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I . L a  membrana biol6gj.ca. IAos diferentes til-x,s de membrana bioi6 - 

gicns aim  cuando pwsentan uniibrmidad en  cuanto a su organizaci6n (es - 

tmcturrl), r11ueFtran !1na gran divcrsidad de funciones, como son tra!lsdllc- 

ci6n de energia, la respuesta inmune, e l  aislamiento eléctrico, la sec.reci6n 

de proteinas, la propagaci6u de impulsos, etc. 

- I " _" "" "_ "" 

Una característica común  en todas ellas, es sucon~posicidn fundamen- 

tal, que es de lipidos y proteinas. Existen evidencias experimentales q x  

sefíílan quc los lipidos se encuentran arreglados formando una bicapx: 1>, 

¿Que es entonces, lo que permite las  diferencias en cuanto 3 la funciorali- 

da3 de la ~nembrana?. La psible  respuesta a esta pregunta, parece estzr 

dada por las disimi1itl:des en los detalles  finos, que comprenden, la natura- 

leza quirnjca, la djsposici6n y la relaci6n  eiltre lipidos y proteinas(1, 2). 

Estas  diferencias,  psiblemente  vistas como "simples", son las respcnsabks 

de la diversidad de las funciones membranales(2, 3) . La combinacidn dz 

estudios cspectrosc6picos y estxdios bioquimicos, han permitido deterniinar 

tanto detalles  estructurales como alguaas de las relaciones  estructura-fun- 

ci6n. 

De las membranas intracelulares, la  membrana mitocondrial psihle- 

mente sea la más interesante, debido a las funciones que descmpeíia y a 11. 

topologia tan complicada que presenta. A continuacidn se señalan algunas 

de las caracteristicas más importantes de la mitocondria, principalmente en 

relacidn con el proceso de la transducci6n de energia, que e S l a  pa rre 

central dc la presente tesis. 
. 
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mitocondrial, en tanto que lzL membrana interna, posee entre e l  SO-c?5?3 de 

las proteinas mitoconclrj.ales unidas a la  membrana y m6s del 907: de las 

lipidas mitocondriales totales( 2 ). 

Mediante divcrsas  técnicas  se ha determinado h existencia de 

varias enzinas en  la  membrana externa dc, la mitocondria,  entre ellas se 

encuentran la Acil Co A sintetasa, la Aminooxidasa, la  NADH-Citocl-cmo h, 

reductasa, la Citocromo b5 glicerol fosfato acil  transferasa, la Fosfolipsa 

A ( 2 ), y rzcientemente una proteina Fe-S( 11) . 2 

1. Transformaciones  estructu~:.ales  acopladzs a l  estado energizado. En 

la mitocondria,  paralelamente  a  los  cambios de energizacibn, se presenran 

transformaciones en la conformaci6n de la membrana(7,12,13, 14 ). 'Tales 

cambios se observaron  inicialmente en mitocondrias aisladas de 11Zgads dc 

r2ta y en celulas  estructural y funcionalmente intactas(i5). En h actualid.ld 

se reconoce que los cambios estructurales se presentan universalmente ea 

todas las membranas transductoras de energia,  irrespectivo dei  t i p  celular 

de  donde sc aisle11 estas membranas . 

" ~ ~ . ~ " " _ _ _ - I _  " "_ 

E n  mitoc.ondrias metab6licalnente intltctas, se observa e n fo r 1 x 3  

consistente, una configuracifin condensada dc la membrana intern3 ~ 1 1 P K 3 . ~ ~ ~  

3 
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a l  azar, sin U G ; ~  c h m  djsriLlci.6:1 entre Lqs c~xstrls y 13 rnatriz, Iluranti: h .  

energizaciOn  COI^ sustratos  respiratorios y el sklbsecuente inicio de k.1 fosfo- 

rilacjhn osidativa con ADP, ocurren  variaciones  estructurales  ciclicas cn b 

nlernbninaiillcremcntos en volumen y condcnsaciones), las cuales sori c,om- 

pletameate bloqucndas ranto p r  inhibidores del  transporte de electroncs 

conlo pr inhihidores y des;1copL?.ntes de la fosforilaci6n osidati[%( 7 ,  12 ). 

Dichos cambios han sido estudiadcJs par microscopia electr6nia de ba~-rido 

criograhsdo y cricfractura(12, 16, 17). La interpretaci6n  general de estos 

datos es pnrcialmente  consistente con e l  planteamiento de la hip3tesis  con- 

formacional(l8). S i n  embargo, la carencia. de coriceptos  contundentes, los C L ~  - 

les pueda!? servir para e! mtendirnjento ciei nlecarlisrno de h sonse~-vaci6n 

de k? energiz,   re vela lo jnadecuado del conocin-;iento existenre en la organiza- 

cidn molecular y su interreíaci6n con los eventos metab6licos que ocurren 

en esta membrana. Las observaciones de las transformaciones estructuiya - 

les que suceder,  durante los procesos  energéticcs, demuestran que esta mem- 

brana puede sufrir una rA.pida reorganizaciCn de la superficie, lo cual  requi- 

ere de un alto grado de flexibilidad,  plasticidad, y tal vez un alto grado de 

libertad dc movimiento de los componentes mernbranales. En parte , e S t o  

pareceria contradecir el señalado alto  lmrcentajc de proteinas  integrales, 

lo cual  cierzimente tiende a x-es'iringi; la piasticidad y flexibilidad de las 

meIfiranas. Es en base a este  contesto que se examinan detalles de algu- 

nas de las cara.cterlsticas en  la organizacidr, molecular de la membrana 

mitocond.rja1. interna. 



rr,itocondrias intactas: coxo en rnitopkstos(l6, 17), se encontr6 o,w existe cna 

distribuci6n similar de los componentes proteicos en preparaciones de 1ljii'o- 

condrias y mito2lastos de  higado de rata, coraz6n y levadura(l.6). Si2 emh2rgo 

se observ6 una diferencia en la distribuci6n asimétrica de pa~~fcutlas intra- 

rnenlbmnaks entre nxxnbrdna interna y mernbrana externa. La mayol-i;l de 

las particulas, se localizan en las monocapas de las. dos membranas que ve:" 



par.;-.$culcxs ocupan aproximadamente un tercio del área de  suLrzrficie de 1:: 

membrana(?5, 17); ademSs 1.2s protekas qge las  constituyx presentan u:1 

requerimiento de espc io  para su movilidad lareral translaciorml. E l  IWtCii- 

cia1 para esta movilidad p x d e  ser considerableillentle alto, siemprz y c.can:lo 

la  bicaptr  iipIdica sea flucda y que las proteínas no estén  estabilizadas por 

una red continua y rigida de proteina-pL-otefna. 

Cgando las mitocondrias son enfriadas lentamente hasta O"C, por 

debajo de la temperatura de transici6n  exotermica,  se present2 una clara 

separacidn laterai  entre  regiones  lisas",  libres de prticulas y regiotxs 

ricas en ellas en la cara hidrbfoba de la membrana externa. Tal s e p m -  

ci6n estructural no se manifiesta en la membrana interna. Sin embargo, si 

la mitocondria. i ~ a c t a  cs congelada lentamente hasta -8" C ,  se p r e S en t a ~i 

separaciones laterzles tanto en la membrana  &,terna como en h externa. 

Tal szpraci6ri  lateral termocr6pica pro'irigoniza psibkl-riente 12 ag-egaci611 
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de las regiones que excluyen protzinas durante las transiciones de kt fiase 

lipidica crisralina a un estado de gel en la bicapa, como  lo  indican estudios 

de calorimetria  diferencial de barrido( 7 ) . Estas separaciones laterales 

termotr6picas de los componentes tanto de la membrana interna como es- 

terna son completamente reversibles( 7 ), ya que la rApida dcsagregacidn, la 

libre difusi6n lateral y la completa dispersi6n al  azar de las particulas  intra- 

membranales  ocurren en la membrana cuando se incrementa h temperatura, 

lo cual es consistente con las propiedades de fusi6n de la  bicapa. inenlbranal. 

De considerable  significaci6n en estos estudios, es la determinaci6n de que 

la seyaraci6n  lateral  entre  las proteinas  integrales y e l  estado de gel de h 

bicapa, as i  como la reversa de esta separacidn en la membrana transductom 

de energia, no altera en lo absoluto la cadena respiratoria y la fosforila- 

ci6n oxidativa . Las mitocondrias equilibradas a - 8" C durante S -  15 minutos 

y llevadas a 30°C, son totalmente eficientes en la fosforilaci6n oxidativa y 

presentan el  mismo grado de control metab6lico que mitocondrias no trata- 

das bajo estas condiciones( 7 ). 

Los datos referentes a l  alto grado de fluidez de  la membrana mito- 

condria1 a temperatura fisio16gica7 son consistentes con el  conocimiento de 

la composici6n lipidica de la membrana. El  contenido de lipidos en  la mito 

condria es hsjo(25-277J en relaci6n con otro tipo de membranas  hiol6gicas 

(2 ,7,  19). Sin embargo, contiene un porcentaje aho(90%) de glicerofosfolipidos 

(20): como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, cardiolipina y foshtidilkositol. 

La 

de 

fosfatidilcolina y foshtidiletanolamina representan aproximadamente e l  80;: 

los lipidos de la membrana interna y colectivamente contienen un 53 
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colisionan? . 
Debido a les rS.p'idos eventm scclienci:-xles involucrados en h bsfo  - 

rilaciOn oxidativa, muchos investigadores son atraidos p r  la hip6tesis que 

los componentes involucrados est5n organi.zados en complejos(2 ) y que estos 

a su  vez se organizan en multicolnylejos( 7,  9 ). En  apoyo a esta hip5tesis 

existen datos en base a c&lculos efectuados en consideracidn a las proteinas 

totales de la membrana, encontriindose que solamente el  40% de  la supel- - 

ficie membranal interna parece cs&r cubier'ia por una bicapa l i p  i d  j c a , 

estando el  resto ocupado por protehas(23,24). Sin embargo, s i  los cAlculos 

se basan s610 en las proteinas  integrales de ia membrana, se establece que 

dos tercios de 1 3  superficie están ocupados  imr !os fosfolipidos y e l  rcsto 

por las proteinas(25). En este contexto se plantea que  la  difusidn later21 de 

los componentes proteicos en el. plano de h membrana interm pllede ser u 

factor importante para la interacci6n de las proteinas integrales bajo condi- 

ciones  fisiol6gicas. Sin embargo, se considera que la capacidad de  difusidn 

lateral no necesariamente es el  mecanismo  princiijal por el  cual la interac- 

ci6n ocurre, sino que tanto l ~ ?  difusidn  como 1.a existencia de complejos m u l t i -  

enzimsticos ensamblados pueden tener un papel importante en el  transporte 

de eiectrones y sintesis de ATP, debido a que la cadena respiratoria y e l  

sistemc de sktesis  de ATP constituyen entre e l  30 y 40 de las proteinas 

totales de la merrbrana interna rnitocondria1;el resto, se atribuye a enzinlas 

translocadoras de iones y sustratos y posiblemente c1 protehas  estructurales 

(26) 

lJna manera de estudhr la difusi6n de componentes membranales es 
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utilizando plicatjones, c011-m la ferrif:iw, qw se une ciec'il-ost~ticallli~nr~e 2 

la superficie de la me~nbrana interna y que i . i l h i l x  tanto la  acti.;id,lcl la 

citocromo oxidassa como la actividad de la pcrlneasa de succinaco(2/j, propr-  

cionalnlente al. grado y loca-lizscicn dc su interacci6n.  rkbido a la I! :: I O 11 

electrostdtica de la ferritina en la suy;crficie de la membrana, se p LI e d e  

analizar la distribtici6n ckl Iigandc unido a la supcrficie,  simultar~(;~~rlleiltc 

con la. ioca1iza.ci6n de las particuhs inti-amembranaies en 1.. cara Ikx6fc)ba 

Asi, el  policati6n se une a g r u p s  ani61l.ic.Gs $11 la suprficie dc la rnen~brm-~a 

transduc-tom de energía, migrando hterahente  con las proteinas  iilteg-l-aks 

de la membrana durante la transi.ci6n del estado cristalino I i q  u ido  a u n  

estado de gel.( í >. 

3. La fluidez y su fuucidn en !a membrana zransductora de enTr-g& . 
" - -__-" " 

Cuando en la membrana interna mltocondrial, se analiza la ac,tividad met2- 

b6lica, en funcidn de :a relaci6n  del t i e m p  medio entre h oxidnci6n clz algu- 

nos compnentes redox y la sIrlresis de ATP, es difi'cil establecer uila reh- 

ci6n en terminos de un accplamiento fisico  entre  los co11?ponerites redox y 

la ATPasa. E n  el  caso de!. tiernp medio dz oxidzci6n del citocromo c-c!si-. 

&sa, que es de O. 5 mseg( 7 ), la síntesis de A'll'P acopladz a esta oxidacihrl 

muestra un retardo  considerdble en h velocidad y tiempo medio, e l  cual. es 

de 100 mseg(S, 28), tal re'iardo puede racianaljzarse en 'ic?rminos del tiernp 

requerido para los cambios c.c~nforiD;Icionales de los componentes redox 5;' 

la ATPasa durante el acoplamienilo c.on€orlnaciona! en la Inenlbrana, o el. 

tielnp requerido p1-a establecer el gradicnte pracdn-motriz a tr:_av?s de h 

membrana para gencrar ATP. Corlsi.derando la naturalem fluida ck kt mem- 
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hl-ana trans<t\etora dc. energia. tal retn-ido p : ~ d e  también SCI: esplic¿1clo p ~ r  

h algunos de los  compnentes de dlfusibn macron?oíecular en 

toda la reacci6n durante IZL cual h energfa osidativa es transducida. 

L a  velocidad de desp1azarnic:lto hteral de los  citocromos en h nlem- 

br-ana interna puede ser  u ~ x i  limitantcr para la intcracci6n del  citocromo - c 

con el citocronio a " en la cadena respiratoria.  Asimismo, para los ticnqos 

de oxidaci6n de l  citocromc b - y las fhvoproteinas(6 ), el tiempo de reti? rdo 

en la transferencia de equivzl.entes reductores a h cadena de c.itocromos 

desde succinato y NADH deshidrogenasa es  consistente con la relacjdjn del 

cont:enido de deshidrogenasas y la cadena de citocromos en  la menlbrana, 

LI cual es de 1:;0(6. ). En este cam, la ubiquinona parece funcionar como 

un componente redcx que "va y viene" entre h deshidmgenasa y Ics cito- 

cro1ncs b - para liberar eq~1ivalentes a la cadma de citocromos(29) . T a  1 

libertad de  movirnier,to recperida para estos eventos metab3licos est5 dada 

por: un rrledio ambiente lipidic0 altamenre fluido, consistente con la ba j a 

viscosidad de aproximadamente O. 1 p a 30"C, determinada para l a  €a s e  

lipidica de la lnitocondria(30);la  alta movilidad  de las cadenas hidrocz.rbo- 

nadas de los fosfolipidos(detectada p r  espectroscopia de Nh4R-carbono 13); 

y la carencia  total de colesterol(31) . 

En IC q u e  respecta  a las proteinas  intPgrales de bs membranas biol.6- 

gicas, la movilidad lateral  transb.cioilaI debida a l  movimiento B r o w  n i a no 

ocurre con un cociiciente de difusi6n de aproximadamente  ,%lO-9cm seg-1- 

(32, 33), e l  cual es sernejaXe a u? .~  desplazamiento molecular de 100 T11Ti,!seg. 

E n  el caso de las proteinas integrales de la membrana transductora . i!c 
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localizan en la  membrana osm6ticaInente a.ctivn. La integridad de la rrlcr~l- 

brana es un requcrimiento estricto para el propio  funcionamiento de! apri.~ato 

de ac.op1amiento energético, lo que hace extremadamente dificil. resolvel- SU 

mecanjslxo en detalle. Sin embargo,  recjeatemente se han utiljz3ds 11mjl: - 

culas  fl.uorescentes(34-37) y paramac~;n~ticas(3s-~O) p r a  el estudio de ;as 



ci6n a la membrana mitocondr-i.al de una lnolecula, que presenta propiedades 

fluorescentes: e l  bromuro dc etidio. En general, e l  uso de agentes fluores- 

centes  presenta dos 1j.n-daciunes. L a  primera es que la introduccidn de 

molEculas exrtrafbs podria perturbar en cierto grado, e l  orden e interac - 

ciones  moleculares del sistema en estudio. La segunda es qu e , en u n  

sistema de ensamblaje tan  comp1.ejo  como la membrana, es m u y  d i f  i c  i l  

conocer, la localizaci6n precisa del crom6foro. Sin embargo estos dos pro- 

blemas no son insuperables. 

La informaci6n bAsica  contenida en las mediciones de emisi6n de 

mol6cuhs  fluorescentes se relacionan con e l  micromedio ambiente que ro- 

dea a l  cro1m6foro. Por esta razOn, la fluorescencia no es aplicable p a  ra 

resoI*Jer problemas estructurales o din5micos a un nivel at6mic0, pero es 

un meKodo ideal par su simplicidad y senslbilidad en las mediciones pqra 

localizar eventos en porciones  moleculares  restringidas, de un sistema tan 

complejo como lo es la membrana bio16gica. 

