia a los factores externos
como el pH y la fuerza ibnica.

En base a lo anterior se concluye que los dos tipos de respuesta del

ANS involucran sitios de unién diferentes en naturaleza y localizacién en la
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membrana;los sitios de unién dependientes de un estado no energizade son
preexistentes vy localizados superficialmente, mientras que los sitios depen-
dientes de energia son '"formados' como resultado de la conversion de la
energfa y probablemente estén localizados dentro de la membrana(82, 83) .
Asimismo, se propone que la ''formacién" de nuevos sitios se debe a un
incremento en la eficiencia cudntica del colorante unido, debido a cambios

en la estructura de la membrana, los cuales son reflejo del medio ambiente
de los sitios de uni6n. Sin embargo,en base a estudios comparativos entre
ANS y TNS se han dado evidencias para establecer que los cambios obser-
vados en la fluorescencia durante la energizacion tanto en mitocondrias como
en particulas submitocondriales no pueden ser explicados exclusivamente
por cambios en la eficiencia cudntica de los fluoréforos unidos(79), sino

que también pueden ser adscritos a los cambios en la constante de equi -
librio de la reaccién entre el colorante y sus sitios de unién , con un
movimiento consecuente de los colorantes,en el caso de la particula sub-
mitocondrial, desde el medio acuoso exterior,a la membrana,y en el caso

de las mitocondrias intactas,de la membrana al medio, de ahi que se plantee
que las dos posibilidades pueden coexistir y que el incremento de la fluores-
cencia del ANS durante los procesos de energizacién, podria ser la suma

de los cambios de uni6n y de la eficiencia cudntica del colorante(79) .

5. Cianinas, Merocianinas y oxonoles . Existen tres clases principales

de los colorantes del tipo de las polimetinas, que son moléculas sensibles

al potencial transmembranal. Esta clase de compuestos son las merocianinas,

las cianinas y los oxonoles, los cuales se caracterizan por presentan una
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estructura de dos anillos unidos por una cadena de carbonos con dobles
ligaduras conjugadas(l50). Dicha cadena proporciona una importancia funda-
mental en la utilizacion de estos compuestos, debido a que la magnitud de

la absorcion médxima de los colorantes incrementa con la longitud de la
cadena hidrocarbonada, lo cual ba permitido sintetizar moléculas cuyo espec-
tro de absorcibn y emision no se sobreponen significativamente con las
principales bandas de los pigmentos intrinsecos de las membranas biol6 -
gicas. Debido a que las bandas de absorcion de estos colorantes son general-
mente intensas, es posible utilizarlos en concentraciones micromolares en
los estudios de las membranas, provocando minimas perturbaciones al sis-
tema. Ademds,como la mayoria de ellos son fluorescentes, proporcionan
sensibilidad adicional para el estudio de las membranas en suspensién .

A esto, se suma una gran ventaja que consiste en tener la posibilidad de
alterar notoriamente la magnitud de sus respuestas espectrales por la modi-
ficacion de grupos substituyentes, los cuales aunque no forman parte del
cromdforo 6ptico, controlan factores como carga y afinidad de unién a la
membrana.

En el caso de las merocianinas cuya estructura no presenta carga
neta, es posible convertirlas en moléculas cargadas, mediante una unién cova-
lente entre el croméforo y grupos funcionales, como sulfonatos o amino
cuaternarios, por lo que la carga cen estes colcrantes, se localiza en el grupo
funcional. )

En cuanto a las cianinas que poseen carga positiva y a los oxonoles

que tienen carga negativa, ésta se encuentra totalmente deslocalizada en toda
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la estructura cromoférica. Esta diferencia en la localizacién versus la
deslocalizacion de la carga tiene implicaciones importantecs con respecto
a la permeabilidad del colorante en la membrana y al mecanismo de las
propiedades opticas dependientes de potencial. La permeabilidad de las cia-
ninas y oxonoles(carga deslocalizada) e¢s 100 veces mayor que la permea -
bilidad de las merocianinas y el ANS{carga localizada). Ademds la substi-
tucion de Cn=CHyCHoCHg3 por Cn:CHZCHZCHZSO:; reduce 100 veces la
permeabilidad del colorante (47). Por Gltimo,otro factor que afecta la
permeabilidad del colorante es la longitud de las cadenas de los radicales
alquilo, a mayor longitud mayor peirmeabilidad{hasta un miximo). Esta
tendencia puedek ser explicada por el aumento de la solubilidad de los colo-

rantes en la region hidrocarbonada de la membrana .

" i, Mecanismos de cianinas, merocianinas y oxonoles . Los monitores

de potencial transmembranal se pueden dividir en dos clases, los de respucs-
ta lenta y los de respuesta rdpida (110). Los colorantes de respuesta lenta
(colorantes de acumulacién o redistribucion), responden a cambios en el poten-
cial de membrana en segundos. Estos colorantes penetran y actian por un
mecanismo que involucra una redistribucién del colorante cargado entre el
medio y el interior de la célula, organelo,o vesicula, presentandose cambios
en su absorcién o fluorescencia en el orden de un 80 a 909 con respecto
los cambios iniciales. LEjemplos de este tipo de colorantes son las cm'xmas
y oxonoles(110) .

La segunda clase de compuestos, que comprenden a los colorantes de

respuesta rdpida, responden al potencial transmembranal en el rango de
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| microsegundos. L.os cambios Opticcs que ce presentan se deben a que el
colorante en presencia de un éotencial se localiza en la membrana o muy
cerca de ella. Los ejemplos de esta clasc de compuestos son las cianinas
merocianinas y oxonoles,asi como colorantes de tipo estearil, presentdndose
cambios en su absorcién y fluorescencia en el orden de 0.001% a 1% .

En cuanto a los colorantes de respuesta lenta,el 1974 Hoffman y Laris
(96) , reportaron que una serie de colorantes del tipo de las cianinas eran
notablemente sensibles al potencial de membrana de células en suspension.
Ellos reportaron que en experimentos con eritrocitos humanos y de
Amphiuma , en presencia de 3, 3:dihexilomcarbocianina(Di—O-Cé—(3), la fluores-
cencia del colorante disminuyé en 50% al inducir con valinomicina una hiper-
polarizacion de las células. A su vez,la depolarizacion produjo un incre -
mento .de la fluorescencia. En ambos sistemas, eritrocitos humanos y de
Amphiuma , el cambio de fluorescencia fue proporcional a'l potencial de mem-
brana generado, medido éste por diferentes métodos(110) .

Con respecto al mecanismo de accién de los colorantes de respuesta
lenta, Sims y col. (97) después de realizar experimentos espectroscopicos y
de uni6én con 29 colorantes del tipo de las cianinas en eritrocitos, proponen
un mecanismo general para este tipo de colorantes,asimismo reportan una
serie de cianinas con una mayor sensibilidad al potencial, entre las que
destacan la Di-S-C3(S), la cual muestra variaciones en la fluorescencia tan
grandes como de un 80% en células hiperpolarizadas. La respuesta de esta
clase de colorantes altamente fluorescentes, permeables y catidnicas, es el

resultado de la particién del colorante entre la célula y el medio extra -
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celular, la cual es dcpendiente del potencial . La hiperpolarizacion produce
una incorporacion de la cianina cargada positivamente, mientras que la
depolarizacién produce su liberacién(96). La fluorescencia delcomplejo
célula-colorante es significativamente extinguida cuando la proporcién del
complejo se incrementa,asi como por la adicién de valinomicina, lo cual se
debe a la formacidon de agregados del colorante, que producen una reduccién

de la fluorescencia.

Hladky y col. (151-153), han reportado una serie de datos acerca del
estado de asociacion colorante-célula, estos autores encuentran gue una Qrasn
cantidad de la Di-S—C3—(5) acumulada por los eritrocitos se prescnta en una

forma no fluorescente unida a la oxihemoglobira. Sin embargo, tambicn se

observan cambios cn células y preparaciones vesiculares libres de la

1
3
'

hemoglobina, en donde los agregados moleculares se localizan posiblemente

H
en solucién o asociados con la parte interna de la membrana. Mis reciente-
mente, Freedman y Hoffrman(l54)demuestran que durante la hiperpolariza-

cion de los globulos rojos, la interaccion de agregados del colorante a la

hemoglobina, no es un requerimiento necesario para observar la extincion.

Con la cianina Di-I-CS(S), se produce una disminucion del 509 dé la fluores-
cencia, debida a la hiperpolarizadén,y ademds el cambio en el espectro de
absorcién no demuestra evidencias de la formacién de dimeros o de otros
agregados mbleculares del colorante. La naturaleza de este proceso con

la cianina Di-I-C3(5) se ha elucidado parcialmente,y se sugiere que el colo-

rante acumulado se encuentra interaccionando con regiones no polares de
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las proteinas y membranas(l34).

Los colorantes que se redistribuyen entre el medio y el interior de
la célula u organelo presentaﬁ una respuesta razouablemente rdpida a los
cambios de potencial. Estos colorantes deben ser altamente permeables a
la membrana,atn cuando presentan carga. Lo anterior se ha confirmado
para varias cianinas (47,112,155), de las cuales las mds permeables son
las que presentan substituyentes alquilo de longitud l]]OdGrEld&l(Z carbonos a
6 carbonos), que a su vez son las mas sensitivas para este tipo de estudios
en la-mayoria de las preparaciones utilizadas. Asimismo, los oxonoleé( de
carga negativa), pueden cruzar la membrana rdpidamente (47,150). La ele-
vada permecabilidad tanto de las claninas positivas,como de los oxonoles
négativos(157) estd relacionada con la deslocalizacién de la carga en toda
la estructura del cromoéforo. Por el contrario  los colorantes con caraa
localizada son imperme::{)les a la membrana. AGn cuando, el ANS yv la
"merocianina 540, presentan un grupo sulfonilo, aparentemente penetran en las
células pequeflas,organelos y vesiculas a una velocidad apreciable(l38) , sin
embargo, esta velocidad no es comparable con la de las cianinas y oxonoles
(47,112). A pesar de que los colorantes oxondlicos tienen careicteri’sticas
similares a las cianinas,no se han utilizado extensivamente. No obstante
Chance y col. (102,156,157), han trabajado activamente en determinar el meca-
nismo de la sensibilidad al potencial de membraha de oxonoles comparando
la fluorescencia vy absbrbancia del OX-VI con los cromoéforos carotenoides
(102) . Los oxonoles estudiados, presentan cambios oOpticos dependientes del

potencial, sin observarse modificaciones en el estado de agregaciodn,el.
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mecanismo mds probable involucra una redistribucién del colorante cnire la
célula y el interior de ella, uniéndose a sitios internos de la membrana y
probablemente a los constituyentes citoplasmaticos.