Los metodos fluorescentes tienen la ventaja de tener una sensibilidad 

de varios  ordenes de magnitud mayor que la que presentan los mé  to   do S 

paramagnéticos;tal sensibilidad hace utiles a 1.0s métodos fluorescentes en 

el estudio  de reacciones biológicas especificas, Asimismo un gran nfimero 

de moléculas  fiuorescentes presentan una sensibilidad muy alta  a la polari- 

Gad del medio ambiente, as1 coino a lnovinlientos rrmkecuklrss, estos  dss  fac- 

tores  ofrecen una ventaja importante sobre pruebas de resonancia electr6- 

nica del spin(ESR), las cuales responden unicamente a l  movimiento molecular. 

La aplicaci6n de tecnicas  fluorescentes en los  sistemas biol6gicos 

13 



implica la p1-ticip.ci6n de cromdforos  fluorescentes C O ~ I  diversas mmctcris - 

ticas. A continuncibn se da una clasj.iicaci6n de este tipo de rnol6tcul;~s . 

1. Clasificacicjn de los monitores fluorescentes. . LBS c r o  m6 f o :-o S 
“” - 

pueden ser intrínsecos al  sistema, tal es e l  caso del t r i p t  o f a  no en  ia  S 

proteinas, y extríhsecos, en cuyo caso se les llama rastreadores fluores c ccn- 

tes, siendo estos Gltimos los 1x3s amplialnente utilizados en los estudios de 

sistemas biolbgicos. Los rastreadores fluorescentes se  clasifican en tres 

vandes g r ~ ~ p o s ,  los  cuales se  caracterizan por el.  tipo de intel-acci6n c.on 

el sistema en estudio . 
1. Moléculas i6nicas o electrostcíticas. Son moléculas con c a  r g a  

eEctrica neta, por lo  que  pueden ser atraidos por a r g a s  opuestas 1ccalizadZ.s 

en  la superficie de la 1nembrana;esto produce una alteracidn de la fluores- 

cenck asociada a l  movirniento del fluorbforo, del medio acuoso a la mem- 

brana, y viceversa(34,35) . 
2. Compuestos que se unen covalmtemente a grupos especificos de 

la membrana formando aductos fluorescentes.  La uni6n’covalente ti.ene la 

ventaja de  que su intemccibn  a  los  sitios de unid11 se puede deterninar por 

metodos quimicos que involucran la  degradacidn del  sistema. Al m i s 1110 

tiempo, si  s u  uni6n es en sitios de imp1-tancj.a funcional, probablemente in- 

terfieran de manera significativa con las propiedades bioquimicas del sis- 

tema . 
3. Quelantes fluorescentes. Estos reactivos  se unen a iones con una 

alteracibn concomitante del espectro de fluorescencia, la cual muestra la 

interaccih  caracteristica con los  cationes unidos a la superficie d e  la 
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membrana (4 1 ,  4 2) . 

En la tabla 1 , se inzestran algunos de los crom6foros 1115s comun- 

mente  usados para e l  estudio de los fen6menos membranales . 

y gradiente de p H  en mem- 

branas  transductoras de energia . Los cambios en el  potencial t r a  n S "- 

membranal( AT' ) y en e l  gradiente de pH( ~ p I 3  ) son eventos esenciales en 

las células y organelos, debido a que controlan Lis funciones b5sicas celuh- 

res. La propagaci6n del impulso nervioso, la transducci6n de energia y la 

incorporación de iones y metabolitos son algunos d.e los procesos que di- 

rectamente dependen  de la magnitud y transcurso de y/o ApH . Con 

referencia a la fosforilaci6n oxidativa, uno  de los postulados centrales de la 

hip6tesis quimiosmn6tica( 4,5) es la existencia del gradiente del p o t  en c i a  1 

electroquimico de prot6n(fuerza protonmotriz) a  través de  la membmna imito- 

condrial, el cual estA constituido de un potencial transmembranal y de un 

gradiente de pH. En mitocondria, e l  potencial de membrana se ha considerado 

como el  componente mAs relevante del gradiente del potencial electroquimico 

de prot6n. Sin embargo, la determinación tanto del gradiente eléctrico cor110 

quimico es fundamental para e l  conocimiento del  mecanismo de  la fosforih- 

ci6n oxidativa y del transporte de iones en  la mitocondria . 
En situaciones en las  cuales es practicamente imposible la utilización 

de microelectrodos, e l  AYy el  A ~ H  se han determinado de manera indirectaa 

partir de la distribuci6n a l  equilibrio de iones lipofilicos radiactivos(4.3, 44) 

y 5cidos 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 e! estudio  de las membranas 

I. N O  C O V A L E N T E S  

Nombre -uimico o convencional "Y" "" "" 

Sigla S ""- 

A NS 

Pireno- 3- sulfonato J?s 

2-(N-metilanilino naftalen-6-sulfonrito) M N S  

2-p-Toluidinonaftalen-6-sulfonato TNS 

Bromuro  de  Etidio EB 

Eosina "" 

Quinacrina, Atebrina, Proflavina, Acridina 
naranja de acridina,  Amarillo de hcridina, 
Corifosfina, fosfina, benzoflavina, Rojo neutro 
violeta  neutro, 9-aminoacridina ""- 

Safranina 

Acido 12-(9-antroil)este6rico 

hcido  2-(9-antroil)palmitico 

"" Propiedad _." o ~ocus membranal ""- que  mide 

Polaridad, conformaci6n . 

Estado energeticc; de mitocondria 

Estado energetic0 de rnitocondria 

Polaridad 

Estado energetic0 de clorcplastc,  parti- 
cuias subrnitocondriales, cromat6foros 
bacterianos, ' I  pH . 

""- Potenciaal. transrnernbranal, carga de 
superficie. 

""_ Conformacipon de membrana, reducci6n 
de  ubiyuinona 

AP mitocondria 



C ianina s 

Merxianhas 

Oxonoles 

T I  C O V A L E N T E S  

. 
Dimetilaminoestilbeno isotiocianato 

Acetato mercC1rico  de fluorescein2 

5-Dimetil-1 -naftalen. sulfonilcloruro 

Fluoresceins isotiocianato 

Cloruro de Dansilc 

1 1 1  Q U E L A N T E S  

Tetraciclina 

clorotct.raciclina 

mctaciclina 

-"" 

""_ 
""_ 

DNS 

""_ 

i?'otencial transmemhranal. 

Potencial transmembranal 

Potencial transmembranal 

proteims de membrana 

Uni6n a mitocorldrias 

1Movimiento rotacional en membrana 

Movirnier?,to  romcional en  :ylc:rnhrana 

Proteinas de membrana 

Carga de superficie 

Carga de superficie 

C h  r p  dc supc rficie 



Metaciclina 

Minociclina 

oxitetraciclina 

""_ 
""_ 
""_ 

Carga de superficie 

Ca rga de supe rfi c ie 

Carga de superficie 



m e n t e  a t r a v e s   d e   l a   m e m b r a n a  y que no i n t e r a c t ú e n  

de ~nanc~.-a signifimtiva con clla y/o  con otros componentes de  la pl -epra-  

ci6n. Aún cuando estos criterios sean satisfechos,  este tipo de experimentos 

son laboriosos y, en la mayoria de los  casos  se  requiere de  la sepracibc 

de las  fracciones  celulares  del medic de suspensi6n, lo cual no hace un m2- 

todo aceptable para mediciones de cinetica. Sin embargo, y debido a la gran 

relevancia que representa el gradiente  electroyuimico,  recientemente se ha 

manifestado un considerahle  interes en el desarrollo y uso de moleculas 

cuya absorci6n y/o fluorescencia sean especificamente sensibles a cambios 

del potencial transrnembranal o del  pl-I(45-51) . A continuaci6n se presenta 

informaci6n  sobre la determinaci6n de ambos gradiences e n n7 e m b ra n a S 

transductoras de energia . 

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

la atebr-ina, 9-aminoacridina,  naranja de acridina,  amarillo de acridina,  pro- 

flavina, corifosfina,  fosfina, benzoflavina , rojo neutro y violeta neutro, son 

captadas bajo condiciones de energizaci6n, p r  particulas submitocondriales 

(52-57),  cloroplas~os(49,  58-62), y cromat6foros  bacterianos(63-68). Esta 

irlcorporaci6n se correlaciona a l  Ap1-I generado a  través de la membrar.a . 

Asimismo, se establece como un consenso general, que los c o l o  r a  n t e S 

anteriormente mencionados requieren un ani6n lipfilico para su incorpora- 

ci6n en la membrana(54-57,69,  70), aunque se ha reportado que a l g u n  o s 

animes  lipfilicos(69, 70) como el  TPB' y el S C N  irlhiben la incosrpracidn 

de naranja de acridina y del  rojo neutro . 



investigacidn (49, 56, 58, 72) que las 111o1~culas 

energizaci6n muestran  cizr:o grado de  ioniz;lc.i6n . 

Los co1orant;es  narz.nja  de acridina., rojo ncutro, violeta nestro y ate- 

brim presentan un a l  to coeficiente de prtici6n hacia la fase  orgínica, en 

el rango de pH de 6. 5 y 8. 5 . Un alto coeficiente de partici6n parece ser 

requerimiento necesario para observar Is incorpracidn de las acridinas COITICI 

consec!1c'ncia de los procesos de energizaci6n(54, SS>, y corm se esperiria 

para un proceso dependiente de PIT, e l  ionfiforo nigericina(en  presencia de 

p'asio) y cl i5n KH$ inhibrn la inco?:poraci6n d e  todas las acridirias(5-4, 55, 

67, 73, 74). 

Los experimentos de partici6n  entre c1oroformo:agua muesi.rc! rl que 

los valores de partición pueden ser incrementados, caando la afinidsd de l  

colorante pr la f2se acuosa es disminuida por la sdici6n de animes en esla 

fase. En todos los casos, el colqrante se mueve a través de la interfassc ell 

su forma cargada, probablemence forrando pares idnicos con los anioniss 

lipc~filicos(56, 57, 75). 

Z n  general se acepta que los aniones,en la incorprc?ci6n de bases 

debjles en clomplastos,  cromat6foros y partfculas  submitocondriales incre - 

mentan el A$; debido a la reducciCm d c l  lWtCi-ieia1 cléctrico trznsmcmbxn::.! 

positivo en el jnterior, creado por la salida de protones(76-79).  Este mismo 

mecan?smo 2s sugerido para la incmrpor3cidn de acridinas(54, SS). 

Azzi y col. (57) report;ln que 1;: cmisidn de fluorescencia de atehrina 
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ceucia y can1bFar sus características  espectrales por la aciici6n de iones al 

medio, puede reflejar un fei16meno  de agrega.ci6n del colorante inducido por 

las sales(53, 56, 57). Tal :l.gregacibn también puede ocurrir en solventes de 

baja constar,te diel&trica debido a la fuerte  interacci6n  entre las moléculas 

del  colorante no separadas por e l  solvente. Cuando los  colorantes bCi.sS.cos 

interaccionar, con animes, tienden a apegarse como una consecuencia de la 

dis1liiilLlción  de repulsiones electroscáticas o por facilitar  las intel-acciones 

hidrofGbicas(53, 57). Algunos polimeros anidnicos son muy e f e  c t i v o S e n 

producir cambios en la fluorescencia y absorbancia de los  coloranws cari- 

6nicos, debido a. que las mcl6cuh.s  del  colorante  se unen esTrechan:ente 

hcilitando  interacciones el.ectrost~ticas entre  ellas y e l  polimero(53). 

i. Estudios ei1 cloroplastos . Cuando  en la obscuridad, se adiciona ate- 

br im a una suspensi6n de c.loroplastos,  se Gbserva. una disminuci6n inicial 

de la fluorescencia debida a la uni6n de la atebrina  a los cloroplasros. 

Cuando los clorop1.astos son energizados por iluminaci6n, la fluorescencia 

remanente de la atebrina desapaece.  Esta dlsminuci6n no ocurre cuando el 

transporte de electrones es bloqueado por DCMU, pero es restaurada por la 

adici6n de ascar-bato m&s diaminodureno(donador de electrones a la cadena 

fotosintética despugs del bloqueo por DCMU, asimismo por ADP y por el 

inhibidor Dio-9{60) . 
Los  cJoroplastos son &paces de presentar una incorporaci6n activa 

de yrotones dependiente  de energfa lunlinosa(80). o de energia quimica si  S? 



favorccc una acumuiaci6n i:?t:erns dc p r o c ~ n e s ( p r  incubaci6n  con a c id o 

sucxhico),  alcanzar u n  r5pidc) equilibrio con el  exterior  del O J : ; ~ - I I X ~ O ,  

se p r o d x e  un estado  enel-gimdo clue puede efectivamente ser  utilizado p r a  

la sin::csis de A'TP(S1). Bajo condiciones del  llamado b r i x c  ácido-base , 

se nota una disnlinucidn de 13 fluorescenci::,  cuya magnitud es dependiente 

del  gradlente de PI-l induciLlc? . As i  en rres m o da l i d a   d e  S diferentes de 

energi.zaci6n de 12 membrana de los clomplastos, se p_rocl,ucc una dismjnuci6n 

de La fluorescarcia de la atebrina, la c ~ l  en ci-ertas condiciones es p r o p r -  

ciona!. a la mi611 de la atebrina con ios organelos ya sea en la luz o en la 

obscuridad(5S). S o ~ ~ p r e n d e n ~ € m e n t ~ ,  sin embargc, se encontr6 que en cloj-o - 

plasros desnaturalizados por calor, la fluorescencia de h a t e  b r in a f  le 

cornpletamente e?;tiilg~ida(indey~ndientemente de la presencia de  luz y clesaco- 

plantes). Las datos de b fluorescencia p r  la uni6n del  colorante a 30s 

clorophstos desnaturalizados y los obtenidos por la energi.zaci6n de estos 

 sor^ muy semejantes,  esto indica que la  uni6n  debida a la energizaci6n murre 

por la  presencia de sitios negativos en la membrana(53, 56, 55,62,67) :  nzls 
\ 

que en la fase acuosa interna del organclo. Probabl.emente la desnaturaiiza- 

Ci.611 por calor causa una expsici6n  irreversible de partes de la membrana 

con estos  sitios, de tal manera que la uni6n ocurre de un modo  no depmcliente 

de la energizacj6n. 

i~.. Estudio e11 rriembmr~z ;nitocoi>drial . Experilnentos realizados - ___ -___" 
vesicukls mitocondriales(evertidas con respecto a mitocondr-ias int¿¿cras) l lan 

sugerido que dichas vesiculas presentan una carga M s  positiva sobre la 

superficie externa y 1xAs nzgativr: la interna(79, 82-55). Subsecudntemente 



se &:va a cabo en una direcci6n opuesta a lo esperado. Azzi y col. (57) 

demuestran que la atebrina y naranja de acridina interaccionan con la Inem- 

brana de los fragmentos mitocondriales, y señalan que estas dos mol&xhs 

cargadas positivamente mizran desde e l  medio acuoso a la  memnbranz, durante 

la conservaci6n de la energh. Sin en-)bargo, e l  movimiento de a.tebrina y 

naranja de acridina puede efectuarse solamente en presencia de aniones per- 

meables(54-S7 > 63, 7'0). D.. 1-3 anterior, se establece que el  movimiento del 

colorante no es un proceso  primario ligado a la conservaci6n de la energíh, 

sino que probablemente es una consecuencia de, la i~corpo'raci6n  primaria de 

los anj.ones(56, 57). 

E n  las particulas  membracales de mitocondria se observa que e l  ATP 

as1 como el  succinato jnducen una disminuci6n de la fluorescencia del colo- 

rante, la cual está acoplada a  los  procesos de energizaci6n. Este fen6men0, 

en el  caso del  succinato, es  apoyado por el  efecto de FCCP, e l  CWI previene 

o revierte la disminuci6n de la fluorescencia inducida por e l  sustrato(56, 57). 

Es importante hacer notar que las diferencias de las respuestas de 

atebrina y naranja de acridina acoplada a  los  procesos de conservaci6n de 

energra, con respecto  a  otros monitores fluorescentes(88,89) como el  bromuro 

de etidio(89-91) , c.onsisten  en el requerimiento de iones para los cambios 

de fluorescencia y absorbancia. AdemAs en la ausencia de aniones aiiadidos, 
J 

la naranja de acridina y la atebrha son liberadas de la membrana al  energi- 

zarse esta con succinato o ATP. La conclusidn de estos estudios establece 

que las acridhas tienden a excluirse de la membrana de los fragmentos 
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hacterialcs de Wlaridad membrana! invertida, las reacciones redox de la 

cadcna osidativa producer! una entrada de protones, generándose un gradlentc 

apaprniento de la. fluorescencia de estas moléculas,  interprcBdo como el 

resultado de sn a-zumulacj.6n en la rrlemSranz(49, 67). LI variacidn de la 

fluorescencia depnc!lente de energi2, de la, atchl-im y la 9-amir?@acridi~:?., ha 

sido observada en particulas de ""'"1.1"- Rhxlos~irillum rubrum(50,68) y mjs reciente 

men.te, ha sido posihlz medir e l  gradiente de pH icducido p ~ r  3a luz en crorn,z- 

t6foros de Rhodopseudomorms " ". sphaeroides(6.1, -I- 67). E l  gradiente calcuhdo a 

prtir de la extinci6n de h fluorc-scm1ci-a d.e la 9-aminoacridjna es de 3.. 3 a. 