Como se seilald con anterioridad, los cambios de transmitancia y
fluorescencia de los colorantes de respuesta ripida se presentan en un tiem-
po menor de los milisegundos. Es decir, son de 102-10° veces mds rdpidos
que los observados en los colorantes de redistribucién(48,107,159). Debido
a la sensibilidad de este tipo de colorantes resulta mds priactico medir la
relacion sefal-ruido(S/N) en lugar de medir los cambios 6pticos(160) .

Los mecanismos definidos por mediciones de cambios Opticos depen-
dientes de potencial, caen en cuatro categorias: rotacién-dimerizacidn,
asociacidén-disociacidén, electrocromismo y rotacién pura . ’

El mecanismo de rotacién dimerizacién fue originalmente propuesto

por Ross y col. (161), para explicar los cambios de absorcién de la mero-

cianina 540 en axones gigantes de calamar. Este mecanismo involucra un

-

cambio en el equilibrio dinaimic;) eiltfé las moléculas monomériéas del
colorante orientadas en forma perpendicular a la membrana y la poblacion
de moléculas dimerizadas orientadas paralelamente a la superficic de la
membrana. Este mecanismo ha sido apoyado por diversos trabajos(110,160,
162, en los cuales se concluye QUe se presenta una reorientacién del cclo-
rante en la membrana en seguimiento a un cambio en el potencial v que las
mediciones en los eépectros son coﬁsistentes con la formacién de dimeros.
La fuerza que promueve la rcorientacién de la merocianina es in -

dudablemente el cambio en la energia del croméforo dipolar(el momento
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dipolar es del orden de 10 Debye) cuande este rota en el camﬁo eléctrico
de la membrana. El hecho de que ¢l grupo sulfonato esté unido al cromo-
foro, sirve solamente para orientar al cclorante en la membrané y prevenir
su pos;ble penetracion en ella. La substitucion de este grupo por uno carga-
do positivamente como el trimetil amonio, no cambia el signo de la senal
de absorci()n’ y solamente afecta en forma ligera la forma del espectro dal
colorante monomérico y dimérico unidos a la membrana(110).

El mecanismo de asociacidon-disociacién fue propuesto por Waggoner
y colaboradores(155) para explicar los cambios rdapidos en las respuestas
de las cianinas y oxonoles en axon gigante de calamar y membranas de
bicapis lipidicas. El término "asociacién-disociacion”(on-off) es utilizado
por los .autores para describir la particién rdpida dependiente de poiencial,
" del colorante entre los sitios de union en la membrana y la regidn a2cuoza
a través de la membrana. El tamafo promedio de las sefiales de los cam-
bios de absorci()n para la cianina Di-S—C2~(S),es de 10-5, con un ticmpci de
respucsta de <10 microsegundos. Para que la sefial pueda ser observada,
1a concentracién del colorante a ambos lados de la membrana debe ser dife-
rente. Sin embargo, debido a que estos colorantes son permeables, se requi-
ere mantener la concentracién asimétrica con un potencial constante,al cual
se sobreponen los potenciales utilizados para los estudios requeridos, lo que
dificulta la interpretacién de los resultados. Los colorantes mds hidroféhicos
son los mis permeables,y se ha hecho necesario la adicién de colesterol
en las bicapas para disminuir la permeabilidad de las cianinas(113, 163),

sin embargo esto incrementa la permeabilidad de los colorantes oxonélicos.
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Tanto para las cianinas como para los oxonoles, los datos no son
consistentes con un mecanismo que consiste en que una cantidad del colo-
rante bajo la influencia de un potencial, sé mueve rapidamente entre los
sitios de uni6ér en la membrana,y la fase acuosa cercana a ella. Para
algunos colorantes, que se agregan sobre la membrana, el mecanismo para
log cambios de absorbancia pucde ser un cambio en el estado de agrega-
cién de las moléculas del colorante localizadas en la membrana.

Bashford y col. (150) han medido las cinéticas de unién del OX-V]

a la membrana de vesiculas lipidicas;ellos encuentran que la fase rdpida
de unidon presenta una velocidad constante de segundo orden de 9:{1()6 ML

seg-1 y una velocidad constante de disociacién de 17 seg'1 Estos valores

con e:zl ae la concentracion del colorante en la solucidn, le han permitido
a Waggoner(155) en experimentos con bicapas lipidicas negras de gliceril-
monooleato, establecer que la velocidad del mecanismo asociacion-disocia-
cién paré los oxonoles ocurre en milisegundos mds que en microsegundos
como se habia observado en otros experimentos en el mismo sistema(ldo).
"El mecanismo de élccirocromisn‘xQ(éfeCto'Stark) consiste cn la
modificaci¢n de las propiedades de abso‘rci(m de un croméforo en un cam-
po eléctrico que se manifiesta como un desplazamiento- en la frecuencia
del pico de absorcién. Los cambios elec%trocrc‘)micos linecales son
altamente dependientz2s de la orientacién relativa del cromoforo y del
campo eléctrico. Estos pueden.ser hacia el rojo o al azul, dependiendo si

la variacion en la direccitn del dipolo es orientada de manera paralela o

antiparalela a la dircccion del campo eléctrico. Si la estructura del

~
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cromoforo es simétrica, el cambio en el momento fipolar es cero, y puede
presentarse un electrocromisﬁlo no lineal(110, 164) .

Los cambios electrocrémicos se. han observado experimentalimente en
soluciones, gases, matrices dc poliestireno, pelfcu]zis evaporadas y multicapas
lipidicas orientadas. Este mecanismo se ha postulado para explicar los cam-
bios observados en los carotenoides de cloroplastos y cromatéforos. Un
hecho importante que distingue al electrocromisrho de otro tipo de meca -
nismoes el tiempo de respuesta de las variaciones O6pticas. Los cambios
electrocrémicos no requieren el movimiento el movimiento de los croma-
t6foros en la membrana, por lo tanto pueden ocurrir en escalas de tiempo
de subnanosegundos,a diferencia de los mecanismos que requieren el movi-
miento de los colorantes, los cuales presentan un tiempo de respuesta mayor
que 0.1 microsegundo(162). Desafortunadamente, de manera general, no es
posible que las respuestas de las cargas eléctricas en las membranas sean
mds rdpidas que 3 microsegundos,y es imposible establecer si un colorante
opera o0 no por el mecanismo electrocrémico y si el tiempo de respuesta
optica es menor que 3 microsegundos. Los colorantes como la merocianina
540, presenta una respuesta en un tiempo mayor que 30 microsegundos en
el ax6tn de calamar y por lo tanto es bastante claro que no es un colorante
electrocrémico(159) .

El mecanismo de rotaciébn pura se propusc para explicar los cam-
bios relativamente pequefios de fluorescencia, vistos con los colorantes
naftaleno sulfonatos(46). A concentraciones bajas de merocianina 5i{. en

donde la concentracién del dimero en la membrana es baja,las se’ s de
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absorbancia y fluorescencia pueden resultar exclusivamente de una reorieoia-
cion del croméforo. A pesar de esto, se establece, que ninguno de los grandes
cambios de absorcién y fluorescencia pueden ser explicados exclusivamente
por este mecauismo(110) .

Sin embargo, recientemente,a pesar de los datos existentes en la
literatura referentes al mecanismo de respuesta rdpida de los oxonoles

Smith y Chance(150)al efectuar estudios cinéticos del OX-VI en particula

(6]

submitocondriales presentan argumentos contundentes en contra de la facti-
bilidad de operacién del OX-VI por todos los mecanismos anteriormente
descritos en este tipo de preparaciones membranales. Estos autcres esta-
blecen fundamentalmente que la concentracién efectiva del colorante que
tiene una constante de velocidad de segundo orden, para la unién pasiva del
OX-VI a las particulas submitocondriales es aproximadamente 7 milimolar.
Si esta constante de velocidad es utilizada en .un proceso rdpido de
energizacion, la concentracién requerida debe ser incrementada por un fac-
tor de 30,10 cual excede en una alta proporcion a la concentracién utilizada
por Smith‘y Chance, para lo cual,en el mecanismo propuestoc por Wagzonsr
(159), se requicre una region de una concentracion local alta cerca de la
superficie de la membrana. Ademnds para observar una sefial Optica se requi-
ere de un potencial constante generado por pulsos de voltaje aplicados a
través de la membrana lipidica utilizada por Waggoner y col. (47,112, 155),
y en el sistema de membranas excitables utilizadas por Cohen y col. (159),
en el cual se mantiene un potencial en reposo. Tales potenciales pueden ser

responsables de generar la formacién de un gradiente de concentracidon local
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establecido por un mecanismo de difusion. La existencia de tales potenciales
preexistentes en las particulas submitocondriales es improbable, debido
fundamentalmente a que estas preparaciones estan libres de sustratos endo-
genos. Esto altimo es apoyado por las observaciones de que el especiro de
absorcion de OX-VI en la presencia de particulas submitocondriales sin
sustratos adicionados, puede ser virtualmente recuperado en forma complets,
por la adicién de un desacoplante a la preparacién energizada implicando la
ausencia de un potencial de membrana preexistente; asi como los datos
obtenidos para la unién pasiva del colorante a las particulas, las cuales son
idénticos tanto en ausencia como en presencia del desacoplante CCCP(130).

En lo que respecta,al mecanismo de rotacidbn dimerizacidn, es también
improbable que pueda ser aplicado a los colorantes oxonélicos ya que el
momento dipolar permanente en esta molécula es pequefio,debido a la
deslocalizacién de su carga en el sistema conjugado. Asi que estos colo -
rantes no son susceptibles a una fuerza o momento de rotacién apreciable,
cuando un potencial eléctrico transmembranal estd presente. Asimismo, los
oxonoles muestran poca tendencia a formar agregados(157),al menos cuando
se encuentran libres en solucidn, de ahl que el mecanismo sugeridos que
involucra un cambio en el equilibrio monémero-dimero en la membrana es
también poco factible. Por lo que, las condiciones necesarias para los meca-
nismos propucstos en los procesos que operan en el range de microsegundos
aparentemente no funcionan en el sistema OX-VI-particulas submitocondriales
(150).

En lo que respecta a las bacterias fotosintéticas,Bashford , Chance
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y Prince(102) reportan, que los oxonoles(CX-V;VLVILVIILYIX) presentan un
tiempo de respuesta entre 20 y 140 milisegundos, por lo tanto no pueden
ser utilizados para determinar las fluctuaciones de los cambios de poten-
cial en el rango de submilisegundos. Asimismo establecen que los oxonoles
pueden ser utilizados como indicadores confiables del potencial a través de
membranas transductoras de energia que no poscan moléculas intrinsecas
que reporten el potencial .