2. 2 unidades  de pH lmayor  que los dztermicados a partir de la inco~-po;-a- 

ci5n de metilamina o por las mediciones de incorpracidn de protones(G3, 

65,66). 

Esms discrepancias  pmen en duda la utilidad de la extincidn de la 

fluorescencia de la 9-an~inoacridina como un indicador de ApH, y se ha suge- 

rido que la disminuci6n de la fiuoresc.encía se debe al atrapmier;:o de la 

mol.t5cuh en el interior de b.s particulas  membranales debido a un proceso 

pH-dep~'ncliente. Daros a favor y en cmtra de este  pstuhdo se han presm- 

tado para cloroplastos, crcrnat6foros, pr t i cuhs  sabmitocondriales y liposornns 



(49, 51, 54, 61,  62, 94). S i n  e1nhrg0, K.~-.~1yenhof(5S, 62) 1 1 3  obtenido r:s\!jt:xdcs 

convincentes cn contra de 1.a pnetmci6n dcl  colorante al  interior clc la \...si.- 

cub, ya que ha encontrado en clorophstos, moleculas de acridina  uniihs ei1 

iorma mvalente tanto a proteinas no permeables como a la menlbrana de 

los  tilacoides, cuya fluorescencia disminuye  cuando los  organelos se ener - 

gizan. Asimismo las moléculas de l  colorante unidas a la menzb1-an;3.  113uestr2.11 

respuestas rApidas  en la fluorescencia cuando se producc: una i1umil:acifiu 

con  luz actinica(5S). Estos y otros  resultados  se han explicado o bJen pol: 

la supsici6n de que la extinci6n de la fluorescencia e s  causada pr interac- 

ciones  electrostSticas  entre la acridina cargada positivamente y L?, meni- 

brana energizada., o p r  una interacci6n que promueve la d i m e r i z 2 c i 5 :? 

o agrupamiento de las mol&ulas en la membrana(52, 53), o por causas de un 

cambio en el valor  del pk'a de la acridina que tendria como resultado s u  

protonaci6n y por lo tanto una dificil  uni6n a la rnembrana(58, 62, SS). Sin 

emnhrgo, existen  diversas evidencias  sugerentes que el apagamiento de la 

fluorescencia de 9-aminoacridina e s  debido a la interacci6n de la mol5cula 

con la memblana(67). 

En R. "" sphaeroides , se puede observar que la disminuci6n de la fluGrzs- 

cencia  tiene dos compnentes, uno sensible a nigericina y por lo tanto pH- 

dependiente, y otro no sensible a nigericina(67). En ninguno  de los dos cornpa- 

nentes, la exthci6n de la fluorescencia se debe a la acumulacihjn del colo- 

rante en el volumen interno del cromat6foro por el 

el componente no sensib1.e a nigericina, tarnpoco e s a  

electric0  transmen~ranal o a procesos dependientes 

APH transmerrhranal: 

relacionado a l  potencial 

de una fuerza proton- 
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cia! en los cu31c:s 1;L ,parte del ;Ipgamiento de la fluorescencia no es derec- 

tada. Por !o tanto, e s  aEprente que este  apgamiento de Lz fluorescencia es 

deymdiente del n3mcro de molecuk2s las cuales sun realmente  adsorbidas 

pal- k1. rnembmnp. en la obscuridad, como un rcsultado de la interaccj6n entrc 

las moi.C.cula S de! colorante o entre las nloleculas del colorante y los centros 

de k'is-reacci.bn, al vez por transferellcia de energk(67). 

3 .  Potencia! transmembranal " . El. potencial de membrana se ha deterr.lisi-- 

nado en una gran variedad de estrirc?:!u'as, eritrocitos(96-981, celuias i:umo- 

rales  ascíticas(99, loo), rriicrc\organismos(10I. 102), protozoarios(l03), mitoccn- 

dris( l04,  105 ), vesículas lnernhrana!es(97), neuronas(lOb), y ax6n gigante de 

cahmar(47, 107). E12 todos estos  casos  los metodos han sido varios y los 

resubdqs no son consistenres  entre si. Particularmente en el  caso de 13 

mitocondria el potencial de membrana se ha determinado por la disrribuci6n 

de K o Rh a t raves de la membrasa  mitocondrial en presencia de valino- 

micina(l08). El   ptencia l  c,alcuhdo se encuentp dentro del rango de 130- 

190 mv(con polaridad positiva extranlitocGndria1). T-a diferencia en los valQres 

reprt;?dcs en este  sistema, por varios  autores puede  en s u  mayor p r t e  ser 
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obtener moI~~culas con actividad 6ptica aceptable en las cuales la abso1:bancia 

y/o fluorescencia sean especificas para el  ptencial de membrana(46, 47, 

109,110). 

E1  uso  de rnonitores fluorescentes  extrinsecos en el  estudio de los 

fen6menos de membrana ha tenido un i m p e t u  considerable desde el  descubri- 

miento de diversas variedades de colorantes  sensibles al. potencial trans - 

membranal, los  cuales  se han utilizado para detectar cambios en e l  potencial 

de  men-hrana  de nervio y fibras musculares aisladas,  células en suspcnsi6n 

(97,109), organelos(lO2,109)~ y vesiculas(77, 110-113). Como ejemplo de estas 

moléculas sensibles a l  potencial transrnembranal tenemos a la safranina,AKS, 

TNS(46; 114), y a un grupo particdar de colorantes que comprende tres clases: 

Cianinas, PAerocianinas, y Oxonoles. 

3. Safi-anina . La safranina es un colorante  cati6nico que interacciona 

con sitios internos de la membrana mitocondrial, tanto  en mitocondrias intac- 

tas como en particulas subrnitocondriales, en un proceso dependiente d.. c ener- 

gía(52,109). Los cambios espectrales observados se han interpretado como 

debidos a una agregaci6n del colorante(52,115), la 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 enlbargc 

Akerman y Saris(ll6) demuestran que  en vesiculas de fosfol.ipidos con safra- 

nha incorporada, ocurre e l  fendmeno  de agregaci6n  del  colorante, cuando se 

induce un potencial de difusi6n de potasio a traves de las membranas l lpso-  

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

potasio, y suspendidos en un medio  de clorwo de colina , e l  espectro de la 

" .- 
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una a I;n 

en presencia de un translocador artificizl de! i € n  divalenk en k s  IXeiTlbI .3-  

nas mitocondria!cs(l17, 118) . Colonna(ll5j suggiere que la agregacicxln de la 



linealmente relacionado C O ~ I  el clesar-rollo de un potencial de nlemb~:ana entre 

170-200 m v  y es cuantitativameme el  1-ilismno irres1;iectivo de  que sea produ 

cid0 por e l  sradiente de Kf o 13" . 

4. AIJS , El  RNS(1-anilino-8-naftalensulfonato) se ha utilizado p r a   e l  
" 

estudio de  una gran variedad de fen6menos durante la actividad celular , 

fundamentalmente  en las transducciones energéticas en las membranas que 

conservan energia. 

E l  fluoróforo ANS, tambien se ha empleado para el  estudio de  um 

variedad de protefnas y lipoproteinas, generando informaci6n acerca de sus 

posibles  cambios estructurales ... Las propiedades mAs caracteristicas del 

AN$ fueron descrias por primera vez por Weber y Laurence(ll9). E s e  

monitor se excita en la regicn de 360-390 nnl con una emisi6n  msxima a 

560 nm(88), que cambia hacia e l  azul cuando la polaridad del solvente dismi- 

nuye, o cuando interactfia con regiones 110 polares de proteinas y/o mein- 

branas(34,35,120-122), teniendo como consecuencia un incremento en la efi- 

ciencia  cuántica(l21) . 

La dependencia  de la emisi6n mAxima sobre la polaridad del solvente 

puede ser interpretada en téminos de un mecanismo de orientaci6n del 

dipolo(l21). E n  solventes polares, e l  crom6foro  presenta  baja eficiencia ctdn- 

tica debido a que algo de la energíh de excitaci6n  se utiliza para la orienta- 

ci6n de los dipolos del  solvente, de esta manera la longitud  de  onda  de emi- 

si611 es desplazada hacia el rojo en un medio ambiente polar. Por lo tanto 

la polaridad de la regi6n de interacci6n ANS-proteina o membranas, puede 

entonces evaluarse en terminos de dos pargmetros, la emisi6n mSxima y la 



eficiencia c::&~nr.ica  de  la fluorescencia ck1 color;mt:e. 

E n  estudios de biomemhranas, sin en~bargo, puede plantearse la si  - 

guiente  pregunta L se une el  ANS a 13s lipidos, a las proteinasyo a amnbs, 

y en qu6 proporciGn? . 
Las  primeras evidencias de uni6n del A M  B los lipidos  fueron los 

trabajos de Vanderkooi y Martoncsi(123, 124) y Rubalcava y col. (125) . 

Vanderkooi y Martonosi, reportaron que L3 adici6n de fosfolipasa. C ,  pero 

no la rripsina, disminuyen  la  intensidad  de la fluorescencia del monitor en 

suspensiones de vesiculas de retículo  sarcoplásmico, en base a estos resul- 

tados propmen que el  ANS se une a  los lipidos y no a las proteinas de mem- 

brans;. Por cl contx-aio IHasse’rbach(:.26) ericuentra, que e l  ANS se une c? h s  

aminas alifsticas, por lo que  propone  que la unitjn es  a las proteinas de 

membrana. Esta propuesta fi~e reforzada por las  observaciones de que la 

fluorescencia de ANS aumenta, en vesicdas de reticulo sarcoplAsmico aun 

después d e l  tratamiento con fosfolipasa A(127). S j n  embargo,  observaciones 

similares de l?ubalcava(l25) permiten concluir que e l  ANS es una n1oJécd.a 

que se une a una interfhse  apolar, de naturaleza neutra o cati6nica. Estudios 

de difracci6n de rayos X(i28) er, Sicapas de lecitina en presencia de A M ,  

permitieron  concluir que el  rnonicor  ocupa  en la bicapa, la regifin de inter- 

fase de las cabezas de los grupos p l a r e s  en  donde la prci6n fluorescente 

no polar  bel monitor penetri una. corta disnncia entre las cadenas hidro- 

carbonadas de los zícidos pasos.  

Sin ernl)argo, en base a estudias de la vida media del espectro de la 

fhorescencia del ANS unido a ves1cub.s de sal-colenu de rata(129, 130), se 



encontr6 que el  ANS se une tanto 8 lipidos como a proteinas(l21,129, 131- 

133): ya que el  decaimienro de la fl.uorescencia difiere marcadamente entre 

los dos casos, de14-20 nanosegundos para e l  ANS u::id.3 a las proteinas(l29, 

134), y de 5 a 9 nanoscgundos para e l  caso de los lipidos (131). En  apoyo a 

los datos de  que el  ANS se une a las proteinas,  existen estydios de t*- 

ferencia de energia de los residuos de triptofano de las proteinas de la 

membrana a l  ANS unido.  En base a la eficiencia de esta transferencia,  se 

pudo calcular la distancia promedio triptofano-ANS, como una funcidn del 

grado de saturaci6n de la membrana por e l  fluoróforo: encontrándose que 

e l  promedio de la distancia del ANS es muy cercano  a las proteinas, e l  cual 

no e s  muy diferente al  encontrado en complejos ANS-pxoteina(34,13.2) . 
A s í  también otros estudios demuestran que las proteinas presentan una 

mayor afinidad al  colorante, pero solamente la mitad de la capacidad para 

unirlo(l29). A su vez Slavic(l20) indica que  en levadura, por lo menos, e l  

95% del ANS total incorporado se une a  los lipidos de la membrana y que 

solamente un porcentaje muy bajo se encuentra en las proteínas de  mem - 

brana. 

En cuanto al  efecto de los iones en la respuesta de ANS, existe un 

consenso general en e l  cual, se establece, que e l  incremento de la fluores- 

cencia de l  colorante en la membrana, es  dependiente  de la adici6n de ionzs, 

cuyo efecto  se debe enteramente a la creación de S i t  i o  S adicionales de 

interacci6n. Los incrementos tanto en la fluorescencia como  en  la uni6n del 

ANS et?. hntasmas de eritrocicos(l2,5,135-137), microsorris de cerebro(l38), 

reticulo endoplasmático liso y rugoso(l39), y vesiculas de fosfolipj.dos(34, 35) 
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se deben a la adici6n de sales, cuyo efecto en la uni6n del colorante a ?a 

membzma,estS en funcidn directa con el  nCtrnero de cargas del i6n(l23-1ZL5). 

En fantasmas de eritrocitos y microsomas de mfisculo esquelético,  los ca- 

tiones mono y divalentes produ.cen efectos  diferentes, pero no se observan 

diferencias  significativas  entre  cationes  del mismo ncmero de c.arga(l.23- 

125,140). Estudios más detallados en microsomas de cerebro de rata permi- 

tieron observar  efectos  diferenciales y el  grado de efectividad s o b   r e   l a  

uni6n del ANS por los  cationes monovalentes, siendo éSta h3l$ > Li" Na:t > 

I(+ > Rb+ > Cs-'(35) . 

Otras moléculas que  producen UTI efecro similar  al de los  cationes, 

son los  anestésicos, cuyo efecto probablemer,te esté relacionado cor1 cambios 

en la carga de las membranas. Entre los anestésicos estudiados se encuen- 

tran, la butacaina, cocaha, dietil &ter, cloroformo, metoxiflurano, y enf'  ¡urano; 

los cuales  se analizaron en suspensiones de fosfoli~idos(l40), reticulo sarco- 

plAsmico(l41), mitocondria(l42), sinaptosomas y fantasmas de eritrocitos(l42). 

Otro de los  factores que produce cambios importantes en la fluores- 

cencia de los  crom6foros, es   el  pH. En membranas de eritrocitos(l25,137) 

y en membranas de reticulo  sarcoplAsmico(l23), suspendidas en  una soluci6n 

a un pH por debajo de 7,  se produce un incremento en la fluorescencia, e l  

cual es  debido a su vez, a un incremento en la interacci5n  del  colorante con 

la membrana. S i n  embargo, un cambio en e l  pH de 3 unidades(í. 4 a 10.13 

no afecta la respuesta  del ANS en las membranas por mAs de un 20Y,(88) . 
- 

Si las observaciones de la fluorescencia se efectuan en etanol a l  S O X ,  11~3 

variaciones en e l  pIH desde 3 a 11, no producen modificaciones en e I l a  , 
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asimismo en albinina &rico bovina cntre  los pE-I 5 y 9 (SS ,  143) . 

Las curvas de titulaci6n en varios  sistemas membranales en presen- 

cia de ANS muestran la participcibn de grupos  con un pKa  en e l  rango de 

3. 2-4. 2,  dependiendo  de la fuerza i6nica de la soluci6n(137,13S,  140,144) . 

El  tratamiento de fantasmas de eritrocitos(34) y microsomas(l38) con neuro- 
.. ~ 

aminidasa, no modifica la forma de las curvas de titulaci6n, mostrando que 

los residuos de ácido sialic0 no  son los  responsables para el efecto encon- 

trado, en contraste, a 1 1 ~ s  datos de Freedman y Radda(137).  Concluyéndose 

que los  incrementos de la fluorescencia observados a PI-l bajos, son el  resul- 

tado de la combinacidn de cambios en la eficiencia  cuantica, la constante de 

disociacidn y e l  nfimero de sitios  presentes en 12 membrana(l44). 

Lns estudios de cin-&cica han permitido establecer que los incrementos 

de La fluorescencia son biMsicos en todos los  sistemas estudiados, eritro- 

citos(135,  136,145),  bacterias(l46), cultivo de hepatocitos y hepatomas(l47), y 

membranas  mitocondriales(35,82, S S ,  144). La sirngle interpretacidn de este 

fen6meno es  que el  incremento rApido representa la uni6n del  colorante  a 

sitios facilmente accesibles(.  "sitios rApidos") y que e l  incremento lento 

representa la interacci6n con sitios que requieren la penetraci6n del monitor 

a la membrana("sitios lentos") . Brozkiehurst y col. (144), establecen que todas 

las respuestas  del ANS en los  procesos dependientes de energia  ocurren en 

los  sitios lentos(1os cuales se pueden considerar como sitios  illtemos m la 

membrana), que  pueden ser  saturados a una concentraci6n menor de ANS 

que los sitios  r&gidos(l44). Fosiblemente, la  velocidad de penetraci6n del 

monitor a los sitios de  poca accesibilidad,  refleja e l  empaquetamiento de los  
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complejos lipproteicos en  la rnen-brarlz. La  diferencia er~tre  estos sitios 

cin6ticanwnte distinguibles,  permite notar que los componentes r5pidos y los 

lentos representan interacciones con sitios de superficie  e internos de la 

membrana respectivamente, pero sin establecer  si  estos  sitios internos estAn 

simplemente en la superficie interna de la membrana o si estAn  en la inter- 

fase polar-no ;polar, localizados en regiones especificas de la membrana(l4.5). 

i. Cambios dependientes  de energia en mitocondrias y p-artfculas sub-. "___" " "_ - 

mitocondriales. E l  estado energizado de la membrana, puede ser analizado 

pur el  ANS, debido a que dicho proceso produce cambios en la emisi6n de 

este colorante en la mitoconclria(79,83,148), frazmentos  mitocondriales(S2, 

88,148), y membranas bacterianas(l46) . Se ha establecido que las varia - 

ciones de la fluorescencia  asociada con los  procesos de conservaci6n de la 

energía se deben al  cambio en la distribuci6n  relativa de las moléculas del 

monitor entre e l  medio y la fase de la membrana(79,82,  83,148). 