6. Quelantes fluorescentes . El tercer gran grupo de monitores fluores-

centes comprende a los llamados "quelantes fluorescentes", que se caracte-
rizan por interaccionar con los cationes unidos en las membranas, con una
concomitante alteraciéon en su espectro de fluorescencia. Entre este tipo de
compuestos se encuentran los antibidticos clorotetraciclina, tetraciclina ,
metaciclina, y minociclina. De los cuatro indicadores, el primero es el que
genera sefiales mayores para el registro de los cationes divalentes{41) .
En base a las caracteristicas fluorescentes de este tipo de monitores
varios autores han determinado su selectividad i6nica en soluciones acuosas.
La adici6én de cationes di y trivalentes al monitor, induce cambios bato-
cromaticos en el espactro de absorcion del antibi6tico(16S5, 166), asi como
en su espectro de emisién(41, 167). Mitscher y col. (168) han observado
variaciones en el espectro de dicroismo circular de la tetraciclina en solu-
cién acuosa, debido a la adicién de cationes divalentes, que consisten en dife-
rencias insignificantes entre los espectros de los .complejos antibi6tico-Ca?t
2+

y antibidtico-Mg Sin embargo en soluciones de metanol al 909, , si se

presentan diferencias considerables tanto en los espectros de absorcidn corno
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en los de fluorescencia entre estos dos complejos(42). Esto indica que las
variaciones en los espectros son fuertemente dependientes de la polaridad
del medio.

En la tabla II , se muestran los incrementos de fluorescencia de ia
clorotetraciclina,a 338 nm de excitacién y 520 nm de emisién, asi como las
constantes de disociacion de los complejos antibidticos-cation divalente. La
clorotetraciclina se une a Mg2+; Ca2+;Sr2+; y Zn2t, generandose un aumento
en la fluorescencia, pero en el caso de especies paramegnéticas como el
Mn?2t y el C02+, producen una extincién de la sefial(169) .

Los espectros de fluorescencia de la clorotetraciclina—Ca2+, también
difieren del complejo con M‘gZJr en metanol al 909 . Es decir, el espectro
de emision del monitor-CaZt presenta un pico a 530 nm, mientras que con
Mg2+, se presenta a 520 nm;posiblemente estos cambios en metanol sean un
indicio de diferencias conformacionales entre los dos complejos(42) .Asi-
mismo se hace evidente que la polaridad del medio tiene una gran influ-
encia sobre la afinidad del monitor hacia los cationes. De esta manera, la
secuencia en soluciones acuosas es la siguiente ZnZts> Sr2t s Mg2+> CaZt,
a diferencia de la secuencia que se presenta en metanol al 70% : Zn?ts
Ca?ts Mg2+> SrZJr ; la relacidn entre el catién y el monitor es de 1:1 tanto
en la fase acuosa como metanélica(42) .

Para establecer tanto los incrementos en la fluorescencia como su
selectividad hacia los cationes en relacién con el medio hidréfobo se han
realizado estudios en una variedad de detergentes con diferentes cargas .

En micelas de SDS, se encuentra un aumento de la fluorescencia de la cloro-
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Tabla II . Constantes de unitn de clorotetraciclina a cationes
divalentes .

CatiénA Medio K M Incremento de la fivorescencia
D R .
sobre el antibidtico libre en
agua.
Mg2 + acuoso 267 23
M;ngr” o rhetanol S0% 114 €6
2112+ acuoso 42 10.5
5] ; ,
Ca‘nL acuoso 440 7.5
2+ -
Sr acuoso 65 10.7 -
Mgot  SDS 110 101
Mg2+ membrana de
eritrocito 370 109 .
Mngr membrana de
microsomas 400 207

tetraciclina, causado por la interaccion del antibiético con el Mg2+, este
incremento es de 101 comparado con 23 para el mismo complejo sin SDS
cuando se utiliza un detergente neuiro,como el tritén X-100, se presenta
una situacion semecjante a la de la solucidn acuosa sin detergente. Lo ante-
rior estd de acuerdo con el hecho de que este tipo de detergentes no forman
complejos con cationes(41) .

El aumento de la fluorescencia en presencia de cationes divalentes,
también se observa en las membranas bioldgicas, tales como fantasmas de
eritrocitos y microsomas de mfsculo(4l). La unién del complejo antibidtico-

catién a la membrana, se confirma por la disminucién de 1la fluorescencia
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cuando se adiciona NaCl ,ya que el sodio compite con los cationes diva -
lentes por los sitios de interaccidn, con lc que se reduce la cantidad de
iones divalentes unidos a la membrana y consecuentemente la fluorescencia.

Una situacion diferente se presenta en el caso de la mitocondra , en
donde se encuentra un alto incremento de la fluorescencia atn en ausencia
de cationes adicionados, esto se debe probablemente a la interaccion  del
monitor a cationes unidos con alta afinidad a la membrana mitocondrial(4l).
La adicién de inhibidores del transporte de electrones, produce una ligera
disminucion en la fluorescencia, la cual es restaurada por la adicién de
sustratos oxidables del siguiente sitio de acoplamiento,que a su vez s¢
abate por la subsecuente adicién de desacoplantes de la fosforilacion oxida-
tiva

Los cambios observados en la fluorescencia por la alteracién del
metabolismo mitocondrial, indican que la fluorescencia no es una respuesia
directa del estado energizado del organelo durante los procesos de conserva-
ci6bn de energia, sino que puede ser un reflejo de la migracién de los iones
en la membrana en respuesta a los cambios metabdlicos

La clorotetraciclina también se ha utilizado como un monitor de la
interaccion del calcio en membranas de reticulo sarcoplismico(170-172) ,
mitocondria(4l,173,174), eritrocito y nervio(l75) . Se ha observado que la
afinidad de este monitor para el calcio es menor que para el magnesic{4l,
42) en un medio acuoso, sin embargo, esta selectividad se revierte en un
medio no polar, lo que tiene como consecuencia que la clorotetraciclina se

wna preferencialmente a las membranas bioldgicas que selectivamente
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retienen calcio(41,42,170,171) .

7. Bromuro de Etidio . El bromuro dc etidio es un compuesto fluores-

cente derivado del fenantridinio(Bromuro de 3, 8-Diamino-5-Etil-6-Fenil -
fenantridinio) el cual se une a sitics hidréfobos de macromoleculas como
el ADN vy proteinas, y de estructuras tales como membranas. Sus propie-

dades electrénicas han sido calculadas por varios métodos semiempiricos
. _\ N

HoN NHo

N + Br

CoHg

Figura 1. Estructura del Bromuro de Etidio .

de la mecdnica cudntica(l177,178) que han permitido diferenciar si la interac-
cién del etidio con un sitio hidr6fobo dado,ocurre al azar o bien estd diri-
gida por una interaccién efectiva. Estudios de la distribucién de carga del
sitio de interaccién del etidio,al que denominaremos arbitrariamente como
"receptor', han permitido mapear tridimensionalmente, el potencial electros-
'

titico molecular que genera el receptor. Se ha determinado que el origen
de este potencial deriva fundamentalmente de dos grupos anibnicos ioni-

zados(que en el caso del ADN scn dos grupos fosfato), El etidio en un
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campo anidnico similar al ercontrado en los biopolimeros(l78), muestra una
reorientacién preferencial en la vecindad del receptor.

La energia involucrada, puede ser atribuida a interacciones eleciros-
tdticas a grandes distancias y a una deslocalizacién de electrones inducida
cuando el catién bromuro de etidio se aproxima al receptor .

Las propiedades electrbnicas del bromuro de etidio en el estado
fundamental, se han calculado utilizando un métcdo computarizado (PCILO) y
analizando la geométria de sus cristales(178), fig. 2 . Como se menciond
anteriormente, el bromuro de etidio es un derivado del fenantridinjo ligera-
mente no planar ; el substituyente fenilo forma un dngulo de 97°coun el plano
medio, y el carbono terminar del substituyente etilo forma un dngulo de 84°
con el mismo plano. En la posicién 8 posee un substituyente amino cuyo
nitrégeno tiene una hibridizacion sp3 . Por anilisis conformacional se ha
determinado que los hidr6genos del fenantridinio tienen una orientacidn opuesta
al grupo etilo y que los nitrégenos de los grupos aminc estdn en dngulo
recto a este plano(178) .

La distribucién de electrones en el etidio(fig. 2), obtenida a partir
de la matriz de densidad y mediante la asignacién de valores tedricos para
optimizar las polaridades de union, sefiala una deslocalizacién de la carga
positiva cldsicamente atribuida al nitrégeno cuaternario. Se determiné que

este nitrdgeno tiene una carga de s6lo +0.0818 e¢* , el resto de la carga

e*= carga neta electronica
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neta, se distribuye entre los grupos funcionales. La carga del grupo etilo

es de + 0.2236 e ,la del fenilo es de + 0.1702 e,]a de los grupos amino

'
o

e,
',
(-~

Q. ~

0. 0407 0.0299 C. 0454 0. 0460

-0.005% -0.0103

<~ §.0344

-0. 0625

0.0281 0.0131 -C. 0077

0. 0416

0.0324 0. 0485

Fig. 2. Distribucién de la carga atOmica neta en el
bromuro de etidio. La direccidn del dipolo se indica
por la flecha punteada(ref.178).

es de+ 0.1002 e,y la del fenantridinio es de + 0. 5067 e. De esta manera
se tiene que el 60% de la carga positiva estd deslocalizada sobre la por-
cién amino-fenantridinio de la molécula,y el resto, sobre los grupos fenilo
y etilo .

Como resultado de la distribucion de cargas y de las contribuciones
no despreciables de la hibridizacién de sus orbitales atémicos, el bromuro

de etidio posee un momento dipclar de 24.59 D(178) .



i . Efectos bioldgicos del Bromuro de Etidio . El bromuro de etidio

fue originalmente sintetizado y estudiado como un efectivo agente tripani-
cida(179). M4is recientemente, este compuesto ha recibido considerable aten-
cién como agente especifico para el estudio de gendforos extracromosomales
en bacterias(180), algas(1€l), hongos(182), protozoarios(179), y células de mami-
feros(183),asi como agente mutagénico altamente especifico y efectivo en
levaduras anaerébias facultativas(184). Estos efectos del bromuro de etidio
se han asociado a su interacci6n con los dcidos nucleicos, descrita por vez
primera por Lerman(l85). Este invesfigador observé que en la vecindad
inmediata de los residuos con bromuro de etidio,aparece una cadecna de
nucle6tidos no enrrollados lo cual, modifica significativamente las propiedades
fisicas y bioldgicas del ADN(177); encontré ademds, que el bromuro de etidic
prodﬁf:e un efecto inhibitorio sobre la ADN polimerasa y sobre la ARN poli-
merasa dependiente de ADN (186) . Sin embargo, Aktipis y col. (187) esta -
blecen que el efecto inhibitprio del bromuro de etidio sobre las polimerasas,
puede deberse al menos parcialmente ,a un incremento en la estabilidad de
la hélice de ADN, lo cual dificulta la disociaci6én de determinadas regiones
de la hélice y en consecuencia, la replicacién o transcripcida del ..poli -

nucleo6tido .

ii . Efectos del Bromuro de Etidio en mitocondria . Datos en la -

literatura indican que el etidio inhibe tanto la fosforilacién oxidativa(188),
como la translocacién de nucle6tidos(189) en membrana mitocondrial.

La adicién de bromurco de etidio a mitocondrias produce una pérdida

del control respiratorio, efectiva a una concentracion de 100 micromolar,
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y una inhibicién del estado 3(189) . A concentraciones mayores de etidio,
la pérdida del control respiratorio ocurre mis rdpidamente, observandose
un ligero incremento en la incorporacién de oxigeno en el estado 4 de la
respiracion. El hecho de que en el estado 3, el etidio inhiba completamente
la incorporacién de oxigeno sin que se altere la relacion ADP:O y el estado
4, son indicios de que este catién inhibe a la fosforilacion oxidativa por un
mecanismo que no es el desacoplamiento mitocondrial(188). .

Se ha sugerido ademds que el etidio actGa como un inhibidor competi-
tivo de la translocacién de nucleétidos, inhibiendo la unién reversible del
ADP a la nucleétido translocasa, esto se ha reforzado por estudios reali-
zados con otros colorantes lipofilicos estructuralmente similares al etidio,
como la rhodamina-6G, ya que su adicién a mitocondrias altera la cinética
de la translocasa de los nuclettidos de adenina(l189) .

También se ha encontrado que el bromuro de etidio puede modificar
directa o indirectamente el sistema de transporté de potasio en levadura
(190,191). Asimismo se ha establecido que mitocondrias tratadas con etidio
presentan un dristico decremento en su contenido de citocromo a-ag (aproxi-
madamente del 80%), asi como una reducci6n variable de citocromo b{(192,
193), y una disminucién en rla actividad de la ATPasa sensible a oligomicina,
produciéndose alteraciones estructurales reversibles.

Es conveniente aclarar que todos estos efectos atribuidos al bromuro
de etidio se obtienen utilizando concentraciones altas del colorante( >100 uM)
(189-193) y con peerdos de incubacién muy prolongados que van de 3-35

dias o mas(193) .
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En 1969 Gitler, Rubalcava y Caswell(89), sefialaron que el bromuro de
etidio se unia a membranas mitocondriales energizadas con un incremento
en su fluorescencia. Se encontrd que esta unién es de muy alta afinidad para
un pequefio namero de sitios. Estos datos asi como los de Chance(l94) v
Azzi y Santato(149), indican que variaciones en el estado metabdlico de la
mitocondria producen un cambio en la sefial de la fluorescencia del etidio.
Los resultados iniciales sefialados sugirieron que el etidio es un menitor

fluorescente que registra cargas de superficie en adicion a la polaridad del

medio ambiente circundante(89-91) .
Iv. OBJETIVOS
El presente trabajo tiene como objetivos principales

1. Caracterizar las condiciones en que ocurren los cambios de la
fluorescencia del Bromuro de Etidio durante las transiciones energéticas

de membranas mitocondriales

2. Caracterizar la respuesta del Bromuro de Etidio a dichas transi-
ciones energéticas
a. En preparaciones energizadas con sustratos de los tres seginen-
tos de conservacion de energia de la cadena oxidativa

b. En preparaciones energizadas con ATP .



MATERIALES

Reactivos quimicos

Los compuestos utilizados en este trabajo fueron grado rcactivo
analitico Merck y Sigma. El agua empleada en la preparacién de las solu-

ciones fué bidestilada en un destilador de vidrio.

Aparatos.

1. Centrifuga refrigerada Sorvall, modelo RC-5.

2. Bano de agua circulante a temperatura constante, Leitz,

3. Espectrofotérmeto Carl Zeiss, modelo PM 6

4. Espectrofotémetro Aminco DW-2a UV-VIS, con la unidad total de
fluorescencia, la sefial se registra en un graficador X-Y Hewlett Packard.
Un filtro de geiatina Kodak N> 25 .

5. Sistema de filtrado Millipore 1225, con filtros de 0. 45 micras de

malla.

6. Polarografo con salida a un sistema de amplificadores dis=fiacdo

b

desarrollado y construido por B. Chance,D.Mayer y B. Pressman{93), conec-

tado a un graficador Honeywell 1308 Visicorder.

METODOS

Aislamiento de mitocondrias de higado de rata.

Las mitocondrias se aislaron de higado de rata machc de un peso
promedio de 200 g, siguicndo el método descrito por Johnson y Lardy(19G.

Se procedié a matar la rata con un golpe en la cabeza,e inmediata
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mente se extrajo el higado. El higado fu¢ lavado varias veces cen una



solucion de sacarosa 0.08 M, manitol 0. 25 M(ajustada a pH 7.4 con TEA),
y una vez cortado finamente con tijeras se homogeneizé en una solucitn de
sacarosa 0.08 M, manitol 0.25 M, EDTA 0.001 M( pH 7.4) en un homo -
generizador Potter-Elvehjem y un vastago de teflon, obteniendose un hox'no;
geneizado al 10% . Todos los pasos realizados en este procedimiento se
efectuaron a una temperatura de 0-4°C . El homogeneizado se centrifugd a
600 x g durante 15 minutos en una centrifuga Sorvall RC-5 con un rotor
SS-34, descartindose la pastilla nuclear. El sobrenadante se recentrifugd a
17 009 x g durante 10 minutos para separar la fraccién mitocondrial . El
sobrenadante se descart6 y la pastilla se resuspendi6 manualmente en un
medio de sacarosa 0.08. M, manitol 0.25 M ajustando el pH a 7.4 con TEA.
Se centrifugd nuevamente a 17 000 x g durante 10 minutos obteniéndose final-

mente la pastilla mitocondrial.

II . Mitocondrias tipo I

Las mitocondrias aisladas se resuspendieron en un medio que conte-
nia sacarosa 0.18 M, TEA 0.005 M a pH 7.4 , en un volumen final de
40 ml por higado. Una vez resuspendidas manualmente, las mitocondrias se
incubaron durante 10 minutos a 30°C con agitacién suave., Este medio se
centrifugé a 17 000 x g por 10 minutos y la ﬁastilla se resuspendi6é y se
lavé dos veces con sacarosa 0.25 M a pH 7.4 . Durante todo el procedi -
miento a excepcién de la incubaciéu la temperatura fue de 4°C . Finalmente
,lJas mitocondrias obtenidas se resuspendieron en sacarosa 0.25 M a pH

7.4 .



III . Mitocondrias tipo II

Para la obtencion de este tipo de mitocondrias se siguié el mismo
procedimiento que las del tipo I, adicionando al medio de incubacidn 0. 001

M de EDTA a pH 7.4

IV . Mitocondrias tipo III .

Para 1a obtencidén de este tipo de mitocondrias se siguid el mismo
procedimiento que las mitocondrias tipo I y II, con 0.001 M de EGTA a

pH 7.4 en el medio de incubacion .

V. Determinacién de proteina.‘ .

El método empleado fue el de Biuret . A 0.02 ml de la suspensitn
mitocondrial, se le adicionaron 0.2 ml de una solucién de Desoxicolato de
Sodio al 5%( en NaOH 0.01 N), se agité y en seguida se afiadieron 1.5 ml
de reactivo de Biuret® y 1.28 ml de agua bidestilada, se agito nuevamente
y la mezcla se coloc6é en un bafio de agua a 37°C durante 15 minutos ,
posteriormente se registro la densidad 6ptica mediante el espectrofotdmetro
a una longitud de onda de 540 nm contra un blanco de Desoxicolato de -Sodio.
reactivo de Biuret y agua bidestilada . I.a lectura se relaciondé a una curva

patrén obtenida con varias concentraciones de albGmina sérica bovina .

* Reactivo de Biuret .
1.5 g de Sulfato de Cobre pentahidratado, 6.0 g de Tartrato de Sodio vy
Potasio y 300 ml de Hidroxido de Potasio al 10 ¢ , llevdndose a un litro

con agua bidestilada .
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VI. Medicioén del consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se midi6 por un método polarogrdfico medi-
ante un electrodo vibr4til de platino y un electrodo de calomel, como elec-
trodo de referencia, insertado dentro de una celda de 5 ml que contenia la
suspensién mitocondrial .

VII . MEDICION DE LA FLUORESCENCIA DEL BROMURO DE

ETIDIO .

Como se indic6é en la seccién de materiales, se utiliz6 el espectro -
fotofluorémeto Aminco DW-2a para la medicién de la fluorescencia del
bromuro de etidio . El rayo de luz de excitacién proveniente del mono-
cromador, es reflejado por los espejos planos A,A‘y B,B’ de la unidad de
fluorescencia(fig. 3) . El rayo incide sobre la muestra y la celda de refe-
rencia en dngulo recto con respecto a la trayectoria 6ptica normal del
monocromador . Esta geometria ortogonal es utilizada para evitar una posible
'contaminacion' de la sefial fluorescente por la luz de excitacién . Para
asegurarse que la luz de excitacién seleccionada por el monocromador ,
llegue en su mayor parte al fotodetector, se coloca un filtro de cuarzo enire
el fotodetector y el portaceldas que evita que la luz se desvie al incidir

sobre las celdas . Asimismo el espejo C detrds del portaceldas incrementa

efectivamente la fluorescencia haciéndola indicir hacia el fotodetector .

1. Determinacién de los espectros de excitacién y emisién

El espectro de excitacién de un compuesto fluorescente se obtiene
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Figura 3. Diagrama o6ptico de la unidad de fluorescencia
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mediante un barrido de la longitud de onda de excitacidn, midiendo la intensi-
dad de la luz emitida por la muestra, con respecto a un estandar de Sulfato
de Bario .

El espectro de emisitn, se bbtiene haciendo incidir en la muestra
fluorescente, luz a la longitud de onda de mixima excitaciéon. La medici6n
de la luz emitida se hace con respecto al estandar de Sulfato de Bario ,
ademis para eliminar la interferencia de la luz de excitacion, se utiliza un

filtro secundario que absorbe a la longitud de onda de excitacién .

2 . Determinacién del 7 de la fluorescencia relativa

Se selecciond la longitud de onda de excitacién para el bromuro de
etidio en suspension mitocondrial(510 nm) y se hizo incidir sobre las celdas
de mu’e»‘stra y referencia . La emisién se detectd a 610 nm utilizando un
filtro de gelatina de corte secundario Kodak N2 25 .

El % de fluorescencia relativa se obtuvo al colocar la misma concertra-
ci6n de bromuro de etidio en las celdas de referencia y muestra .

El 0% de la fluorescencia relativa correspondi6 a la diferencia de
fluorescencia, cuando la muestra se intercambia por una celda sin bromuro

de etidio. l.a diferencia correspondi6 a toda la escala del graficador .