A l  interaccionar el  ANS con particulas submitocondriales sonicadas se 

observa tanto un incremento en la fluorescencia como un t€pico cambio hacia 

el azul en el  pico de emisibn. La presencia de sustratos oxidables o ATP 

producen un aumento adicional en  la fluorescencia, e l  cual es revertido por 

la adici6n de inhibidores del  transporte de electrones o desacoplantes. Por 

lo que se propone  que este último incremento en la fluorescencia refleja  el 

"estado energizado" de la membrana, de tal manera que se pueden establecer 

las condiciones necesarias p r a  generarlo y definirlo cuantitativamente(82, 

149). 

Azzi(S3) reporta que durante la energizaci6n de la membrana adelrCis 
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del incremento en la fluorescencia se presenta un incremento en la unidn 

del  colorante  a las prticulas submitocondriales, en comparaci6n a las mito- 

condrias intactas en  donde se presenta una disminuci6n tanto en la fluores- 

como en la uni6n del ANS(79). La respuesta en e l  escado energizado, mues- 

tra una alta afinidad de la membrana por el  colorante y una virtual indepen- 

dencia de factores  externos como pH y fuerza i6nic~.  La energizaci6fi es  

asimismo acompañada por un incremento neto en la distribuci6n de carga.s 

negativas en la superficie  externa y de cargas positivas en l a  superficie 

interna de la membrana mitocondria! interna(57,83), y que es  esta separaci6n 

de cargas, la responsable de las respuesas del ANS en los procesos depen- 

dientes de energia. S i n  embargo, a pesar, de  que el consenso general de que 

la respuesta  del ANS dependiente de energfa,  refleja una separaci6n de cargas 

en la membrana, los an5lisis cualitativos y cuantitativos de la fl.uorescenci2 

en e l  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 distribuci6n neta en la carga de superficie(S3), y que es  m& 

factible, que la respuesta del ANS dependiente  de energia refleje una separa- 

ci6n de cargas en un "loci" especial o regi6n de la membrana, diferente al. 

sitio de interacci6n durante e l  proceso no dependiente de energia;esto Qltimo 

es apoyado por presentarse ma alta afinidad, una fluorescencia con una efici- 

encia cuSntica reiativamente alta, e independencia a  los fac'iores extenios 

como el  pH y la fuerza i6nica. 

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

ANS involucran sitios de uni6n diferentes en naturaleza y localizaci6n er, la 
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n1embrana;los sitios de uni6n dependientes de un estado no energizado son 

preexistentes y localizados superficia lrnente, mientras que los sitios depen - 

dientes de energía son "fmmados" como resulado de la conversi6n de la 

incremento en la eficiencia cuántica 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 

AI4S y TNS se han  dado evidencias para establecer que los cambios obser- 

vados  en la fluorescencia durante la energizaci6n tanto en mitocondrias como 

en prticukxs submitocondriales no  pueden ser  explicados exclusivamente 

por cambios en h eficiencia c.uhtica de los  fl~1or6fo1-0~ unidos(79), sino 

que también pueden ser adscritos a los  cambios en la constante de equj. - 

librio de la reacci6n  entre el  colorante y sus sitios de uni6n , c o  II u n  

movimiento consecuente de los  colorantes, en e l  caso de la Wrticula sub- 

mitocondrial, desde e l  medio acuoso exterior, a la membrana, y en el  caso 

de Las mitocondrias intac-s, de la membrana al  medio, de ahi que se plantee 

que la.s dos posibilidades pueden coexistir y que el incremento de  la iluares- 

cencia  del ANS durante los  procesos de energizaci61-1, pdria   ser  la  suma 

de los cambios de uniCin y de la eficiencia cuAntica del  colorante(73) . 

- 5. Ciar,i?as, Merocianinas y oxonoles . Existen tres  clases principales "- 

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

a l  potencial transmembranal. ESU clase de compuestos son las merocianinas, 

Las cianinas y los  oxonoles, los cuales se caracterizan p r  presentan una 
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estructura de dos anillos  midos por una cadena de carbonos con d o  b l e  S 

ligaduras conjugadas(l50). Dicha  cadena proporciona una importancia funda- 

mental en la utilizaci6n de estos compuestos, debido a que la magnitud de 

la absorci6n n ~ x i m a  de los  colorantes incrementa con la longitud  de la 

cadena hidrocarbonada, lo  cual ha permitido sinterizsr moleculas cuyo espec- 

tro de absorci6n y emisi6n no se sobreponen significativamente c 0 n l a  S 

principales bandas de los pigmentos intrinsecos de las membranas biol6 - 

gicas, Debi2o a que las bandas  de absorcidn de estos  colorantes son general- 

mente intensas, es  posible utilizarlos en concentraciones  micromolares en 

los estudios de las membranas, provocando minims perturbaciones al sis- 

tema. Ad.emAs, como la mayorza ,de  ellos son fluoreszentes, proporcionan 

sensibilidad adicional para e l  estudio  de las membranas en suspensi6n . 
A esto, se suma una gran ventaja que consiste en tener la posibilidad de 

alterar notoriamente la magnitud  de sus respgestas espectrales por la modi- 

ficaci6n de grupos substituyentes, los cuales aunque  no forman parte  del 

crom6foro Gptico, controlan factores como carga y afinidad de uni6n a la 

/ ’  

membrana. 

E n  el caso de las nlerocianhas cuya estructura no presenta carga 

neta, es posible convertirlas en moléculas cargadas, mediante una uni6n tova- 

lente entre e l  crom6foro y grupos funcionales, como sulfonatos O a m i n 0  

cuaternarios, pr lo que la carga en estcs  colcmctes,  se h c a l b  en p u p  

funcional. 

E n  cuanto a las cianinas que poseen carp* positiva y a 10s oxonoles 

que tienen carga negativa, esta se encuentra totalmente deslocalizada en  to& 
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la estructura  cromofbrica. Esta diferencia en la localizaci6n ve r S u S l a  

dcslocalizaci6n de la carga tkme implicaciones importantes con respecto 

a la permeabilidad del  colorante en la membrana y a l  mecanismo de las 

propiedades 6pticas dependientes de potencial. L a  permeabilidad de las cia- 

ninas y oxonoles(carga deslocalizada) es 100 veces mayor que la permea - 

bilidad de las merocianifias y el A.NS (carga localizada). Adernzis la substi- 

tuci6n de Cn=CH2CH2CI13 lxr Cn=CHZCIJZCH2S0i reduce 100 veces la 

permeabilidad del colorante (47). Por ú l t i  mo, otro  factor que a f e  2 t a   l a  

permeabilidad d d  colorarree es la longixud de las cadenas ae los  radimles 

alquilo, a mayor longitud mayor prmeabllidad(1msta ua m6ximo). E S tc 

tendencia puede ser  explicada por el aumento de la solrlbilidad de los colo- 

rantes en la regí6n hidrocarbonada de la membrana . 
.i. MecaEismos de cianinas, merocianinas y oxonoles . Los monitores 

""" 

de potencial transmembranal se pilederl disidir en dos chses ,  los de respucs- 

ta lenta y los de respuesta rZipi3a. (110). L o s  colorantes de respuesta lenta 

(colorantes de acumulaci6n o redistribuciGn), responden a cambios en e l  potm- 

cia1 de membrana en segundos. Estos colorantes penetran y actúan por un 

mecanismo que involucra una redistribuci6n del colorante cargado entre el 

medio y e l  interior de la célula,organelo,o  vesicula, presentándose cambios 

en su absorci6n o fluorescencia en el orden de un 80 a 90% con respecto 

los cambios iniciales. Ejemplos de este t ip  d~ colorartes son las zianims 

y oxonoles(lt0j . 
La segunda clase de compuestos, que comprenden a los colorantes d2 

respuesta rApida, respnden  al  ptencial transmembranal en e l   r a n g o  d e 
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rr,icrosegundos. Los cambios 6pticcs que se presentan se deben a que el  

colorante en presencia de un potencial se localiza en la membrana o m ~ ~ y  

cerca de ella. Los ejemplos de esta c h s c  de compuestos son las cianinas 

merocianinas y oxonoles, asi  como colorantes de tipo estearil, present5ndose 

cambios en su absorcidn y fluorescencia en e l  orden de O. 001% a 1% . 
E n  cuanto a  los  colorantes de respuesta lenta, e l  1974 Hoffman y Larj.3 

(96), reportaron que  una serie de colorantes  del tipo de las cianinas  e r a  n 

notablemente sensibles a l  potencial de membrana de células en suspensi6n. 

Ellos reportaron que  en experimentos con eritrocitos  human o S y d e  

Amphiuma - , en presencia de 3, 3-~dihexiloxa~arbocianina(Di-O"~-(3), la fluores- 

cencia del colorante dj.sminuy6 en 50% a l  inducir con valinomicina una hiper- 

polarizaci6n de las células. A su vez, la depolarizaci6n produjo un inere - 

mento .de la fluorescencia. En  ambos sistemas, eritrocitos humanos y de 

Arnphiuma - , el  cambio de fluorescencia fue proporcional al  potencial de mem- 

brana generado, medido este por diferentes métodos(l.10) . 

Con respecto a l  mecanismo de acci6n de los  colorantes de respuesta 

lenta,  Sims y col. (97)  despu6s de realizar experimentos espectrosc6picos y 

de uni6n con 29 colorantes  del tipo  de las cianinas en eritrocitos, proponen 

un mecanismo general para este tipo de colorantesyasimismo reportan una 

serie de cianinas con una mayor sensibilidad al  potencial,  entre las que 

destacan La Di-S-C3<5), la cual muestra variaciolies en la fluorescencia tan 

grandes como de un 80% en celulas hipcrpolarizadas. L a  respuesta de esta 

clase de colorantes altamenre fluorescentes,  permeables y cati6nicas, es e l  

resultado de la partici6n del colorante  entre la celula y el medio extra - 



celular, la cual es dependientz del potencial . La hiperplarizacidn produce 

una incorpraciGn de la cianina cargada positivamente, mientras que la  

deplarizacidn produce su liberacibn(96). La fluorescencia del c o m p 1 e j o 

célula-c.olorante es significativa mente  extinguida  cuando la pmporci6n de 1 

complejo se  incrementa, asi c3mo por la adici6n de valjnoinicina, lo cual se 

debe a la formacidn de agregados del colorante, que producen una reducci6n 

de la fluorescencia. 

en soluci6n o asociados con la p r t e  interna de la membrana. hUs reciente- 

mente, Freedmail y I"foffman(153)demuestran que durante la hipzrpokriza- 

, ci6n de los globulos rojos, la interacci6n ¿!e agregados  del  colorante a la 

hemoglobina, no e s  un requerimiento necesario para observar la estinci6il. 

cencia, debida a la hiperpolarizaci6n, y adem5s e l  cambio en el  espectro de 

absorcidn no cle~nuestra  evidencias de la formaci6n de dlnleros o de otros 

agregados moleculares  del  colorante. La naturaleza de este  proceso con 

rante acumulado se encuentra interaccionando con regiones no polares de 
. .  . - " "  . ." . . . . . . . . - 
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la S prote ina S y membra na S (1 S) .  

Los colorantes que se redistrihuyen entre e l  medio y el  interior dc 

h celula u organelo presentan una respuesta  razooablemente rripida a los 

cambios de potencial. Estos colorantes deben ser  altamente perrnmh1-s 2 

/ 

/’ la menibrana, aCm cuando presentan carga. Lo anterior se ha confirmado 

las que presentan s~lbstituyentes alquilo de longitud moderada(2 czrbonss a 

6 carbonos), que a su  vez  son las m5s sensitivas para este t i p  dz estuiios 

en la maycria de l;ls preparaciones  utilizadas.  Asimismo,  los osonoles( dis 

carga negativa), pueden cruzar la membrana r6pidanmente (47: 156). La elz- 

negativos(157) est6 relacionadL* con la deslocctlizaci6n de la carp en to23 

~ merocianina 540, presentan un grupb sulfonilo, aparentemente penetran en b S 

celulas  pequeñas,organelos y vesiculas  a una velocidad apreciable(l5S) , & 

embargo, esta velocidad no es comprable con la de las cianinas y oxonoles 

(47,112). h pesar de que los colorantes oxon6licos tienen caracteristicas 

similares a las cianinas, no se han utilizado extensivamente. No ob  s t a  n t e  

Chance y col. (102,156,157), han trabajado activamerlte en determinar-. el meca- 

nismo de la sensibilidad al potencial de membrana de oxmoles  comprando 

la fluorescencia y absorbancia  del OX-VI con los crom6foros  carotenoides 

(102) . Los oxonoles estudiados, presentan cambios cipticos deyendientes del 

potencial, sin observarse modificaciones en el esado de a g r e ga c i6 11, e l. 
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rnecanismo mBs probable involucl-a  ma redistribuci6n del colorante entre la 

célula y el interior de ella, uniihdose a sitios internos de la nlenll>r..ana y 

probablcmente a los constituyentes citophsnlAticos. 
, 

Como se seiiiid con anterioridad, los cambios de transmitmcia y 
" 

/" fluorescencia de los colorantes de respuesta rAipida se presentan en u11 tiem- 

po menor de los milisegundos. Es decir, son de 102-105 veces mAs rApidos 

que los observados en los  colorantes de redistribuciÓn(48,107,~59). Debidcl 

a la sensibilidad de este t ip  de colorantes  resulta mAs pr5ctico medir la 

relacidn señal-ruido(S/N) en lugar de medir los cambios 6pticos(l60) . 
Los mecanismos definidos por mediciones de cambios Spticos depen- 

dientes de potencial, caen en cuatro categorl'as: rotaci6il- d i m e r i z a c i6 n , 

asociación-disociaci6n,  electrocromismo y rotaci6n pura . 
El mecanismo de rotaci6n  dimerizaci6n fue originalmente propuesto 

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

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

caplbio en e l  equilibrio dinAmico entre las rnolCcuhs lnonoméricas d e  1 

colorante  orientadas en fornla perlxndicular a 13 membrana y la pbhci611 

de moléculas  dimerizadas orientahs p,~ralelamcnte a la superficie de la 

membrana. Este mecanisnlo ' ha sido apoyado por diversos  trabajos( 110,?60, 

16$, en los  cuales se concluye que se presenta una reorientaci6n dc1 colo- 

rante en la membrana en seguimiento a un cambio en el   ptencial  y que las 

mediciones en los espctros  son consistentes con la formaci6n de dimeros. 

La fuerza que promueve la rcorientaci6c de la merocianina c s  in - 
dudablenlente e l  cambio en la energfa del crom6foro dipolar(e1 momento 
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de absorci6n y solamente afecta en forma ligera la forma del esptxt I-Q d z i  

coloYante monomerico y dimerico unjdos a la membrana(118). 

y colaboradores(l55)  para  explicar los cambios rApidos cn las rzspues3s 

de las ci'aninas y oxonoles en ax6n gigante de  calamar y mennbrams d: 

bicnps  1.ipidicas. El  término "asociaciCn-djso~iacibn"(on-oin es utilizado 

por  los  autores para describir la pa~-tjci6n rAipi3a dependiente de pa:encix!. 

a traves de la membrana. El tamaño proniedio de las señales de los cam- 

bios de absorci6n para la cianina Di-S-C2-(5), es de 10 - 5  , con un ticzr,;p (32 

respuesta de 510 microsegundos. Para quc la seÍíí1 pueda ser OiISL'l :KiCh,  

la concentraci6n  del colorante a a r m s  lados de la membrana debe ser  d i k -  

rente. Sin embargo, debido a que estos  colorantes son permeables, se requi- 

ere mantener la concentraci6n  asimCtl-ica con un potencial constante,al  cull 

se sobreponen los  potenciales utilizados para los estudios requeridos, lo q w  

dificulta la interpretacih de los resultados. h s  colorantes m&s hidrofdbic,os 

son los rnAs permeables, y se ha hecho necesario la adici6n de colesterol 

en l a s  bicapas  para  disminuir la prmeabilidad de las cianinas(l.13; 1631, 

sin embargo esto incremenm la pzrmcabilidad de los colorant-es  oxon6licos. 
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6 & .& :; :j 

Tanto para las cirrninas como prc2 los  oxonoles,  los &tos IIO son 

consistentes con un m-ecanismo que consiste en  que una cantidad d c l  colo- 

mnte  bajo la influencia de un potencial, se mueve rapidamente entre l o  S 

sitios de uni6r en la membrana, y la fase acuosa cercana a ella. P .I ra 

algunos colorantes, que se agregan sobre la membrana, 31 mecaniscm p r a  

los cambios de abs0rbanci.a puede ser un cambio en e l  estado de apega-  

ci6n de las moléculas  del  colorante 1oca.lizadas en la membrana. 

Bashford y col. (156) han  medido las ciileticas de Ulli6n del. OS-173: 

a la nlerrhrana de vesiculas  1ipidicas;ellos encuentran que  la fase rllpick 

de unidn presenta una velocidad constante de sezundo orden de 9x10 6 1  Al- 

seg-' y una velocidad constante de disociaci6n de 17 seg-l.  Estos  valores 
. .  

con e l  de la conccntl-aci6n  del  colSrante en h soluci6n, le han pzrmiLido 

mcnooleato, establecer que la velocidad del  mecan  ismo asociaci6n-disocia- 

cion para los oxonoies ocurre en milisegundos rn5s que  en microsepnc!os 

colno se habia observado en otros  esperinlentos en e l  mismo sistcnu(i3b). 
- .  . 

El mecanismo de clcc~?rocromismc(eicto Stark) c o n S i S t e 11 l a  

modifimci€n de las propiedades de absorcibn de un crom6fom en un cam- 

po electric0 que se manifiesta como un desplazamiento en la frecuencia 

del pico de absorci6n. Los cambios electrocr6n~icos  l ine a l e  S S on 

a l t a   m e n t e  dependimt.as de 'la orientacififi relativa del  crom6forn y del 

campo elsctrico. Estos pueden se r  hacia e l  rojo o a l  azul, dependiendo si 

la variaci6n en la direcci6n  del dipolo es orientada de manera paralela o 

antip.ralela a la direcci6n del c a m p  electrice. S i l a  e s t  r u c t u ra d e  1 a 
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crom6foro es  simetrica,  el cambio en e l  momento fipolar es  cero, y puede 

presentarse un electrocromismo no li11eal(ll0,164) . 
L o s  cambios electrocr6micos  se han observado experirnentalm- a t e  en 

soluciones, gases,  matrices de poliestireno,  peliculas evaporadas y multicapas 

lipidicas  orientadas. Este mecanismo se ha postulado para explicar  los cam- 

bios observados en los carotenoides de cloroplastos y cromat6foros. Un 

hecho importante que distingue a l  electrocromismo de otro t ip  de mcca - 
nismoes e l  tiempo de respuesta de las  variaciones  6pticas. Los  cambios 

electrocr6micos no requieren e l  movimiento e l  movimiento de los  croma- 

t6foros en la membrana, por lo tanto pueden ocurrir en escalas de tiempo 

de  suhnanosegundos, a  diferencia de los  mecanismos que requieren el  movi- 

miento de los colorantes, ios cuales presentan un tiempo de respuesta mayor 

que O. 1 microsegundo(l62). Desafortunadamente, de manera general, no es  

posible que las  respuestas de las cargas  electricas en las membranas sean 

mAs rapidas que 3 microsegundos, y es  imposible establecer si un colorante 

opzra o no por e l  mecanismo electrocr6mico y si e l  tiempo de respuesta 

6ptica es menor que 3 microsegundos. Los colorantes como la merocianina 

540,  presenta una respuesta en un tiempo mayor que 30 microsegundos en 

el ax6n  de calamar y por lo  tanto es bastante claro que no es  un colorante 

electrocr6mico(l59) . 
El mecanismo de rotaci6n pura se propclso para explicar 1;s czm- 

bios  relativamente pequeííos  de fluorescencia,  vistos con los c o l o  rant 2 S 

naftaleno sulfonatos(46). ,, A concentraciones bajas de merocianina 52 . en 

donde la concentraci6n del dZmero en la membrana es  baja,  las se’. S de 
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ci6n del crom6foro. A pesar de esto, se establece, que ninguno de los grandes 

cambios de absorci6n y fluorescencia pueden ser explicados esclusivam(l:nte 

por este  rneca~lismo(ll0) . 
Sin enlbargo, recientemente, a pesar de los datos existentes e n  h 

literatura  referentes  al mecanismo de respuesta rtlpida  de los osonoles 

Smith y Chance(l50)al  efectuar estudios cinéticos del  OS-VI en prt,Tculas 

submitocondriales  presentan argumentos conturdentcs en ccrntra de la f x t i i -  

bilidad  de opera.ci6n del OX-VI p r  todos los mecanismos anterioLi-m;:te 

descritos en este tipo de preparaciones  membranales. Estos autcrc:s cssl-  

blecen fundamentalmente que la concentraci6n  efectiva  del colormlre q u e  

tiene una constante de velocidad de  segundo orden, p r a  la uni6n psi ; -a  

OX-VI a las  particulas submitocondriales es aproxiInadamente 7 Gdin?ohr* 

S i  esta constante de velocidad es utilizada en ,un p r o  c e s o  r& p i do d e 

energizaci6n, la conccntraci6n requerida debe ser incrementads p r  1x1 hc-. 

tor de 30, lo cm1 excede en  una alta proporci6n a la concentraci6n utillxcia 

por Smith y Chance, p r a  lo cual, en el mecanismo propuesto por '\i'aggocx- 

(155), se requiere una regi6n de una concentracic5n local aka cerca de 

superficie de la membrana. Además para observar tina serial 6ptica se requi- 

ere de un ptenc.ia1 constante generado por pulsos de voltaje aplicados a 

través de la men&rana lipidica utilizada por \A'agguaer y cd. (4'7,112, i S 5 j ,  

y en el  sistema de membranas excitables utilizadas por Cohen y col. (I-%), 

en el cual. se mantiene un potencial err reposo. Tales potenciales pueden ser 

responsables de generar l a .  €ormaci6;1 de uIi gradknte de concentrac.i6n b ~ a ?  



establecido p r  un mecanisma de difusiSn.  La existencia de tales  potenciaks 

preexistentes en las pr t i cuhs  submitocondriales es  improbabk, deb  ido 

fundamentalmente a que estas preparaciones estan libres de SustrStos endci- 

genos. Esto último es apoyado  por las observaciones de  que el  especrro de 

absorci6n de OX-VI en  la presencia de partículas submitocondriales sin 

sustratos adicionados, puede ser  virtualmente recuperado en forma complet2, 

por la adicidn de un desacoplante a la prepracidn energizada implicando la 

ausencia de un potencial de membrana preexistente; asi como los datos 

obtenidos para la  uni6n pasiva del colorante a las  particulas,  las  cuales son 

idénticos tanto en ausencia como en presencia del desacoplante CCCP(I.50) . 

En lo que respecta,  al mecanismo de rotacidn dimerizacicin, es  tambi5n 

improbable que  pueda ser  aplicado a los  colorantes oxontjlicos ya que el  

momento dipolar permanente en esta molécula es pequeño,  debido a la 

deslocalizacidn de su carga en el sistema conjugado. As í  que estos colo - 

rantes no  son susceptibles a una fuerza o momento  de rotaci6n apreciable, 

cuando un potencial eléctrico transmembranal está presente.  Asimismo,  los 

oxonoles muestran poca tendencia a  formar  agregados(157),al menos cuando 

se encuentran libres en solución, de a h í  que el  mecanismo S u ge  r i d 0  S que 

involucra un cambio en el  equilibrio  mon6mero-dimero en  la membrana es 

En lo que respecta  a las bacterias  fotosinteticas, Rashford , C h a n c e  
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y Prince(l02) report,rln,  que los oxonolcs(~)(--V;~7I;'\7II;VIII,3r LY ) presentan un 

tiempo de respuesta entre 20 y 140 1-ailisegmdos, por lo tanto no  pueden 

ser utilizados para determinar las fluctuaciones de los cambios de pten-  

cia1 en e l  rango de submilisegundos. Asimismo  establecen que los oxonoles 

pueden ser utilizados como indicadores confiables del potencial a rrairés de 

membranas transductoras de energía que no posean moléculas intrinsecas 

que reporten el potencial . 

6. Quelantes fluorescentes . E!. tercer gran grupo  de monitores fluores- 
"" ~- 

centes comprende a  los llamados  "quelantes fluorescentes", cpe se  caracte- 

rizan por interaccionar  con  los  cationes unidos  en las membranas, con  una 

concomitante alteraci6n en su espectro de fluorescencia.  Entre  este t i p  de 

compuestos se encuentran los  antibi6ticos clorotetraciclina,  tetraciclina , 

metaciclina, y minociclina. De los  cuatro indicadores, el  primero es  el  que 

genera señales mayores para el  registro de los  cationes divalentes(41.) . 
E n  base  a las características  fluorescentes de este tipo de monitores 

varios  autores han determinado  su selectividad iónica en soluciones acuosas. 

La adici6n de cationes di y trivalentes a l  monitor, induce cambios b a  to  - 

cromáticos en el espectro de absorcibn del antibi6tico(l65,166), a s i  como 

en su espectro de emisi6n(41,167).  Mitscher y col. (168) han ob S e r v a  do 

variaciones en el espectro de dicroismo circular de la tetraciclina en solu- 

ci6n acuosa, debido a la adicibn de cationes  divalentes, que consisten en dife- 

rencias insignificantes entre los  espectros de los complejos antibi6tico-Ca2' 

y antibi6tico-Mg2+ . Sin embargo en soluciones de  metano1 a l  90% , si se 

presentan diferencias  considerables tanto en los espectros de absorci6d corm 
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en los de fluorescencia  entre  estos dos complejos(42). Esto indica que h s  

variaciones en los  espectros son fuertemente depndientes de la polaridad 

del medio. 

En la tabla I1 , se muestran los incrementos de fluorescencia de ia 
"~ 

/' 
clorotetraciclina, a 338 nm de excitaci6n y 520 nm de emisi6n, asi como las 

constantes de disociaci6n de 1.0s complejos  antibi6ticos-cati6n divalente. IA 

clorotetraciclina  se une a Mg2+; CaZ'-;Sr2+; y Znzt, generandose un aumento 

en la fluorescencia, pero en e l  caso de especies paramegnéticas como e l  

Mn2+ y e l  Go2+, producen una extinci6n de la señal(169) . 
L o s  espectros de f1uorescencj.a de la c1orotetraciclina-Ca2+, tanAW:r! 

difieren del complejo con Mg2+ en metanol a l  90% . Es decir,  el  espectro 

de emisi6n  del  monitor-Ca2+  presenta un pico a 530 nm, mientras que  con 

Mg2+, se presenta  a 520 nm;posiblemente estos cambios en memnol 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 zn2+ > Sr'+ > ~ g ~ + >  ~a2+,  

a  diferencia de la secuencia que se presenta en metanol  al. 70% : Zn2'-> 

Ca2'> Sr2+ ; la relaciSn  entre e l  cati6n y el  monitor es de 1:l tanto 

en la fase acuosa como metan61ica(42) . 

Fzra establecer tanto los incrementos en la fluorescencia ~ 0 1 1 1 0  su 

selectividad hacia los cationes en relaci6n con e l  medio  hidl-bfobo 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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Cati6n Medio 5 1  M Incremento de la fiwrescencic? 
sobre el antlbi6tico libre en 
agua . "- - - """. " 

MZ+ acuoso 

metano1 50% 
"- - 

Z 2 +  ipcuoso 

ea2+  acuoso 

Sr3+ 

Mg2+ 

acuoso 

SDS 

267 23 

114 66 

42 

440 

65 

110 

3 70 

400 

PO. S 

7. 5 

10. 7 

101 , 

109 

207 

. 

" "" 

tetraciclina, causado por la irlteraccjbn del antibi6tico con el Mg2+, este 

incremento es  de 101 comparado  con 23 para e l  mismo complejo sin SDS 

cuando se utiliza un detergente neutro, como el tritdn X-100, se presenta 

tma situacibn semejante  a la de la soluci6n acuosa sin. detergente. Lo ante- 

rior e s a  de acuerdo con el hecho  de  que este tip de detergentes no forman 

complejos con cationes(41) . 
El aumento de .h Zluox-escencia  en presencia de cationes  divalentes, 

tamhien se observa en las membranas bioldgicas, tales como kntasmas de 

eritrocitos y microsomas 

cati6n a la membrans, se 

de mC1sculo(43.). 

confirma por 3a 

La uni6n del complejo antibidtico- 

disminuci6n de la f 1 u o 2'2 S c e n c i z  
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cuando se adicima NaCl , ya que el. sodio  compite con los  cationes diva - 

lentes por los  sitios de interacci6n, con IC que se reduce la  cantidad de 

iones divalentes unidos a h membrana y consecuentemente la fluorescencia. 

Una situaci6n diferente se presenta en e l  caso de la mitocondrza , en 

donde se encuentra un alto incremento de la fluorescencia aún  en ausencia 

de cationes adicionados, esto se debe probablemente a la interacci6n  del 

monitor a  cationes unidos con alta afinidad a la  membrana mitocondrj.al(41). 

LZL adici6n de inhibidores del  transporte de electrones, produce una ligera 

/ 

disminuci6n en la fluorescencia, la cual es restaurada por la adici6n de 

sustratos, oxidables del siguiente sitio de acoplamiento, que a su vez se 

aba.te por la subsecuente adici6n de desacoplantes de la fosforilaci6n oxida- 

tiva . 

Los cambios observados en la fluorescencia por la alteracih d e  1 

metabolismo mitocondrial, indican que la fluorescencia no es una respueszj 

directa  del estado energizado del organelo durante los  procesos de conserva- 

ci6n de energía, sino que  puede ser un reflejo de la migracidn de los iones 

en la membrana en respuesta  a  los  cambios  metab6licos . 
L a  clorotetraciclina también se ha utilizado  como un monitor de la 

interacci6n del. calcio en membranas de reticulo sarcopl;lsmico(l70-172) , 

mitocondria(41,173,174) , eritrocito y nertrio(175) . Se ha observado que la 

afinidad de este monitor pira el  calcio es mcnor que para e! nras;esiry(il, 

42) en un medio acuoso, sin embargo, esta selectividad se revierte en un 

medio no pob-r, lo que tiene como ccnsecwncia que la clorotetraciclina se 

una preferencialmente a h s  membranas biol6gicas que S e le ct i v  a m e n t e 



retienen  calcio(-41,42,170,171.)  . 

7. Eromuro de Etidjo . El  bromuro de etidio es  un compwsto íluorcs- 

, cente derivado del fenantridinio(Bromuro de 3,8-Dizmino-.5-Etil.-6-Fenil - 

.. - fenaatridinio) el  cual se une a sitios hidr6fobos de macromoleculas conlo 
/ 

e l  XDN y proteaas, y de estructuras  tzles como menlSranas. Sus propie- 

dades electr6nicas han sido calculadas por varios metodos semiempiricos 

H2N 

Figura 1. Estructura del Bromuro de Etidio . 

de la meanica  cu5ntica(l77,178) que  han permitido diferenciar si  la interac- 

ci6n del etidio con un sitio hidr6fobo  dado, ocurre al  azar o bien e s a  diri-  

gida por una interacci6n  efectiva. Estudios de la distribuci6n de carga  del 

sitio de interacci6n del etidio, a l  que denominaremos arbitrariamente como 

"receptor", han prmitido mapear tri~inlensiocal~ente,  el  potencial elccircs- 

atice molecular que 'genera el receptor. Se ha determinado que el origen 
I 

de este potencial deriva fundamentalmente de dos grupos anihicos ioni- 

zados(que en el. caso del ADN son dos grups fosfato), E l  etidio en un 
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campo  anibnico sirnilar al eccontrado en los bio;mlimeros(l78), muestra L I : ~  

reorientacidn preferencial en la vecinclad del recepor. 

La energía involucrada, puede ser  atribuid a interacciones  electros- 

ttiticas  a grandes distancias y a una deslocalizaci6n de electrones inducida 

cuando e l  cati6n bromuro de ecidio se aproxima al receptor . 
Las propiedades electr6nicss del bromuro de etidio en e l  estado 

fundamental, se han calculado utilizando un metodo computarizado (PCILO) y 

analizando la geometria de sus cristales(lX), fig. 2 . Como se menciond 

anteriormente, el  bromuro de etidio es  un derivado del fenantridinio ligera- 

mente no planar ; el  substituyente fenilo forma un Bngulo  de  97'co[l el. p l m ~  

medicj, y e l  carbono terminar del substituyente etilo forma un ,2ng;?llo de 84" 

con e l  mismo plano. E n  h psici6n 8 posee UI? substituyente amirm  cuyo 

nitr6geno tiene una hibridizaci6n sp3 . Por anAlisis conformacianal sc' I x .  

determinado que los hidr6genos del fenantridinio tienen una orienmci6n opuesta 

a l  grupo etilo y que los nitr6genos de los grupos  amino est5n en  Angulo 

recto a este plano(178) . 
La distribuci6n de electrones en el etidio(fig. - 2), obtenida a partir 

de la matriz de densidad y mediante  la asignaci6n de valores teóricos para 

optimizar las polaridades de uni6n, se&h una deslocalizacidn de la carga 

positiva clásicamente atribuida a l  nitrdgeno cuaternario. Se determin6 que 

este nirr6geno tiene una carga de sGlo + O. 08i8 e* , el resza de la argz 
. . . . . . . . . - . . . . . - . . - . . " ~ . .  . "  . .  . . .  

e*= carga neta electr6nica 
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neta, se distribuye entre  los grulws funcionales. La carga acl grclpo et ih 

es de -I- O. 2236 e , la del fenilo es  de + O. 1702 e, la de los grupos amino 

Fi'g. 2. Distribuci6n de h carga  at6mica neta en el 
bromuro de etidio. La direcci6n del diplo se indica 
por la flecha punteada(ref. 178). 

es de -f- O. 1002 e, y la del fenantridinio es de + O. 5067 e. De esta manera 

se tiene que e l  607, de la carga positiva est5 deslocalizada  sobre h por- 

ci6n amino-fenantridinio de la molecula, y el  resto, sobre  los grupos  fznilo 

y etilo . 
Como resultado de la distribucih de cargas y de las contribuciolxs 

no despreciables de la hibridizaci6n de sus orbitales atdmicos, el  bromuro 

de etidio posee un momento dipolar de 24. 59 D(178) . 