3 . Disminucién del contenido de ATP de mitocondrias tipo IL

Mitocondrias de higado de rata(tipo lI) recién preparadas(30 micro-
litros de una suspensién patrdon conteniendo 100 mg/ml) se incubaron en

una celda del fluor6metro en el siguiente medio(volumen final 3 ml) :
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Guiv?y
200 mM de sacarosa; 10 mM de TEA,pH 7.4 ;1 microgramo/ml de rote -
nona durante S minutes. La incubacién disminuye el contenido de ATD de
las mitocondrias recién preparadas(197),de manera espontdnea en ausencia

de sustratos oxidables .

4 . Determinacion de la unién del Bromuro de Etidio a mitocondrias.

Los pardmetros de unién del etidio a la membrana mitocondrial fue-
ron medidos de la siguiente manera: se adicionaron mitocondrias(l. 0 mg de
proteina mitocondrial/ml) a un medio de incubacién equilibrado a tempera-
tura ambiente, constituido de sacarosa 200 mM, TEA 10 mM a pH 7. 4, ense-
guida se adicion6 bromuro de.etidio a diferentes concentraciones(0.25 - 10
micromolar), después de un minuto el medio fue filtrado en un sistema de
filtraci6én Millipore con filtros de 0.45 micras de tamafio de poro . Las
membranas retenidas se lavaron con el mismo medio y unaalicuota de 1 ml
del filtrado fue diluido en SDS al 5% . La fluorescencia de esta soluci6n fue
analizada a 510 nm y su concentracién fue obtenida a partir de una curva
patrén de calibracién de bromuro de etidio en SDS al 59, . A su vez las
membranas retenidas en el filtro fueron solubilizadas en SDS y su fluores-
cencia determinada de la manera anteriormente mencionada .

En el caso de mitocondrias energizadas el procedimiento fue idéntico

a excepcion de la adicién de SmM de algin sustrato oxidable o 1 mM de
ATP .
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RESULTADOS

Cuando el etidio se une a mitocondrias intactas, la respuesta de la
fluorescencia del colorante a cambios en el acoplamiento energético es
criticamente dependiente de que las membranas sean expuestas a un medio
que contenga EDTA previo al andlisis fluorométrico(ver métodos) . Asi, los
datos descritos a continuacién hacen una clara distincién del tipo de prepara-

ciones membranales utilizadas para la evaluacion experimental .

1 . Fluorescencia del Bromuro de Etidio y acoplamiento energético

en mitocondrias no tratadas con EDTA(mitocondrias tipo 1) .

La adicién de 5 M de bromuro de etidio a una suspension de mito-
condrias(a pH 7.4) no tratadas con EDTA preduce un incremento de la
fluorescencia del 609, comparada con la del etidio en la ausencia del orga-
nelo(fig. 4) . La fluorescencia del colorante unido a la membrana no es alte-
rada por la adicién de glutamato, succinato o ascorbato(mds TMPD), atn en
presencia de ADP . Bajo condiciones similares , 1 mM de ATP produce un
incremento inmediato de la fluorescencia con valores del 509 con respecto
al incremento inicial . Este incremento no se modifica en lo absoluto(fig.
4), por la adicién posterior de inhibidores de cadena respiratoria y desaco-
plantes.

Por lo tanto es claro que ni la oxidaci6én de los sustratos ni la hidrd-
lisis de ATP alteran la fluorescencia del etidio en las mitocondrias tipo I.

En otros términos, la insensibilidad de los efectos del ATP a los inhibidores
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Fig. 4 . A.Medicion del % de la fluorescencia del bromuro de etidic en
membranas tipo I(no tratadas con EDTA) y medicion simultdnea
del consumo de oxigeno. E1 medio bdsico de reaccibn contiene
10 mM de TEA-HC1 pH 7.4, 200 mM de sacarosa pH 7.4 y 5 M
de etidio. Las mitocondrias equivalen a 1 mg de proteina/ml.
Las adiciones subsecuentes se efectuaron donde se indica a una
concentracion: 5 mM de glutamato;2 mM de fosfato:0. 2 mM de
ADP. :

B. Medici6én del ¢, de fluorescencia del bromuro de etidio en
membranas tipo 1. El medio basal fue el mismo que en el panel
A.Se realizaron adiciones posteriores donde se indica._ Las
concentraciones utilizadas fueron : 1 mM de ATP;8x107‘M de
rotenona;lxlO“f’M de antimicina 2.3x10"6M de FCCP .

La escala de fluorescencia es similar para las dos paneles.
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FIG. 5 . Medicién simultdnea de la fluorescencia del bromuro de etidio
y del consumo de oxigeno en mitocondrias tratadas con EDTA
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metabdlicos sugirio que el efecto de este nuclebtido no es mediado a través
de su papel cldsico de donadof de grupos fosfato .

Experimentos adicionales no moestrados con nuclettidos de citidina,
inosina y uridina presentan un efecto simiiar al del ATP,que depende
estrictamente del ntmero de residuos fosfato del nucledsido .

Se debe hacer notar que ninguno de los nucle6tidos antes sefialados
incluyendo al ATP presentan efecto alguno sobre la fluorescencia del monitor

cuando éste tltimo se une a membranas de fantasmas de eritrocitos .

Il . Fluorescencia del Brecmuro de Etidio y acoplamiento energético

en mitocondrias tipo II .

La fluorescencia del bromuro de etidio(5uyM) en presencia de mito-
condrias tratadas con EDTA,al igual que en las mitocondrias tipo I,es dz
un 609 mayor que la fluorescencia del etidio en solucion acuosa . Sin
embargo, existe una diferencia notable a la respuesta de la adicién de sus-
tratos oxidables o de ATP. Cuando se agrega alguno de ellos se observa
un incremento adicional de la fluorescencia, que puede ser inhibido o preve-
nido por inhibidores de los segmentos 1,1, ¢ 1II del transporte de electrones
dependiendo del sustrato utilizado, o por oligomicina,en el caso de ATP .
Cuando la preparacion mitocondrial llega a un estado de apaerobiosis el
incremento adicional de la fluorescencia mencionado en el pairrafo anterior
desaparcce(fig. 5) .

Resulta evidente que el bromuro de etidio en presencia de mitocondrizs

tipo Il es seunsible a la activacién o inhibicién de la transferencia
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FIG.6 . Efecto de oligomicina y rotenona sobre el incremenio
de la fluorescencia dependiente de energia en mito -
condrias intactas tratadas con EDTA. La preparacicn
mitocondrial fue tratada para disminuir el contenico
de ATP endbgeno segln lo descriio en la seccidén de
Métodos. El medio es similar al de la fig. 4 . ATP
( 1 mM), rotencna(8x10-7M) y oligomicina(l. 2x10-7\9).



de electrones en los tres segmentos de conservacion de la energia de la
cadena respiratoria,asi como é.'la hidrdlisis del ATP .

Como se observa en la fig. S ,el bromuro de etidio a una concentra-
ci6én de 5 uM no tiene efecto desacoplante en mitocondrias tipo II, detefmi-

nado mediante la medicion del consumo de oxigeno .

IIl . Fluorescencia del Bromuro de Etidio en mitocondrias tipo 1I

energizadas con ATP

La adici6én de 1 mM de ATP a mitocondrias tipo II , con bajo conte-
nido de ATP , produce un incremento de la fluorescencia(33 ¥ del valor
producido por la adicién de etidio), que es revertido Unicamente por la
adicion de oligomicina y no por rotenona que es un inhibidor del transporte
de electrones(fig. 6) . Cuando la fluorescencia alcanza el mdximo de disminu-
cibn, despues de haber agregado oligomicina, la adicién de succinato(5 mM)
produce un incremento de la fluorescencia(fig. 7) que alcanza un valor de
45%, respecto al incremento inicial producido por etidio,que a su vez se
revierte por la adicién de antimicina(l pg/ml) . Cambios similares de
fluorescencia también se obtienen por la adicion de sustratos de sitios 1y
IIT los cuales son revertidos por rotenona y cianuro de potasio respectiva-
mente.

Las figuras 7 y 8-B indican que en mitocondrias tipo I, ocurre una
modificacion de la fluorescencia al agregar sustratos e inhibidores del trans-
porte de electrones, posterior al incremento inducido por ATP, en presencia
o ausencia de oligomicina . Lo cual no sucede en preparaciones tipo I(fig.

8-A) .
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Figura 7. Efecto de oligomicina sobre el incremento de la’
fluorescencia dependiente de energia en mitocon-
drias intactas tratadas con EDTA. El medio de

" reaccion es similar al de la fig. 4.ATP(1 mM),
oligomicina(1.2x10~7 M), rotenona(8x10~/ M), succi-
nato, antimicina, ascorbato y TMPD a concentra-
ciones similares que la figura J.
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=FIG.8 . Efecto de ATP y sustratos oxidables sobre la fluorescencia del
bromuro de etidio en mitocondrias del tipo I(panel A) v del tipo
II(panel B). Ll medio bdsico de reaccion es similar a ia fig. 4 .
ATP(1 mM), succinato(53 mM), rotenona(leO"’),antimicina(lxlO"C’}yl),

ascorbato(S mM) y TMPD(0.3 mM) .
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FIG.9. Relacién fluorescencia-unién del bromuro de etidio en mitocondrias
tipo Il en diferentes estados metabOlices. El medio bdsico de reac-
cion es similar a la fig. 4. 1) mitocondrias intactas no energizadas,
2)+ glutamato(5 mM); 3) glutamato + rotenona(8x10-7M); 4) succinato
(5 mM); 5) succinato + antimicina(1x10® M); 6) ATP( 1 mM); 7) ATP+
oligomicina(l. 2x10-7 M),
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IV . Relacitn de la fluorescencia del Bromuro de Etidio con los

cambios en la unidtn del colorante en membranas mitocondriales .

Los datos concernientes a los pardmetros de unidén del bromuro de
etidio en mitocondrias tipo II, asociados con los procesos de la conserva-
cién de energia se seiialan en la tabla III .

Se observa que cuando se adicionan sustratos oxidables, glutamato o
succinato, para energizar la membrana se tiene un aumento en el §) de
fluorescencia relativa del bromuro de etidio, y un incremento en la unién
del colorante a la membrana. La adicién de inhibidéres del transporte de
electrones, provoca tanto una disminucién en el 9 de fluorescencia relativa
como en la fijacién de etidio en la membrana. Esta disminucién llega a
tener los mismos valores que la preparacidn sin sustratos agregados .
Como se observa, de los dos sustratos utilizados, el que promueve mayor
adhesiétn del monitor a la membrana, es el succinato,y con respecto al ATP
es el que produce menor fijacién .

En la figura 9, se representan grificamente los datos de la tabla III;
se muestra que el 9 de fluorescencia relativa del bromuro de etidio con la
unién del mismo, a membranas mitocondriales tipo II, guardan una rela-
ci6én directa entre si .

La figura 10, muestra la relacién existente entre la fijacién del bro-
muro de etidio a mitocondrias no energizadas y energizadas, en presencia
de varias concentraciones del colorante(0-10uM) .