.. , 
i ~ Efectos biol'5gicos de l  Bromuro de Etidio . E1 bromuro de &dio ""- "".- 

fue originalmente sintetizado y estudiad.0  como un efectivo agente tripani- 

cida(l79). M A S  recientemente,  este compuesto ha recihid.0 considerable  aten- 

ci6n como agente especifico para e l  estudio de gen6foros extl-ac~or~los~niales 

en bacterias(l80),  algas(lFl), hongos(l82), psotozoarios(179), y celulas de rnami- 

feros(183),  as1 corno agente muEgenico altamente  especifico y efcctivo en 

levaduras anaer6bias  hcultativas(l84).  Estos  efectos del bromuro de etidio 

se han asociado a su interacci6n con los Acidos nucleicos,  descrita por vez 

primera por Lerman(l85).  Este investigador observ6 que en la vecindad 

inmediata de los  residuos con bromuro de etidio, aparece una cadcna de 

nucle6tidos no enrrollados lo cual, modifica significativamente las propiedades 

fisicas y biol6gicas  del ADN(177); encontrd  ademAs, que el brornuro de etidio 

produce un efecto inhibitorio sobre la AKIN polimerasa y sobre lz .4KN p l i -  

merasa dependiente  de ADN (186) . Sin embargo, Aktipis y col. (187) esta - 

blecen cpe el efecto inhibitprio del bromuro de etidio sobre las polimerasas, 

puede deberse a l  menos parcialmente , a  un incremento en h estabilidad d:? 

la helice de ADN, lo cual dificulta la disociaci6n de determinadas regiones 

de la hélice y en consecuencia, In replicaci6n o transcripcid::  del " P O  l i  - 

nucle6tido . 

ii . Efectos del. Rromuro de Etidio en mitocondria . Datos en la 
" - " 

literatura indican  que e l  etidio inhibe tanto la fosforilaci6n  oxidativa(l88), 

como la translocaci6n de nuclebtidos(189) en membrana  mixocondrial. 

La adici6n de bromuro de etidio a nlitocondrias produce una erdida 

del  control  respiratorio,  efectiva a una cmcentraoih de 10G nlic.romoha, 
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y una inhibici6n del estado 3(189) . A concencracioass mayores de etidia, 

la pérdida del control respiratct-io ocurre mtls rApidamente, ohsewandose 

un ligero incremento en la incorpraci6n de oxígeno en el estado 4 de la 

respiracidn. E l  hecho de  que  en e l  estado 3 ,  e l  etidio inhibs completamente 
, 

/” la incorporaci6n de oxigeno  sin que se  altere la relaci6n ADP:O y el estado 

4, son indicios de  que este cati6n inhibe a la fosforilaci6n oxidativa por un 

mecanismo que  no es   e l  desacoplamiento mirocondrial(l8S). 

Se ha sugerido ademas que el etidio actfia como un inhibidor competi- 

tivo de la translocaci6n de nucle6tidos, inhibiendo la unión reversible del 

ADP a la nucle6tido translocasa,  esto  se ha reforzado por estudios reali - 

zados con otros  colorantes  lipofílicos  estrticturalmente  similares al. etidio, 

como la rhodamina-6G, ya que su adición a rnitocondrias altera la cinetica 

de la translocasa de los nucle6tidos de adenina(lS9) . 
También se ha encontrado que e l  bromuro de etidio puede modificar 

directa o indirectamente e l  sistema de transporte de potasio en levadura 

(190,191). Asimismo se ha establecido que mitocondrias tratadas con etidio 

presentan un drAstico decremento en su contenido de citocromo a-a3 (aproxi- 

madamente de1 80%), a s i  como una reducción variable de citocromo b(192; 

193), y una disminuci6n en la actividad de la ATPasa sensible  a  oligcmicim, 

produciéndose alteraciones  estructurales  reversibles. 

Es conveniente aclarar que todos estos  efectos atribuidos a l  hromuro 

de etidio se obtienen’  utilizando concentraciones altas  del colorante( ’ 100 ph’l) 

(189-193) y con periódos de incubaci6n muy prolongados quz  van  de 3-5  
I 

‘ dias o mAs(193) . 
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etidio se unia a membranas mitoconciria1.es energizadas con un incremenio 

en su fluorescencia. Se encontr6 que  estx? uni6n es de muy alta afinidad para 
\ 

un pequeño  nGmero  de sitios.  Estos datos as1 como los de Chance(l94) y 

Azzi y Santato(l49), indican que variaciones en e l  estado metab6lico de la 

mitocondria producen un cambio en h señal de la fluorescencia del etidio. 

Los resultados iniciales serialados sugirieron que el etidio es un mcnitm 

fluorescente que registra  cargas de superficie en adici6n a la polaridad c'el 

medio ambiente circundante(S9-91) . 

N .  O B J E T I V O S  

El presente  trabajo  tiene como objetivos principles : 

1. Caracterizar las condiciones en que ocurren los cambios de la 

fluorescencia  del Bromuro de Etidio durante las transiciones  energéxicas 

de membranas mitocondriales 

2. Caracterizar la respuesta  del Bronluro de Etidio a dichas transi- 

ciones energeticas . 
a. En preparaciones  energizadas con sustratos de los tres segmen- 

tos de conservaci6n de energia de la cadena  oxidativa 

b. E n  preparaciones energizadas con ATP . 
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Reactivos  quinlicos . ""-__.-_l_ 

Los cornpuestos utilizados en este trabajo fueron grado I C  a c t i Y O  

analitico  blerck y Sigma. E l  agua ernpleada en In preprnci6n de h s  s o h -  , 

cioncs fue bidestilada en un destilador de vidrio. 
/' 

1. Centrifuga refrigerada Sosva11,  modelo RC-5 .  

2. Baíio de agua circuiar~te a temperatura  constante, Leitz , 

3. Espectxofot6r11eto Carl Zeiss, modelo Phl 6 

4. Espectrofot6metro Aminco DW-2a LJI'-VIS, con la unidad total de 

fluorescencia, la seÍía1 se registra en un g1-aficador X-Y E-Iewlett P a c h r d .  

Un filtro de geiatina Kodak N% 25 . 

6. Polar6grafo con salida a un sistema de amplificadores dis:>Í%x¿o , 

desarrollado y construido por B. Chance, D. Viayer y B. PressLmn@95}, con2c- 

tado a UII gl-aficador Honeywell 15% Visicorder. 

M E T O D O S  



soluci6n de sacarosa O. O8 M ,  rnmitol O. 25  M(ajr1stada a pH 7. 4 con TEA), 

y una vez cortado finamente  con tijeras  se homogeneiz6 en  una soluci6n de 

sacarosa O. 08 M, ma.nito1 O. 25 M, EDTA 0. O01 M( pH 7.4) en un ho m o - 

generizador Pott2.r-Elvehjem y un vastago de tefl611,obteniendose un homo- 

geneizado a l  10% . Todos los pasos  realizados en este procedimiento se 

efectuaron a una temperatura de 0-4°C . El homogeneizado se centrifugb a 

600 x E; durante 1 5  minutos en  una centrifuga Sorvall RC-5 con un rotor 

SS-34, descartándose la pastilla  nuclear. El sobrenadante se recentrifug6 a 

17 O09 x I; durante 10 minutos para separar la fracci6n mitocondrial . El  

sobrenadante se descart6 y la pastilla se resuspendi6 manualmente en un 

medio  de sacarosa O. 08; M, manitol O. 25 M ajustando e l  pH a 7 . 4  con TEA. 

Se centrif ug6 nuevamente a 17 O00 x g durante 10 minutos  obteniéndose final- 

mente la  pastilla mitocondrial. 

I1 . Mitocondrias tipo I 

Las mitocondrias aisladas  se resuspendieron en un medio  que conte- 

ni;z sacarosa O. 18 M, TEA O. 005 M a pH 7 .4  , en un volumen final de 

40 m1 por higado.  Una  vez resuspendidas manualmente, las mitocondrias se 

incubaron  durante 10 minutos a 30°C con agitaci6n suave. Este medio se 

centrifug6 a 17 O00 x g por 10 minutos y la pastilla se resuspendi6 y se 

k v 6  dos veces con sacarosa O. 25 M a pH 7.4 . Durante  todo e l  procedi - 
miento a excepción de la incubacióa la temperatura fue de  4°C . Finalmenw 

, las mitocondrias obtenidas se resuspendieron en sacarosa O. 25  M a p H  

7.4 . 
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III . Mitocond.rias  tipo I1 . 

Para la obtencibn de este tipo de mitocondrias se sigui6 e l  mismo 

procedimiento que las del tipo I, adicionando a l  medio  de  incubacidn O. 001. 

M de EDTA a pH 7.4 . 

"" 

IV . hlitocondrias tipo III . 
para h obtencid2 de este tipo de mitocondrias se sigui6 C l  mismo 

procedimiento que las mitocondrias t i p  I y 11, con O. 001 M de K T A  a 

""""- 

p H  7.4 en el medio  de  incubacidn . 

V. Determinacida d.. protefna. . 

El m6todo  empleado  fue el de. Biuret . A O. 02 m1 de la suspefisi6n 

"- " 

mitocondrial, se le adiciona.ron O. 2 m 1  de una soluci6n de Desoxicolato de 

S odio a l  5%( en Na OH O. O1 N), se agit6 y en  segui.da se añadieron 1. 5 m1 

de reactivo de Biuret* y 1.28 m1 de  agua bidestilada, se agito nuevamente 

y la mezcla se coloc6 en u11 baño  de  agua a 37" C durante 15 m i n  u t  G S , 

posteriormente se registro la densidad 6ptica mediante e l  espectrohtómetro 

a una longitud  de  onda  de 540 nm contra un blanco de Desoxicolato de 'Sodio.. 

reactivo de Biuret y agua bidestilada . La lecturz  se relaciono  a una curva 

patr6n obtenida con varias concentraciones de albfímina sérica bovina . 

" .  . .  . . . .  . .   . .  . .  . .  

" - - 

* Reactivo de Biuret . 
1 .5  g de Sulfato de Cobre pentahidratado, 6. O g de Tartrato de Sodio y 

P o ~ s i o  y 300 m1 de  Hidróxido de Potasio a l  10 , llevándose a tin litro 

con agsa bidestilada . 
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V I ,  Medicidr, del consumo de oxigeno "_ 

El consumo  de  oxXgeno se midi6 por un metodo polarogr5fico medi- 

ante un elect rod0 vibrgtil de platino y un electrodo de calomel, como el.ec- 

trodo de referencia, insertado dentro de  una celda de 5 m1  que contenia la 

suspensidn mitocondrial . 

VI1 , MEDICION DE LA FLUORESCENCIA DEL BROMURO DE 
ETIDIO . 

Como se indic6 en la seccidn de materiales,  se ut i l iz6  el espectro - 

fotofluordmeto  Ami 1 x 0  DW-2a para la medici6n de la fluorescencia  del 

bromuro de etidio . El rayo de luz de excitacid9 proveniente  d.el mono - 

cromador, es  reflejado por los espejos planos A , A O y  B , B *  de la unidad de 

fluorescencia(fig. 3) . E l  rayo incide sobre la muestra y la celda de refe- 

rencia en  Bngulo recto con respecto  a la trayectoria 6ptica  normal  del 

monocromador . Esta geometria ortogonal es utilizada  para evitar una posible 

'kontaminaci6n" de la señal  fluorescente por la luz de excitaci6n . Pa r a  

asegurarse que la luz  de excitaci6n  seleccionada por e l  mmocromador , 

llegue en su mayor parte a l  fotodetector, se coloca un filtro de cuarzo entre 

el fotodetector y el portaceldas que evita que la luz se desvie a l  i n  c i d  i r  

sobre las celdas . Asimismo e l  espejo C detras del  portaceldas incremenu 

efectivamente la fluorescencia haciénd0J.a indicir hacia el fotodetector . 

1. Determinaci6n de los  espectros de excjtaci6n y emisi6n """- 

El espectro de excitaci6n de un compuesto fluorescente se obtiene 
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Figura 3. Diagrama 6ptico de la unidad de fluorescencia 
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mediante un barrido de h longitud  de  onda  de excifaci6n, midiendo la htensi- 

dad de la luz emitida por la muestra, con respecto a un estandar de  Sulfato 

de Bario . 
El espectro de emisi6n,  se obtiene haciendo incidir en la muestra 

fluorescente, luz a la longitud  de  onda  de m5xima excitaci6n. La medici6n 

de la luz emitida se hace con -respecto  al estandar de Sulf ato de Bario , 

ademAs para eliminar la interferencia de la luz de excitacih, se utiliza un 

filtro secundario que absorbe a la longitud  de  onda  de excitaci6n . 

2 . Determinacih  del % de ¡a fluorescencia  relativa 

Se  seleccion6 la longitud de onda de escitaci6n para e l  brornuro de 

etidio en suspensi6n mitocondrial(510 nm) y se hizo incidir sobre  las  celdas 

de muestra y referencia . La emisi6n se  detect6 a 610 nm utilizando un 

filtro de gelatina de corte secundario Kodak N"- 25  . 

El de fluorescencia  relativa se obtuvo a l  colocar la misma concer.tra- 

ci6n de bromuro de letidio 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. La diferencia  correspondi6  a toda la escala del  graficador . 

3 . Dismimci6n - del contenido de ATP - de mitocondrias tipo 11. 
" 

Mitocondrias de  hígado  de rata(tipo II) recien  prepamdas(30  micro- 

litros de una suspensi6n patr6n conteniendo 100 mg/ml) se incubaron en 

una celda del  fluor6metro en el siguiente medio(vo1umen final 3 mi> : 
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nona durante 5 minutos. La incul~ci6n disminuye el contenido de A'lT de 

las mitocondrias recien preparadas(l97), de manera esponanea en auszncia 

de sustratos oxidab'les . 
m 

4 . Determinaci6n de la uni6n del Bromuro de Etidio  a  mitocondrias. 

Los prAmetros de  uni6n del  etidio a la membrana mitocondrial fue- 

run medidos de la siguiente  manera: se adicionaron  mitocondrias(1. O mg de 

proteina  mitocondrial/ml)  a un medio de incubaci6n 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),  despues de un minuto el medio  fue filtrado en un sistema de 

filtraci6n  Millipore con filtros de O. 45 micras de tamaño de p r o  . Las 

membranas retenidas se lavaron con e l  mismo medio y unaalicuota de 1 m1 

del  filtrado fue diluzdo en  SDS al  5% . La fluorescencia de esta soluci6n fue 

analizada  a 510 nm y su concentraci6n fue  obtenida a partir de UM curva 

patr6n de calibraci6n de bromuro de etidio en SDS a l  5% . A s u  vez las 

membranas  retenidas en el filtro fueron solubilizadas en SDS y su fluores- 

cencia  determinada de la manera anteriormente mencionada . 

E n  el caso de mitocondrias  energizadas el procedimiento fue idéntico 

a excepci6n de la adici6n de 5mM de  alglIn sustrato oxidable o 1 I" de 

ATP . 
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R E S U L T A D O S  

Cuando el  etidio se une a mitocondrias intactas, la respuesta de la 

fluorescencia del colorante  a  cambios en el acoplamiento energetic0 es  

crl'ticamente dependiente de  que las membranas sean expuestas a un medio 

que contenga EDTA previo a l  anglisis fluorométrico(ver metodos) . Asi, los 

datos descritos a continuaci6n  hacen una clara distinci6n del tipo de prepara.- 

ciones membranales utilizadas para la evalwci6n experimenta1 . 

1 . Fluorescencia - del Bromuro de Etidio y acoplamiento energético -" -" 

en " mitocondrias " no tratadas  con'EDTA(mitocondrias tipo I ) . 

La adici6n de 5 uiM de bromuro de etidio a una suspensi6n de mito- 

condrias(a pH 7.4) no tratadas con EDTA produce un incremento de la 

fluorescencia  del 60% 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 adici6n de glutamato, succinato o ascorbato(m5s TMPD), a h  en 

presencia de ADP . Bajo condiciones similares , 1 mM de ATP produce un 

incremento inmediato de la fluorescencia con valores del 50% con respecto 

a l  incremento inicial . Este incremento no se modifica en lo absoluto(fig. 