Se observa que tanto en mitocondrias en ausencia de sustrato como

en mitocondrias energizadas, se alcanza la saturacién en el rango de las
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MEMBRANAS TIPO I

F:R ETIDIO UNIDO

nmolas/mg de proteina

6y 0.92

GLUTANATO 88 B WT:
GLUTAMATO + ROTENONA 66 0.34
SUCCIONATO % 1.63
SUCCIONATO + ANTIMICINA 56 1.01
ATP 85 1.23

ATP + OLIGOMICINA 68 - 0.95

Tabla III. Relacion fluorescencia-unién del bromuro de etidio en mito-
condrias tipo II en diferentes estados metabdlicos. Las condiciones sOn
similares a la fig.9 .
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dio unido) ™1
(um)

FI1G.11.

1
(concentracion de etidio)™! (pm)

Doble reciproca de la concentracion total del bromuro de
etidio y del unido a mitocondrias tipo Il energizadas(B) vy
no energizadas(A). El medio bdsico de reaccién es similar
al de la fig.4. A.sin ninguna adicién. B. 1, g/ml de rote-

nona y 5 mM de succinato. La concentracién de etidio se
vari6 de 0-10 uM .
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.concentraciones utilizadas .

La figura 11 muestra la grafica de la doble reciproca de la concentra-
ci6én del bromuro de etidio y del etidio unido a mitocondrias energizadas y
no energizadas .

Se obtuvieron dos curvas diferentes para las dos preparaciones. El
valor de la Km para mitocondriés energizadas fue de 26.6 yM y de 80
uM para mitocondrias en auéencia de succinato . |

En la figura 12 se tiene la gradfica de Scatchard( concentracién de
etidio unido/ concentracidén de etidio total vs concentracién de etidio unido)
en mitocondrias con y sin sustrato. Como se observa se obtuvieron dos grd-
ficas diferentes, con un nGmero de sitios distinto para cada una de ellas.
Estos_ valores son 5.2 y 10. 2 nmolas de etidio/mg de proteina para mito-
condriailﬂs en ausencia y presencia de succinato respectivamente, que Corres-
ponden a la interseccion de la porcion lineal de la grafica en el eje de las

abcisas .

V .Dependencia de la fluorescencia del Bromuro de Etidio en el

acoplamiento energético como una funcién de la concentracién del colorante

en la membrana mitocondrial .

Los resultados hasta ahora sefialados, se obtuvieron a concentraciones
10 uM de bromuro de etidio . A continuacién se indican los efectos de
los sustratos e inhibidores de la cadena respiratoria en funcién de la
concentracién de etidio de 0.5 uyM hasta 50 uM(fig. 13) . Se observa que

cuando la concentracion de etidio utilizada es de 25-50 yM, la adici6én de

)
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FIG. 13 . Variaciones de la fluorescencia en mitocondrias tipo II energizadas,
como una funciétn de la concentracién del bromuro de ctidio. El medio
bisico de reaccidn similar al de la fig. 4 . (a) adicion de etidip ,
(b) adicién de succinato 5 mM, (¢) adicion de antimicina 1x10‘§M .
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FIG.14. Fluorescencia del bromuro de etidio en mitocondrias tipo II
‘ encrgizadas con 5 mM de succinato. El medio bdsico dc reac=
ciobn similar al de la. fig. 4 .La concentracion de bromuro de

etidio fue de S50 uM.
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sustratos produce un 309 de disminucién de la fluorescencia inicial; la adi-
cién de inhibidores del transporte de electrones produce a su vez un incre-
mento de la fluorescencia(figs. 13,14) . Estos efectos son opuestos a los

obtenidos cuando se tiene una concentracién de etidio de 0. 5-5.0 yM , como

se muestra en la misma figura 13 .

DISCUSTION

El presente trabajo describe las caracteristicas del bromuro de
etidio como un monitor de las transiciones de cargas negativas de super -
ficie que ocurren en mitocondrias metab6licamente activas. Se han descrito
otras moléculas fluorescentes como el ANS(34, 144), la n-fenil-1-nafrilami-
na y el 1-toluidino-naftalen-8-sulfonato(34, 35); el 1, 6-difenil 1, 3, 5-hexa -
trieno y el perileno sensibles a la microviscosidad ambiental(198, 199) ; el
pireno sulfonatoy el pireno sulfonamida sensibles al volumen(200); y algunos
colorantes fluorescentes extremadamente sensibles al potencial eléctrico ,
como diversas cianinas(37, 47), merocianinas(37, 47, 110) y oxonoles(102, 136).

Estrada-0O(90) encontré que la intensidad de la fluorescencia relativa
del bromuro de etidio incrementa hasta cinco veces cuando se une a deter-
gentes neutros(Brij-36 T) con respecto a la fluorescencia mostrada en agua.
Sin embargo, el incremento es de 16 veces cuando el colorante se une a
micelas ani6nicas. En cambio cuando el etidio se une a micélas catidnicas
ocurre un incremento despreciable de la fluorescencia. Resulta claro

que se obtendrd un incremento notable de la fluorescencia,cuando el
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colorante se encuentra en un medio hidr6fobo con cargas negativas. Estos
datos indican que el bromuro de etidio ademds de ser sensible a cambios
en la polaridad de su microambiente(89, 201), es sensible a la presencia de
cargas negativas en la vecindad de los sitios hidr6fobos. Por lo tanto es
necesario considerar ambos factores para analizar cualquier cambio en la

fluorescencia del bromuro de etidio .

1 . Fluorescencia del Bromuro de Etidio en membranas mitocondriales

tipo I .

Como se observa en la fig. 4,la adici6n de bromuro de etidio a mito-
condrias tipo I(no tratadas con EDTA) produce un incremento de la fluores-
cencia. La oxidacién de 4cidos carboxilicos del ciclo de Krebs asi como
inhibidores del transporte de electrones y desacoplantes no producen ningin
efecto en la fluorescencia basal del etidio en mitocondrias tipo I(figs. 4, §-A).
En este tipo de preparaciones el bromuro de etidio es incapaz de registrér
los cambios asociados al transporte de electrones. Sin embargo, la adicién
de 1 mM de ATP provoca un incremento de la fluorescencia basal sensible
a oligomicina e insensible a inhibidores del transporte de electrones vy
desacoplantes(fig. 4-B) , 1o que sugiere una posible interaccién del colorante
a la ATPasa mitocondrial de acuerdo con los datos encontrados por Mahler
(202) e Higuti(203) de la unién de bromuro de etidio a la ATPasa.

Es importante sefialar que las mitocondrias tipo I, presentan dos
sitios de uni6n del etidio, uno inespecifico y otro que solamente se expone

al actuar la ATPasa .
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II. Fluorescencia del Bromuro de Etidio en mitocondrias tipo 1I vy IIL

A diferencia de los datos anteriores, cuando las mitocondrias son
incubadas con EDTA(figs. 5 y 8-B) se observan incrementos y disminu -
ciones notables en la fluorescencia, debido a la oxidacién de sustratos y a
la inhibicién del transportc de electrones en los tres segmentos de la cadena
respiratoria respectivamente. Aéimismo la adicién de ATP produce un au-
mento en la fluorescencia, el vcual es revertido por oligomicina .Aparente-
mente en este tipo de mitocondrias, es posible exponer otro sitio de unidn
del colorante, asociado al tranéporte de electrones de cadena respiratoria.
En cuyo caso se tendrian entonces : un sitio inespecifico cuya interaccitn
con el etidio produce un % de incremento de la fluorescencia igual en los
dos tipos de preparaciones. Un segundo sitio involucrado aparentemenie con
la actigl.idad de la ATPasa similar tanto en mitocondrias tipo I(figs. 4 y §-A)
como en mitocondrias tipo II(figs. 5,6 y 8-B) . Y un tercer sitio que se
hace evidente Gnicamente en mitocondrias tipo II, probablemente debido a la
remocién del magnesio unido a sitios criticos de superficie, lo que permite
que el etidio registre transiciones de carga de superficie y/o transiciones
de polaridad del microambiente durante el transporte de electrones en los
tres segmentos de la cadena respiratoria.

El papel del magnesio para que el etidio presente estas respuestas
se hace evidente por los resultados obtenidos cuando en el medio de incuba-
cién el EDTA es reemplazado por EGTA(fig. 15) , este Gltimo quelante como
se sabe tiene mayor afinidad péra calcio que para magnesio, no obstante, si

se considera que la fluorescencia del bromuro de etidio incrementa cuando
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FIG.15 . Fluorescencia del bromuro de etidio en mitocondrias tipo III
(tratadas con EGTA). El medio bdsico de reaccidon contiene
10 mM de TEA-HCI(pH 7.4), 200 mM de sacarosa pH 7.4 y
S yM de bromuro de etidio.lLas mitocondrias equivalen a
1 mg de proteina/mi. Glutamato, succinato y ascorbato(5 mM)
rotenona(leO'"M),antimicina(lxlO"(’L\l) y TMPD(0.3 mM)



el colorante se une a sitios hidr6fobos negativos como lo sefialan los experi-
mentos en micélas neutras, anidnicas y catibnicas, se deberia esperar el
mismo efecto al remover Mg2+o Ca2+ de la membrana mitocondrial ya

que se dejarian expuestos sitios négativos. Seria poco factible que el etidio
mostrara diferente afinidad bhacia los dos sitios ya que lo Gnico que permite
la interaccion del colorante es su naturaleza negativa .

Se ha encontrado que la unién del magnesio a la membrana mitocon-
drial es mayor en un rango de pH de 6.5 a 7.0 . Los constituyente.s de
membrana que presentan un pKa entre estos valores de pH son los residuos
de histidina de las proteinas,y los grupos fosfato de los fosfolipidos(204) .
Estos altimos son los sitios de unién mds probables ya que existen eviden-
cias en la literatura de la interaccién magnesio-fosfolipidos en diversos
sistemas membranales(205, 206), estos sitios requieren una concentracién
relativamente alta de magnesio para saturarse. En cambio,no se tienen da-
tos sobre la interaccién magnesio-histidina

Habercom y Cheung(204) han sugerido que la unién magnesio-fosfo -
lipidos es un factor importante para la integridad de la membrana en base
a que vesiculas de reticulo sarcoplismico tratadas con EDTA aumentan su
permeabilidad .

Datos en la literatura demuestran que mientras la clorotetraciclina
muestra poco o ningun incremento de unién a membranas de eritrocitos o
microsomas en la ausencia de cationes divalentes,en el caso de la mito -
condria(41) se produce un incremento de la fluorescencia del antibittico ,

que ocurre aproximadamente durante un minuto y estd probablemente
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asociado con la unién de la clorotetraciclina a los cationes unidos con alta
-afinidad a la membrana mitocoﬁdrial. Es bien conocido que lavados repe-
tidos de mitocondrias no eliminan del todo el calcio y magnesio. La adi-
ci6n de rotenona para inhibir la respiracion produce una ligera disminucién
en la fluorescencia, mientras que la adicién de succinato restaura los nive-
les altos de fluorescencia . La subsecuente adicion de otros agentes inhibi-
dores, asi como antimicina, producen una disminucién de la fluorescencia.
Por lo tanto la clorotetraciclina parece fluorecer al umirse al sitio negativo
al cual estd unido el cation divalente .