4), por la adici6n posterior de inhibidores de cadena respiratoria y desaco- 

piantes. 

Por lo tanto es claro que n i  la  oxidaci6n de los sustratos n i  la hidrd- 

lisis de ATP alteran la fluorescencia  del etidio en las mitocondrias tipo I .  

En otros  terminos, la insensibilidad de los efectos del ATP a los inhibidores 
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Fig.  4 . A. Medici6n  del %.de la fluorescencia del brornuro de etidio en 
membranas t i p  I(no tratadas con EDTA) y medici6n simultAn~a 
del consumo de oxigeno. E l  n;edio b5sico de reacci6n conriene 
10 mM de TEA-HC1 pI-I 7.4, 200 mI4 de sacarosa pH 7.4  y 5 p M  
de etidio. L a s  mitocondrlas equivalen a 1 mg de proteina/ml. 
Las adicionzs  suhsecuentes  se  efectuaron donde se  indica a una 
concentraci6n: 5 nlh4 de ,alutamato;2 m34 de fosfaro:C). 2 mh4 de 
ADP. 
B. Medici6n  del 5% de  fluorescencia  del  bromuro de etidio en 
membranas t i p o  I. El medio basal fue el mismo que  en el panel 
A. Se realizaron  adiciones  posteriores donde se  indica , L a s  
concentraciones  utilizadas fueron : 1 rnh4 de A T F ; ~ x ~ O - ~ M  de 
rotenona:1x10-6M de antimicina 2 . 3 ~ 1 0 - ~ M  de FCCP . 
La escalz de fluorescencia es similSr ,pra 13s dos yne les .  
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FIG. 5 . hledici6n  simultdnea de la fluorescencia  del bromuro de etidio 
y del consumo de osigeno en mitocondrias  tratadas con EDTA 
(tipo 11). Las condiciorles experimcnLq1es son similares a hs 
de la fig. 3: . Cluíxmato,  succinato y ascorbate( 5 mM), rotellona 
( ~ r ; 1 0 - 7 ~  , antiIllicina(lsl0-6i\í~), iiprp( 1 rnhj), y oligomicina 
(1. 2s10- 4 M) . 



metab6licos sugiri6 que e l  efecto de este nucle6tido no es med.jado a traves 

de su papel cUsico de  donador  de grupos foshto . 

Experimentos  adicionales no mostrados con nucle6tidos de citidina, 

inosina y uridina presentan un efecto  similar  al del ATP, que de  pe 11 de 

estrictamente del nGmero  de residuos fosfato del nucle6sido . 
Se debe hacer notar que  ninguno de los nucle6tidos anzes señalados 

incluyendo al  ATP presentan efecto algwlo sobre la fluorescencia del mor,iror 

cuando éste Gltimo se une a memh-z.nas de fantasms d.e eritrocitos . 

11 . Fluorescencia del Rrcn;uro de Etidio y acople.miento energgtico 
111- ""- 

en mitocondrias t ip  I1 . 
" " ~  

La fluorescencia  del bromuro de etidio(5pM) en presencia de  -mito- 

condrias  tra,tadas con EDTA, a l  igclal que en las mitoc.ondrias t i p  I, es 6,; 

un 60% mayor que la fluorescencia  del etidio en soluci6n acuosa . Sin 

embargo, existe una diferencia notable a la respuesta de h zdici6n de sus- 

tratos oxidables o de ATP. Cuando se agrega alguno  de ellos  se observa 

un incremento adicional de la fluorescencia7 que  puede ser inhibido o preve- 

nido por inhibidores de los segmentos I, 11, o I11 del  transporte de eln r-.ctrones 

dependiendo del sustrato utilizado, o por oligomicina, en el caso de ATP o 

Cuando la preparaci6n mitocondrial llega  a un estado de anaerobiosis e l  

incremento adicioml de h fluorescenciz mencionldo en e l  F;"rafo a ~ t e r i o r  

desaprece(fig. 5) . 
Resulta evidente que el brorxuro de etidio en presencia de mitocondriss 

tipo II es sensible  a la activaci6n o inhibici6n de la t r a  n S f e  re n c i a  
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de electrones en los tres segmentos de zonservaci6n de la energla de la 

cadena respiratoria, as i  como  a'la hidr6lisis del ATP . 
Como se observa en la fig. 5 , e l  bromuro de etidio a una concentra- 

ci6n de 5 r.lM no tiene efecto desacoplante en mitocondrias tipo 11, determi- 

nado mediante  la  medici6rl del consumo de oxigeno . 

111 . Fluorescencia del Bromuro de Etidio en mitocondrias tipo I1 

energizadas con ATP . "- 

La adici6n de 1 mM  de ATP a mitocondrias tipo I1 , con bajo conte- 

nido de ATP , produce un incremento de la fluorescencia(33  del  valor 

producido por la adicibn de etidio), que es  revertido Únicamente por la 

adici6n de oligomicina y no por rotenona que es un inhibidor del  transporte 

de electrones(fig. 6) . Cuando la fluorescencia alcanza e l   d x i m o  de disminu- 

ci6n, despues de haber agregado oligomicir,a, la adici6n de succinato(5 mIvI) 

produce un incremento de la fluorescencia(fiig. 7)  que alcanza un valor de 

45% respecto a l  incremento inicial producido por etidio, que a su vez se 

revierte por la adici6n de antimicina(1 pg/ml) . Cambios S i m   i l a   r e  S de 

fluorescencia también se obtienen por la adicibn de sustratos de sitios I y 

111 los  cuales son revertidos por rotenona y cianuro de potasio respectiva- 

mente. 

Las. figums 7 y 8-3 indican  que  en mitocondrias tipo 11, ocurre una 

modificaci6n de la fluorescencia al  agregar sustratos  e inhibidores del tmns- 

porte de electrones,  posterior  al incremento inducido por ATP, .en presencia 

o ausencia de oligomicina . Lo cm1 no sucede en preparaciones tipo I(fig. 

8-A) . 
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Figura 7 .  Efecto de olipmicina  sobre  el incremento de h 
fluorescencia dependiente  de energia en rnitocon- 
drias  intactas  tratadas con EDTA. El medio de 

. reaccidn es similar  al de la fig. 4 .ATP( i nlhq), 
oligomicina( 1 . 2 ~ 1 0 - 7  M), rotenona(8xl0-7 M), succi- 
nato, antimicina,  ascorbato y TMPD a concentra - 
ciones similares que la figura 5. 
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FIG. 9. Relaci6n  fluorescencia-uni6n  del bromuro de etidio en mitocondrias 
tipo 11 e n  diferentes estados  metab6licos. El medio Msico de reac.- 
ci6n es  similar  a la fig. 4. 1) mitocondrias intactas no energizadas, 
2)+ glutamato(5 mM); 3) glutamato + rotenona(8xl0-7M); 4) succinato 
(5 mM); 5) succinato + antirnicina(lxl0-6 M); 6) ATP( 1 mM); 7)  ATP+ 
oligomicina(1.2~10-7 M ). 
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IV . Relacidn de la fluorescencia del Rromuro  de Etidio con los 
" 

cambios en  la uni6n del  colorante en membranas mitocondriales . - """ "- 

Los datos concernientes  a los parsmetros de uni6n del hromuro de 

etidio en mitocondrias tipo 11, asociados con los  procesos de la  conserva- 

ci6n de energia se señalan en la tabla I11 . 

Se observa que  cuando se adicionan sustratos  oxidables, glutamato o 

succinato, para energizar la membrana se tiene un aumento en e l  %j de 

fluorescencia  relativa  del bromuro de etidio, y un incremento en la uni6n 

del  colorante  a la membrana. La adici6n de inhibidores del transporte de 

electrones, provoca  tanto una disminuci6n en el de fluorescencia  relativa 

como en la fijacidn de etidio en la membrana. Esta. disminuci6n llega a 

tener  los mismos  valores que la preparaci6n sin sustratos agregados . 
Como se observa, de los dos sustratos  utilizados,el que  promueve mayor 

adhesi6n del monitor a la membrana, es   e l  succinato, y con respecto a l  ATP 

es e l  que produce menor fijaci6n . 
E n  la figura 9 ,  se representan grgficamente los datos de la tabla III; 

se muestra que e l  de fluorescencia  relativa del bromuro de etidio con la 

uni6n del mismo, a membranas mitocondriales tipo 11,  guardan una rela- 

ci6n directa  entre sí . 

La figura 10, muestra la relaci6n  existente  entre la fijacidn del bro- 

muro de etidio a mitocondrias no energizadas y energhadasyen  presencia 

de varias concentraciones del coloranre( O- 10 bM ) . 
Se observa que tanto en mitocondrias en ausencia de sustrato como 

en mitocondrias energizadas, se alcanza la saturaci6n en e l  rango de las 
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M E M B R A N A S  T I P O  I 1  

F: R 

64 

GLUTAMATO 88 

GLUTAMATO + ROTENONA 66 

SUCCI  ONATO 92 

SUCCIONATO + ANTIMICINA 59 

A T P  85 

ATP+ OLIGOMICINA 68 

ETIDIO  UNIDO 
nmolas/mg de protelna 

1 1 6 3  

101 

123 

0,95 

Tabla 111. Relaci6n  fluorescencia-uni6n del bromuro de etidio en mito- 
condrias t ip  I1 en diferentes  estados  metab6licos. Las condiciones s6n 
similares a la fig. 9 . 
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(concentracion de etidio)" ( p M 

FIG. 11. Doble reciproca de la concentraci6n total del bromuro de 
etidio y del unido a mitocondrias tipo 11 energizadas(E3) y 
no energizadas(A). El medio Msico de reacci6n es  similar 
al de la fig. 4. A. sin ninguna adicibn. B. 1 g/ml de rote- 
nona y 5 mM de succinato. La concentraci6n de etidio se 
vari6 de 0-10 PM . 

2 

74 



concentraciones utilizadas . 

L a  figura 11 muestra la grAfica de la  doble reciproca de la concentra- 

ci6n del bromuro de etidio y del etidio unido a rnitocondrias energizadas y 

no energizadas . 
Se obtuvieron  dos curvas  diferentes para las dos preparaciones. El 

valor de la Km para mitocondrias energizadas fue  de 26.6 p M  y de 80 

~.IM para mitocondrias en ausencia de succinato . 
E n  la figura 12 se tiene la grAfica de Scatchard( concentrxi6n de 

etidio unido/ concentraci6n de etidio total vs concentraci6n de etidio unido) 

en mitocondrias con y sin sustrato. Como se observa se obtuvieron dos gr5- 

ficas diferentes, con un nbmero de sitios distinto para cada una  de ellas. 

Estos  valores son 5. 2 y 10. 2 nmolas de etidio/mg de proteina  para mito- 

condrias en ausencia y presencia de succinato respectivamente, que corres- 

ponden a la intersecci6n de la porci6n lineal de  la grAfica en el   e je  de las 

abcisas . 

V .Dependencia de la fluorescencia del Bromuro de Etidio en e? 
"""" - 

acoplamiento energético como una funci6n  de  la concentraci6n del colorante 
"" - ~ - _ _ _  " 

en la membrana mitocondrial . - - 

Los resultados hasta ahora señalados, se obtuvieron a  concentraciones 

10 pM de bromuro de etidio . A conCinuaci6n se indican ICs efectos de 

los sustratos  e inhibidores de la  cadena respiratoria en fun c i ó  n de la 

concentracih de etidio de O. 5 p M  hasta 50 yM(fig. 13) . Se obserira yu e 

cuando la concentraci6n de etidio utilizada es de 25- 50 pM, la adici6n de 
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FIG. 13 , Variaciones de la. fluorescencia ea mitocondrias tipo I1 energizadas, , 

como una funci.611 de la concentraci6n del bromum de cticlio, & I  mcdio 
bAsico c k  reaccibn s:Lnlilnr a! de In fig. 4 .. (a) adici0n de etidio y 

(b) adicidn de succinato 5 1 d Y  (c) adicidn de antimicina 1x10-6 M , 
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Antimkina 

. I  10 F R  

FIG.14. Fluorescencia d e l  bronmro de etidio en mitocondrias t i p  I1 
e .  

encrgizadas Coil 5 rnM de succinate. El mcdio bAsico ck X;LZ+ 
ci6n simihr a l  de la. fig. 4 . L a  concentraci6n de bxoi;>L1;-3 Ce 
etidio fue de 50 pM. 
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sustratos produce un 307, de disminuci6n de la fluorescencia inicial; la adi- 

ci6n 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 concentracibn de etidio de O. 5-5. O p M  como 

se muestra en la misma figura 13 . - 

/ 

D I S C U S I O N  

E l  presente  trabajo  describe las caracteristicas del bmmuro de 

etidio como un monitor de las  transiciones de cargas negativas de supel- - 

ficie que ocurren en mitocondrias metabdlicamente activas. Se han descrito 

otras moléculas fluorescentes como el  ANS(34,144), la n-fenil-1-naftihmi- 

na y e l  l-toluidino-naftalen-8-sulfonato(34,3sj; e!. 1,G-difenil I ,  3, S-lnexa - 
trieno y el  perileno sensibles a la microviscosidad  ambienta1(198,199) ; el 

pireno sulfonato y el  pireno sulfonamida sensibles al volumen(200); y a1gun.o~ 

colorantes  fluorescentes extremadamente sensibles a l  potencial eléctrico , 

como diversas  cianinas(37,47), merocianinas(37, 47,110) y oxonoies(l02, l%), 

Estrada-O(90) encontr6 que la intensidad de la fluorescencia  relativa 

del bromuro de etidio incrementa hasta cinco  veces cuando se une a deter- 

gentes neutrosprij-36 T) con respecto  a la fluorescencia mostrada. en agm. 

Sin embargo, e l  incremento es  de 16 v2ces cjmr,do el colorante . S e :I r?e a 

micelas ani6nicas. En cambio cuando el etidio se une a micélas catidnizas 

o c u r r e un incremento despreciable de la fluorescencia. Resulta chro 

que se obtendrA un incremento notable de la fluorescencia, cuando el 

79 



colorante se encuentra en un medio  hidrbfobo  con cargas negativas. Esta:: 

datos indican que e l  bromuro de etidio adends 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 . 

I . Fluorescencia del Bromuro de Etidio en membranas mitocondriales - - - - 

tipo I1 . 
”- 

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 oxidaci6n de Bcidos carboxilicos del ciclo de Krebs as i  como 

inhibidores del transporte de electrones y desacoplantes no producen ningún 

efecto en la fluorescencia basal del etidio en mitocondrias tipo I(figs. 4 8 - A ) .  

E n  este tipo de preparaciones e l  bromuro de etidio es incapaz de registrar 

los  cambios  asociados a l  transporte de electrones. Sin embargo, la adici6n 

de 1 mM de ATP provoca un incremento de la fluorescencia  basal  sensible 

a oligomicina e  insensible  a inhibidores del  transporte de electrones y 

desacoplantes(fig. 4-B) , lo que sugiere una posible interacci6n  del  colorante 

a la ATPasa mitocondrial de acuerdo con los datos encontrados por Mahler 

(202) e Higuti(203) de la uni6n de bromuro de etidio a la ATPasa. 

Es importante señalar que las mitocondrias t i p  1,presentan dos 

sitios de uni6n d d  etidio, uno inespecifico y otro que solamente se expone 

al actuar la ATPasa . 
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11. Fluorescencia  del Bronmro de  ELidio  en mitocondrias tipo IJ. y ITL 
" 

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 oxidaci6n de sustratos y 3 

la inhibici6n del transporte de electrones en los tres segmentos de la cadena 

respiratoria respectivamente. Asimismo la adici6n de ATP produce un au- 

mento  en la fluorescencia, e l  cual es  revertido por oligomicina .Aparente- 

mente en este tipo de mitocondrias, es posible exponer otro  sitio de unidr, 

del  colorante,  asociado al  transporte de electrones de  cadena respiratoria. 

En cuyo caso se tendrian entonces : un sitio  inespecifico cuya intemcci6n 

con el etidio produce un % de incremento de la fl.uorescencia igual en los 

dos tipos de preparaciones. Un segundo sitio involucrado aprentemenix con 

la actividad de la ATPJsa similar tanto en mitocondrias tipo I(figs. 4 y 8-A) 

como en mitocondrias tipo II(figs. 5 , 6  y 8-B) . Y un tercer sitio que S e 

hace evidente  únicamente en mitocondrias tipo IT, probablemente debido a la 

remoci6n del magnesio unido a sitios  críticos de superficie, lo  que perclite 

que el etidio registre  transiciones de carga de superficie y/o transiciones 

de polaridad del microambiente durante e l  transporte de electrones en los 

tres segmentos de la cadena respiratoria. 