La naturaleza de los cambios de la fluorescencia del bromuro de
etidio en la mitocondria, podria ser hasta cierto punto semejante a los ob-
servados con clorotetraciclina, sin embargo, la situacién parece ser diferente
ya que la clorotetraciclina es fluorescente en los sitios de interaccién con
los cationes divalentes unidos a la membrana,y como este antibiético es
probablemente capaz de penetrar la membrana, posiblemente la fluorescencia
observada pueda deberse a los cationes unidos en la superficie interna de
la membrana mitocondrial(41) .

Una posible explicacién de los resultados presentados durante la
oxidacién de sustratos,es que la unién del etidio catibnico a la membrana
mitocondrial interna ocurre en sitios cuya carga negativa podria depender
del estado energizado por sustratos(79,82,83) y/o de variaciones en el
acceso de Mg2+ . En membranas no tratadas con EDTA({ig. 4), el magnesio
asi como otros iones monovalentes y divalentes forman complejos en la

superficie con grupos cargados negativamente de proteinas y de las
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porciones polares de los fosfolipidos, como fosfatidilserina y fosfatidilglicerol.

El magnesio al estar unido a estos sitios electronegativos, no los hace
accesibles para la interacci6én con el etidio en tales preparaciones membra-
nales. El colorante podria localizarse fundamentalmente en la interfase de
la membrana visualizando el medio ambiente de las transiciones de las car-
gas negativas de la superficie no acopladas y acopladas energéticamente .

La figura S sugiere que el tratamiento con EDTA puede causar la exposi-
cién de sitios anidnicos de membrana(previamente unidos al magnesio) para
la interaccién con el etidio .

Durante los procesos de conservacion de la energia, se puede inducir
una reorientacién inicial del colorante mediante las cargas negativas de la
superficie o de la translocacién limitada del colorante hacia ciertos locien
la membrana, seguida por un incremento en la fijacién neta del colorante
inducida por la generacién de un potencial transmembranal negativo .

Es concebible que el etidio pueda registrar en parte el potencial trans-
membranal al moverse hacia partes mds "internas” de la membrana . Un
cambio en su posicién podria probablemente inducir un cambio en su efici-
encia cudntica o en su vida media, pero es también posible que nuevos sitios
de unién al etidio puedan hacerse mis accesibles cuando el colorante esta
unido en lugares ''profundos” de la membrana;asi,otras moléculas del etidio
pueden moverse hacia la membrana durante los cambios en el potencial trans-
membranal e incrementar la unibn a las cargas negativas de superficie .

Ciemmente,la translocacién electroforétrica neta promovida por el

potencial puede ocurrir incluso en magnitudes significativas . Sin embargo,
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los cambios en las cargas negativas a las cuales estd unido el magnesio
y/0 la hidrofobicidad la cual es un reflejo de la fluorescencia de la fraccitn
del colorante unido, puede también reflejar cambios estructurales de los
componentes de membrana .

Gitler y Montal(207) han mostrado que la interaccién de cationes con
algunas proteinas, cambian dristicamente su solubilidéd;_ por lo tanto las
proteinas de membrana interna en presencia de cationes pueden presentar
modificacioﬁes en su posicién dentro de la membrana debido a la variacion
en su hidrofobicidad. Se han registrado cambios en la fluorescencia de moni-
tores tales como pireno-3-sulfonato, ANS y sus derivados en preparaciones
mitocondriales en diferentes estados metabdlicos(34, 35) . Sugiriéndose que
durante la energizacién se tiende a una disminucién en el volumen de 1la
regién interna de la membrana .

Por otra parte Chance y col. (88) proponen que durante la transicién
del estado 3 al 4 ocurren cambios conformacionales en los complejos lipo-
protéicos, y que estas transiciones en la membrana producen una estructura
mis ordenada en el estado energizado, con un inCremento en la estructura
beta de las proteinas(208) . Esto produce una liberacién de nloléculas de
agua ''estructurada’’ de macromoléculas membranales, detectindose incre -
mentos en la emisi6én de fluorescencia del monitor siempre y cuando éste
ocupe regiones de la membrana que contengan 'agua estructurada” . A su
vez, esta exclusién de agua puede tener como consecuencia hacer accesibles
grupos negativos(fosfato y/o carboxilo, ocupados por el agua(34) . Un

inconveniente de esta hip6tesis es la lentitud de eventos fisicos asociados
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a la estructuracién del agua membranal, que contrasta con la rdpida respu-
esta de la fluorescencia del etidio y con la alta velocidad del ciclo de
oxidoreduccion del citocromo bg(194) .

Antes de tratar de dar una explicacion de las variacionesde fluores-
cencia del bromuro de etidio en las diferentes preparaciones mitocondriales
estudiadas, es conveniente analizar la relacién existente ebntre la unién del

colorante a la membrana y su respuesta fluorescente .

IIL Cambios en el equilibrio dindmico de la unién del Bromuro de

Etidio asociado con la conservacién de energia .

Chance(194) ha encontrado que el etidio es capaz de mostrar transi-
ciones rdpidas y en paralelo en tiempo a las respuestas del citocromo b;
las cuales ocurren por la energizacién de la mitocondria. Tales efectes no
modifican significativamente la constante de disociacion del colorante unido
a la membrana. Estos resultados previamente sugeridos por Gitler(89) indi-
can que algunas de las transiciones membranales acopladas al transporte
de electrones registradas por el colorante, son el resultado de cambios
primarios en la intensidad relativa de la fluorescencia .

Las evidencias directas de que los cambios en la fluorescencia del
bromuro de etidio estdn relacionados con el movimiento del fluor6éforo hacia
y desde la membrana, estdn dadas por las mediciones del etidio libre y unido
en diferentes estados metab6licos de la mitocondria. Como se observa en
la figura 9, existe una relacién notable entre la unién del etidio y los cambios

en la fluorescencia en mitocondrias tipo II energizadas y no energizadas .

87



La adici6tn de sustratos oxidables, glutamato y succinato o ATP ,a mitocon-
drias tipo II en presencia de etidio induce un incremento paralelo en la
fijacién y fluorescencia del etidio en la membrana(fig. 9) . Las diferencias
de sustratos en promover los cambios de fluorescencia y de uni6én del colo-
rante aparentemente se relacionan con la velocidad con que inducen el trans-
porte de electrones en membrana mitocondrial(fig. 5) .

Haciendo una comparacion de los efectos de ATP versus succinato en
mitocondrias tipo II, se observa, que ocurre un porciento de incremento de
la fijacion de etidio similar al porciento de incremento en la fluorescencia
en el caso de succinato, en tanto que en presencia de ATP ocurre una dife-
rencia en el porciento de fluorescencia dos veces mayor que el porciento
de fijaci6bn de etidio en mitocondrias. Esto puede reflejar diferencias en
el promedio de la eficiencia cudntica por molécula unida como Gitler(89) y
Chance(194) sugieren para algunos efectos de la fluorescencia del etidio .
Claramente el etidio también responde con un incremento en su unién a la
alcalinizacion de la membrana(209) . Sin embargo, podrian también estar
involucrados cambios en la eficiencia cudntica del monitor como se ve por
ejemplo en las membranas tipo II sin ninguna adicidn,o por efecto del poten-
cial transmembranal que induzca un incremento en la afinidad de la mem-
brana por el etidio .

A su vez, la inhibicién del transporte de electrones del segmento 1
(rotenona, polieter XXVIII mds potasio) y del segmento Il(antimicina), o la
inhibici6én de la ATPasa mitocondrial(oligomicina) producen una disminucién

significativa tanto de la fluorescencia como de la uni6n del etidio en dife-
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rentes preparaciones mitocondriales(fiz. 9, tabla Ill), alcanzan practicamente
los niveles basales .

Los experimentos anteriores sugieren que la ﬂuoreécencia del etidio
se debe en una .gran parte a su movimiento desde el medio acuoso a la
matriz hidr6foba de la membrana. Sin em_bargo, queda abierta la posibilidad
de que los cambios se deban en una pequefia proporcion a cambios de la
eficiencia cudntica del fluoréforo permanentemente unido a la membrana .

En apoyo a estos datos se tienen que estudios combinados con
compuestos anidnicos(ANS y TNS),asi como con catiénicos(Auramina-0) han
sugerido que la carga de superficie de la membrana mitocondrial es m&s
negativa en la porcién externa y mis positiva en la regién interna, cuando
ATP o sustratos oxidables son adicionados(83) . Este modelo parece a su
vez apoyado por datos de Skulachev(43, 85), concernientes a la medicién del
movimiento de moléculas cargadas hacia y desde la membrana mitocondrial
Los estudios con particulas submitocondriales(consideradas invertidas con
respecto a las mitocondrias intactas) han sugerido que los fragmentos duran-
te la conservacion de energia presentan una carga mis positiva en la super-
ficie externa y mis negativa en la interna(79, 82,83). La generacién de un
potencial transmembranal negativo interno en mitocondrias intactas, durante
el proceso de transporte de electrones y el acoplamiento energético(4, 5 )
puede estar parcialmente relacionado con el incremento de la unién del
colorante catibnico. Parece, sin embargo, que un incremento en la cantidad
del colorante unido no es solamente explicado por un incremento en la fluores-

cencia.
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Las variaciones en la fijacion del etidio asociados a los procesos de
conservacién de energia en la .membrana mitocondrial son probablemente
debidos a cambios en la afinidad de los sitios de membrana para el etidio.

Los experimentos realizados con el fin de determinar la posible dife-
rencia tanto en la naturaleza como en el ntmero de sitios de unién del bro-
muro de etidio en mitocondrias tipo Il en presencia de succinato como sus-
trato oxidable, se indican a continuacitn .

La fig. 10 representa la variacidn de la concentracién del etidio unido
a la membrana con respecto a la concentracidn total de etidio utilizada, La
curva A que correéponde a la unién del colorante a sitios en membranas no
energiz)adas,presenta un comportamiento de saturacidén con una constante de
afinidad de 80.0 uM, valor obtenido de la grafica de la doble reciproca(fig.
11). Segtn la relacién de Scatchard(fig.12) presenta un nGmero de sitios de
5.2 nmolar/mg de proteina . La curva B correspondiente a mitocondrias
energizadas con succinato, sigue una cinética de Michaelis con una constante
de afinidad de 26.6 uM, obtenida de la grifica de 1l/etidio unido vs 1/etidio
total (fig. 11) .

El anilisis de las graficas de doble reciproca y Scatchard del etidio
unido a la membrana mitocondrial(figs. 11 y 12) indican que la conservacién
de la energia(inducida por la adicién de sustratos)se asocia con una disminu-
ci6n en la Km aparente para el etidio 80 x 10-0M para mitocondrias no
energizadas a 26.6 x 106 M para mitocondrias energizadas, sin cambio en
el nimero de sitios de unién durante la energizacién . Esta variacidon en

la Km podria ser una consecuencia de un cambio estructural en los sitios
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de unién o un cambio por el potencial eléctrico a través de la membrana
(89,194) . |

hLa energizacién incrementa la afinidad de la membrana por el etidio
(figs. 11 y 12), presentandose dos sitios de fijacién del colorante. Un tipo
de sitio de baja afinidad(n=10.2 y Kd=4.3) y otro de alta afinidad(n=35.2 y
una Kd=1.57) . Estos dos sitios de fijacién posiblemente corresponden alos
sitios de uni6n que presentan las mitocondrias sin energizar y a la exposi-
cién o formacién de nuevos sitios al llevarse a cabo las reacciones de
oxido-reduccidon de la cadena respiratoria.

La energizacién de la membrana tiene como resultado un rearreglo
conformacional ‘del esqueleto lipoprotéico entre el cual aparecen algunos gru-
pos anidnicos y otros grupos se enmascaran. El efecto de la energizacion
de la membrana produce un incremento en la interaccién entre los grupos
ani6nicos y los cationes organicos. Esto puede ser debido a un incremento
en la nucleofilicidad del sitio o a un incremento en la hidrofobicidad(35) del

medio ambiente donde se localiza el sitio de interaccién del etidio(178)

IV. Cambios de la fluorescencia del Bromuro de Etidio en presen-

cia_de ATP.

La adicién de ATP produce un incremento de la fluorescencia del
bromuro de etidio tanto en mitocondrias tipo I como en mitocondrias tipo IL

Experimentos de unidn del etidio a la membrana tipo Il indican que
existe un incremento en la fijaciéon del colorante en presencia de ATP, y

una disminucién al adicionar oligomicina
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L‘na serie dé evidencias experimentales indican la existencia de una
interaccion entre el bromuro de. etidio y la ATPasa mitocondrial. Se ha
encontrado que el bromuro de etidio y algunos derivados se unen a sitios
lipofilicos de la ATPasa, tentativamente identificados como el componente de
menor peso molecular de la porcién sensible a oligomicina(184). Reportes
de Pefia y col. (210) indican que el etidio inhibe en un 259 la actividad de la
ATPasa de higado de rata en particulas submitocondriales, pero la porcidn
soluble de la enzima(F;) es escasamente inhibida. Los datos antes mencio-
nados sugieren que el'blanco” para el bromuro de etidio es la porcion Fo
de la mencionada enzima mis que la porcion catalitica(F) . Sin embargo
‘Crosby y col. (211) describen una clara inhibicion de la porcidn soluble

purificada F, de la ATPasa,y en base a evidencias cinéticas propone que el

1
"blanco'v';‘para este compuesto se localiza en sitios no cataliticos de F,

El etidio presenta una cinética clasica de inhibicibn no competitiva
con respecto a ATP-Mg2+,indicando que no tiene interferencia con la unién
de A']‘P—I\/IgzJr en la porcion Fj, requiriéndose una concentracion de 220 vM
de etidio para presentarse un 50% de inhibicién de la porcién Fl

Una de las situaciones aln no perfectamente esclarecidas,es la re-
ferente que si la uni6n dependiente de energia del etidio a la membrana
mitocondrial refleja el potencial de membrana o la energizacion de regiones
localizadas de la membrana mitocondrial interna(79, 83, 203) .

Higuti y col. (203) han cstudiado la unidn del etidio dcpendicnte de
ATP en la meinbrana interna nitocondrial ¢n funcidn del powcncial de -

brana o de la energizacion de ella,en base a la inactivacion del sistema
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ATPasa en la membrana por oligomicina . Bertina(212) encontr6 que el
sistema ATPasa mitocondrial(Fy-Fo) une una mol de oligomicina/mol de Fo
con una baja constante de disociaci6n. La interaccion de etidio dependiente
de energia a la mitocondria energizada con ATP alcanza un equilibrio des-
pues de 3 minutos(203). Nosotroé encontramos que la adicién de oligomicina
(1.0 pyg/mg de proteina) causa un 80% de disminucién en la fluorescencia y
un decremento en la unién del etidio del 77% con respecto al control . Esta
fijacion del etidio es independiente del estado de oxido-reduccion de 1los
componentes de la cadena respiratoria,ya que después de inhibir la fijacién
del etidio a la ATPasa con oligomicina se encuentra una respuesta en la
fluorescencia del bromuro de etidio a la adicién de sustratos oxidables.
Asimismo se observa una respuesta en la fluorescencia del etidio a ATP

cuando la cadena respiratoria estd inhibida .

V. Fluorescencia del Bromuro de Etidio a altas concentraciones, en

mitocondrias tipo II .

En mitocondrias tipo 1II, la presencia de altas concentraciones de
etidio( >10 yM) produce un aumento de la fluorescencia, correspondiente a
la unién del etidio a los sitios de alta afinidad. La adicién de- sustratos
produce una extincién de la fluorescencia que es revertida por la adicién de
inhibidores, a diferencia de lo que ocurre cuando €l etidio se tiene a
concentraciones menores . Este comportamiento aparentemente contradictorio
puede deberse a las concentraciones relativamente altas del colorante .

Posiblemente a bajas concentraciones el etidio se fija a la membrana, mien-
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tras que a mayores concentraciones, la generacién del potencial transmembra-
nal por la adici6én de sustratos(pero no ATP) permite que una mayor concentra-
cién de etidio se fije a la membrana, presentindose un fenémeno de agregacidn
del monitor, que a su vez ocasiona una disminucién de la fluorescencia. Esta
agregacion tambiZn puede ocurrir en solventes de baja constante dieléctrica
debido a la fuerte interaccién entre las moléculas del colorante no separadas
por las moléculas del solvente. Cuando el colorante catibnico interaccicna

con sitios anibnicos, tiende a agregarse como una consecuencia de la disminu-
cién de las repulsiones electrostdticas o una faciiitacién de las interacciones
hidrofébicas(53). Esto se ha demostrado también en polimeros anidnicos ,

los cuales son muy efectivos en producir cambios de la fluorescencia y absor-

cién de los colorantes catidnicos,ocasionando que las moléculas del colorante

se junten facilitando la interaccién electrostdtica entre ellos(53) .

CONCULUSIONESS

Los resultados experimentales permiten concluir que el bromuro de
etidio se comporta como un catién lipofilico mévil que es incorporado a la
membrana mitocondrial a través de un proceso dependiente de energia .
Presenta propiedades fluorescentes las cuales se manifiestan al fijarse a
sitios membranales de baja constante dieléctrica. El bromuro de etidio es,
ademds, un monitor sensible a los cambios en la polaridad del microambiente,
lo que le permite registrar los procesos relacionados con la transferencia y

la conservacién de energia en la membrana mitocondrial. Las variaciones
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~de fluorescencia estrictamente acopladas a la transformacién membranal de
energia s6lo se observan cuando la membrana ha sido parcialmente des -
provista de magnesio y sustratos enddgenos en hn medio que contiene ED’I‘A.
En dichas condiciones, la fluorescencia del colorante es incrementada o aba-.
tida por la estimulacion ¢ el bloqueo del transporte de electrones como una
funcién dependiente de la concentracién del etidio unido .

El efecto de ATP y/o los sustratos con respecto al efecto de rotenona
antimicina y oligomicina indican la ventaja del etidio sobre otros monitores
en lo referente al estudio funcional de las membranas mitocondriales intac-
tas. Es atil para determinar tanto las alteraciones de carga de superficie
que pueden hacerse evidentes durante los procesos de acopiamiento y desa-
coplamiento energético como los posibles mecanismos involucrados en 1la
tran'sif:e'rencia de energia que dependen de potenciales de superficie y trans-
membranal.

Otro aspecto importante de este trabajo es el referente a la importan-
cia del magnesio para permitir observar variaciones de la fluorescencia dei
\bromuro de etidio acopladas a las transiciones energéticas. Para esto se
propone un modelo para tratar de explicar el papel funcional del magnesio.
Este cati6én divalente ocupa ciertos sitios criticos de superficie. Al remover
el magnesio de dichos sitios por la accién del EDTA, se permite tanto 1la
unién del etidio a los lugares de superficie como su penetracién hasta la
parte interna de la membrana. Por lo tanto al enefgizar la mitocondria el
etidio presente en ambos lugares ''reporta’ las variaciones energéticas y

responde incrementando o disminuyendo la fluorescencia. En base a esto
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podemos sugerir la existencia de tres sitios de interaccién del bromuro
de etidio .

a) Sitios de - baja especificidad, no asociados a las transiciones energé-
ticas posiblemente ligados a interfases membranales con carga anidnica de
superficie.

b) Sitios membranales de mayor especificidad que se exponen al tratar
a las mitocondrias con EDTA, los cuales muestran una alta especificidad
para interaccionar con el fluor6foro catidnico al energizarse la mitocondria
(credndose el potencial transmembranal negativo interno) . \Tal energizacion
facilita la interacci6n y la atraccion electroforética del etidio al interiorde
la membrana. Estos sitios ani6nicos e hidrofébicos, normalmente estdn
ocupados por el magnesio y a profundidades variables en la membrana .

c) Sitios ligados a la fijacion del etidio a la ATPasa(F; o Fo) mito-
condrial ocupando sitios que pueden también selectivamente ser ocupados por
cationes orginicos e inorginicos en la estructura de la enzima.

El transporte de electrones a lo largo de la cadena oxidativa produce
un marcado incremento de la fluorescencia a concentraciones menores de
10 micromolar de bromuro de etidio; contrariamente promueve un abati-
miento en su fluorescencia a concentraciones del monitor mayores de 25
micromolar. Ambos procesos, el incremento y el abatimiento de la fluores-
cencia dependientes de energia son totalmente revertidos por inhibidores
clisicos del transporte de electrones en los tres segmentos de conservacién
de energia de la cadena respiratoria. Contrario a lo observado cuando la

energla proviene del transporte de electrones, la hidr6lisis de ATP produce

3
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un incremento pero no una disminucién de la fiuorescencia del etidio a
todas las concentraciones del colorante utilizadas, siendo este efecto rever-
tido por por 'oligomicina.

Se sugiere que las variaciones en el potencial de membrana y 105
cambios en las cargas de superficie ligadas a cationes como el magnesio
facilitan tanto la unién y translocacitn del monitor a la'porciOn lipidica de
la membrana mitocondrial, como a sitios anidnicos intramembranales selec-

tivos, algunos de los ' cuales estarian asociados con la ATPasa mitocondrial.
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