E l  papel del magnesio para que e l  etidio presente estas  respuestas 

se hace evidente por los resultados obtenidos cuando  en e l  medio de incuk- 

ci6n el EDTA es  reemplazado por EGTA(fig. 15) , este Gltimo quelante c ~ m o  

se sabe tiene mayor afinidad para calcio que para mapesio, no obstanze, 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 t i p  I11 
(tratadas con EGTA). El  medio bgsico de reacci6n contiene 
10 mM de TEA-I-ICl(pH 7.  A), 200 mh4 de sacarosa p H  T .  4 y 
5 r.lM de bromuro de etidio. Las mitocondrias equivalen a 
1 mg de protcina/mi. Giuiamaco, succinato y ascorbato(5 mi\{) 
rotenona(ssl0- 'M), antimicins(lx10-6hl) y TlMPD(0. 3 mMJ 

c 
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el colorante se une a sitios hidr6fobos  negativos  como lo señalan los experi- 

mentos en micelas  neutras,  ani6nicas y cati6nicas,  se deberia esperar  el 

mismo efecto a l  remover Mg2+o Ca2'  de la membrana mitocondrial ya 

que se dejarian expuestos sitios negativos. Seria poco factible que e l  etidic 

mostrara  diferente afinidad hacia los dos sitios ya  que lo  dnico  que permite 

la interacci6n  del  colorante es  su naturaleza negativa . 
Se ha encontrado que la unidn del magnesio a la membrana mitocon- 

drial  es mayor en un rango de pH de 6 .5  a 7. O . L o s  constituyentes 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 dltimos son los sitios de uni6n mgs probables ya  que existen eviden- 

cias en la literatura de la interacci6n magnesio-fosfolipidos en diversos 

sistemas  membranales(205,206),  estos  sitios requieren una concentraci6n 

relativamente alta de magnesio para saturarse. En cambio, no se tienen da- 

tos sobre la interaccidn magnesio-histidina . 

Habercom y Cheung(204) han sugerido que la uni6n magnesio-fosfo - 
lipidos es  un factor importante para la integridad de la membrana en base 

a que vesiculas de reticulo  sarcopl5smico  tratadas con  EDTA  aumentan su 

permeabilidad . 

Datos en la literatura demuestran que mientras la clorotetraciclina 

muestra poco o ningún incremento de uni6n 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 antibi6tico , 

que ocurre aproximadamente  durante un minuto y estA p r o b a  b l e   m e n t e  
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asociado con la uni6n de la clorotetraciclina a  los  cationes unidos  con alta 

afinidad a la membrana mitocondrial. E s  bien conocido que lavados r e p -  

tidos de mitocondrias no eliminan del todo el  calcio y magnesio. La adi- 

ci6n de rotenona para inhibir  la respiraci6n produce una ligera disminuci6n 

en la fluorescencia,  mientras que la adicidn de succinato restaura  los nive- 

les altos de fluorescencia . La subsecuente adici6n de otros agentes inh-ibi- 

dores, as i  como antimicina, producen una disminuci6n de la fluorescencia. 

Por  lo  tanto la clorotetraciclina  parece  fluorecer a l  unirse a l  sitio negativo 

a l  cual  eskl 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 situaci6n parece ser diferente 

ya que - la clorotetraciclina es  fluorescente en los  sitios de interaccidn con 

los cationes divalentes unidos a la membrana, y como este antibidtico 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 explicaci6n de los resultados presentados durante la 

oxidaci6n de sustratos, es  que la uni6n del, etidio cati6nico  a la membranz 

mitocondrial interna ocurre en sitios cuya carga negativa  podria  depender 

del estado energizado por sustratos(79,82,83) yio de variaciones en e 1 

acceso de Mg2'. En membranas no tratadas con EDTA(fig. 4), el  magnesio 

a s í  como otros iones monovalentes y divalentes forman complejos en la 

superficie con  grupos cargados negativamente de proteinas y d e  l a  S 
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porciones  polares de los fosfolipidos, como fosfatidikerina y fosfatidilglicerol. 

El magnesio al  estar unido a estos  sitios electronegativos, no los hace 

accesibles para la interacci6n con e l  etidio en tales preparaciones membra- 

nales. El colorante podria localizarse fundamentalmente  en la interfase de 

la membrana  visualizando e l  medio ambiente de las transiciones de b.s car- 

gas negativas de la superficie no acopladas y acopladas energéticamente . 
L a  figura 5 sugiere que e l  tratamiento con EDTA puede causar la exposi- 

ci6n de sitios ani6nicos  de, membrana(previamente unidos a l  magnesio) para 

la interacci6n con e l  etidio . 

Durante los  procesos de conservacidn de la energb,  se puede inducir 

una reorientacidn inicial del colorante mediante las cargas negativas de la 

superficie o de la translocaci6n limitada del colorante hacia ciertos  loci en 

la membrana, seguida por un incremento en la fijaci6n neta del colorante 

inducida por la generaci6n de un potencia1 transmembmnal negativo . 
Es concebible que el etidio pueda registrar en parte el ptencial trans- 

membranal a l  moverse hacia partes &S "internas" de la membrana . Un 

cambio en su posici6n podria probablemente inducir un cambio en su efici- 

encia cuAntica o en su vida media,pero es también posible que  nuevos sitios 

de uni6n a l  etidio puedan hacerse m5s accesibles cuando e l  colorante esta 

unido  en lugares "profundos" de la membrana;asi,otras moléculss del etidio 

pueden moverse hacia la membrana  durante los cambios en el potencial 'r ans- 

membranal e incrementar la uni6n a las cargas negativas de superficie . 

Ciertamente, la translocaci6n  electroforética 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 e s a  unido e l   m p e s i o  

y/o la hidrofobicidad la cual es  un reflejo de la fluorescencia de la fracci6n 

del  colorante unido,  puede también reflejar cambios  estructurales de los 

componentes de membrana . 
Gitler y Montal(207) han mostrado que la interacci6n de cationes con 

algunas proteinas, cambian drásticamente su solubilidad; p o r  ' lo  t a  n t o   l a  S 

'proteínas de membrana interna en presencia de cationes pueden presentar 

modificaciones en su posici6n dentro de la membrana debido a la variaci6n 

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 rnetabCjlicos(34, 35) . Sugiriéndose que 

durante la energizaci6n  se tiende a una disminuci6n en el volumen  de la 

regi6n interna de la membrana . 

Por  otra  parte Chance y col. (88) proponen  que durante la transici6n 

del estado 3 a l  4 ocurren  cambios  conformacionales en los  complejos lip- 

proteicos, y que estas  transiciones en la membrana producen una estructura 

m5s ordenada en el estado  energizado, con un incremento en la estructura 

beta de las proteinas(208) . Esto produce una liberaci6n de moléculas de 

agua "estructurada" de macromoléculas  membranales, detecthdose  incre - 

mentos en la emisi6n de fluorescencia  del monitor siempre y cuando &te 

ocupe regiones de la menlbrana que contengan "agua estructurada" . A su 

vez, esta exclusidn de agua puede tener como consecuencia  hacer accesibles 

grupos  negativos(fosí3to y/o carboxilo, ocupados por el agua(%) . Un 

inconveniente de esta hip6tesis es la lentitud de eventos fisicos  asociados 
.. 
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a la estructuraci6n  del agua membranal, que contrasm con la rapida respu- 

esta de la fluorescencia  del etidio y con la alta velocidad de 1 c i c lo   de  

, /  oxidoreducci6n del  citocromo h(194) . 
,. 

Antes de tratar de dar una explicacidn de las variacionesde fluores- 
" 

/' cencia  del bromuro de etidio en las  diferentes preparaciones rnitocondriales 

estudiadas, es conveniente analizar la relaci6n  existente  entre la uni6n del 

colorante  a la membrana y su respuesta fluorescente . 

IIL Cambios en e l  equilibrio dinamico de la uni6n del Bromuro de 

Etidio asociado con  la conservaci6n de energia . "- " 

Chance(l94) ha encontrado que e l  etidio es capaz de mastrar  transi- 

ciones rApidas y en paralelo en  tiempo a las respuestas  del  citocromo b, 

las cuales  ocurren  por la energizaci6n de la mitocondria. Tales  efectcs no 

modifican significativamente la constante de disociaci6n del colorante unido 

a la membrana. Estos resultados previamente sugeridos por Gitler(8Bj indi.- 

can que algunas de las transiciones membranales acopladas a l  transporte 

de electrones  registradas por e l  colorante, son e l  resultado de carribios 

primarios en la intensidad relativa de  la fluorescencia . 
Las evidencias directas de  que los cambios en la fluorescencia del 

bromuro de etidio e s a n  relacionados con e l  movimiento del fluor6foro hacia 

y desde la membrana,estAn 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 relacidn notablz entre la uni6n del etidio y los cambios 

en la fluorescencia en mitocondrias t i p  I1 energizctclas y no energizadas . 



La adicidn de sustratos oxidables, glutamato y succinato o ATP , a  mitocon- 

drias tipo I1 en presencia de etidio induce un incremento paralelo en la 

_I fijaci6n y fluorescencia  del etidio en la  membrana(fig.  9) . Las diferencias 
/’ 

de sustratos en promover los cambios de fluorescencia y de uni6n del colo- 

rante aparentemente se relacionan con la velocidad  con que  inducen el trans- 

porte de electrones en membrana mitocondrial(fig. 5) . 

”- 

/” 

Haciendo una comparaci6n de los efectos de ATP versus succinato en 

mitocondrias tipo 11, se observa, que ocurre un porciento de incremento de 

la fijaci6n de etidio similar a l  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 e l  porciento 

de fijaci6n de etidio en mitocondrias. Esto puede reflejar diferencias en 

el promedio de la eficiencia  cuhtica por molécula unida como Gitler(89) y 

Chance(l94) sugieren para algunos efectos de la fluorescencia  del etidio . 

Claramente e l  etidio tambien responde  con un incremento en su unibn a h 

alcalinizaci6n de la membrana(209) . Sin embargo, podrian  también estar 

involucrados cambios en la eficiencia cu8ntica del monitor como se ve por 

ejemplo en las membranas tipo I1 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 inhibici6n del transprre de electrones  del segmmto I 

(rotenona, polieter XXVIII d s  potasio) y del segmento II(antimicina), o la 

inhibicibn de  la ATPasa mitocondrial(o1igumicina) producen un8 disminuci6n 

significativa tanto de la fluorescencia como de la uni6n del etidio en dife- 
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rentes preparaciones  mitocondriales(fiz.9, tabla 119, alcanzan priicticamence 

los niveles basales . 
, L o s  experimentos anteriores sugieren que la fluorescencia  del etidio 

Y' 
._" 

se debe en  una gran parte a su movimiento  desde e l  medio acuoso a h 
- 

/ matriz hidrbfoba de la membrana. Sin embargo, queda abierm la  posibiiidad 

de que los cambios se deban  en  una  pequefía proporcidn a  cambios de la 

eficiencia cuSntica del fluordforo permanentemente unido a la membrana . 

E n  apoyo a estos datos se tienen que estudios c o m5 i n a  a o S c o n  

compuestos  ani6nicos(ANS y TNS), as í  como con cati6nicos(Auramir~a-O) han 

sugerido que la carga de superficie de  la  membrana mitocondrial es n15s 

negativa en la porci6n externa y m5s positiva en la regi6n interna, cuznde 

ATP o sustratos oxidables son adicionados(83) . Este modelo parece a su 

vez apoyado por datos de Skulachev(43,85),  concernientes  a la medici6c del 

movimiento de moléculas  cargadas hacia y desde la membrana mitocondrkl 

Los estudios con particulas submitozondriales(consideradas invertidas COI? 

respecto a las mitocondrias intactas) han sugerido que los fragmentos duran- 

te la conservaci6n de energía presentan una carga m5s positiva en la suFr-  

ficie externa y más negativa en la interna(79,82,83). L a  gmeraci6n de LX 

potencial transmelnbranal negativo interno en mitocondrias intactas, dumnte 

el proceso de transporte de electrones y el  acoplamiento energético(% 5 ) 

puede estar parcialmente relacionado con ei  incremento de  la u n i h  Gel 

colorante  cati6nico. 'Parece, sin embargo, que un incremento en la cantidad 

del colorante unido  no es solamente explicado p r  un incremento en la f luores- 

cencia. 
\ - .. . 



Las variaciones en  la fijaci6n del etidio asociados  a  los  procesos de 

conservaci6n de energía 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 fl’n  de determinar la posible dife- 

rencia tanto en la naturaleza como en e l  ntímero de sitios de  uni6n del bro- 

muro de etidio en mitocondrias t i p  I1 en presencia de succinato como sus- 

trato oxidable, se indican a continuaci6n . 
La fig. 10 representa la variaci6n de la concentraci6n del etidio unido 

a la  membrana con respecto  a ‘ra concentracidn total de etidio utilizada. La 

curva A que corresponde a la uni6n del  colorante  a sitios en membrams no 

energizadas, presenta un c.smportamiento de saturaci6n con una constante de 

afinidad de 80.0 uM, valor obtenido de la grAfica de la  doble reciprocz(fig. 

11). Segrin la relaci6n de Scatchard(fig. 12) presenta un ntímero de sitios de 

5.2 nmolar/mg de proteína . L a  curva B correspondiente a mitocondrias 

energizadas con succinato, sigue una cinetica de Michaelis con una constante 

de afinidad de 26.6 uM, obtenida de la gr5fica de l/etidio unido  vs lietidio 

total (fig. 11) . 

I 

El  anslisis de las gráficas de  doble recíproca y Scatchard del etidio 

unido a la membrana mitocondrial(figs. 11  y 12) indican que la conservaci6n 

de la energía(inducida  por la adici6n de sustratos)se  asocia con una disminu- 

ci6n en la Km aparente para el etidio 80 x 10-6hI para mitocondrhs r ~ o  

energizadas  a 26.6 x 10- M para mitocondrias energizadas, sin cambio en 

el ntímero de sitios de uni6n durante  la energizaci6n . Esta variaci6n en 

la Km podría ser una consecuencia de un cambio estructural en los  sitios 
. .- 



de uni6n o un cambio por el  potencial eléctrico a traves de la membrana 

(89,194) . 
La energizacidn incrementa la  afinidad  de la membrana por el  etidio 

(figs. 1 1  y 12), presentándose dos sitios de fijaci6n del colorante. Un tipo 

de sitio de baja afinidad(n=lO. 2 y Kd=4. 3) y otro de alta afinidad(n=5. 2 y 

una Kd=l. 57) . Estos dos sitios de fijaci6n posiblemente corresponden a  los 

sitios de  uni6n  que presentan las mitocondrias sin energizar y a la exposi- 

ci6n o formaci6n de  nuevos sitios a l  llevarse a cabo las reacciones de 

oxido-reducción de la cadena respiratoria. 

La energizaci6n de la  membrana tiene como resultado un rezrreglo 

conformacional del esqueleto lipoprotéico entre el cual aparecen algunos gru- 

pos ani6nicos y otros grupos se enmascaran. El efecto de la energizacidn 

de la membrana  produce un incremento en la interacción  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  a.mbiente donde se localiza el sitio de interacci6n del etidio( 178) 

N. Cambios de  la fluorescencia del Bromuro de Etidio en presen- 
""" 

cia de ATP. 

La adici6n de ATP produce un incremento de la fluorescencia del 

bromuro de etidio tanto en mitocondrias tipo I como en mitocondrizs t i p  IL 

Experimentos de uni6n del etidio a la membrana  tipo 11 indican que 

existe un incremento en  la fijaci6n del colorante en presencia de ATP, y 

una disminuci6n al adicionar oligomicina 
.. . 



Una serie de cvidcncias c->rpc:-i~~-~entalc:s jndiciln la esistc.ncia de un3 

interncxi6n  entre el brolnuro de etidio y la A'TPasa mitoco1;drial. Se ha 

encontrado que el bron~uro de etidio y algunos derivados se (Inen a sitios 

lipfílicos de la  A'I'Pasa, tcntati\.nmente  idc!ltificados como el con~ponc-nte de 

menor peso molecular de la prc i6n sensible a oligolmicina(l83). Reportes 

de Peña y col. (210) indican que el etidio inhihe en un 25% la actividad de la 

ATPasa de hígado de rata en particuhs sub:nitocondriales, pero l a  pjrci6n 

soluble de l a  enzima(F1) es escasamente inhibida. Los &tos  antes Inc>nsio- 

nados sugieren que e1"blanco" para el b r ~ ~ n l u l - o  de etidio es la prc i f in  Fo 

de la nlencionada enzima más que la  porci6n catalitica(F1) . S i n  en-hargo 

C1-osby y col. (211)  describen una clara InhiiSci6n de la prc iGn  so luble  

purificada F de  la  A'TPasa, y en base a evidencias  cinéticas propone que el 1 

"blanco" 'para este compuesto se  localiza en sitios no cataliticos de F,  . 

El etidio  presenta una cinetica  cl5sica de inhibici6n no competitiva 

con respecto a ATP-Mg2+, indicando que  no tiene  interferencia con la tini6n 

de ATP-Mg2+ en la porci6n F1, requiri6ndose una concentraci6n de 220 u M 

de etidio  para presentarse un 50% de inhibici6n de la porci6n F1 . 

Una de las situaciones aGn no perfectamente  esclarecidas,  es la re- 

ferente que si la uni6n dependiente de energia  del  etidio a la membrana 

mitocondrial  refleja e l  potencial de membrana o la energizaci6n de regiones 

localizadas de la membrana mitocondrial  interna(79, 83, 203) . 

I-liguti y col. (203) h a n  cstudiado ?a uni6n d e l  etidio dzpendicnte tlct  

ATP en la rneinbrana interna Initocondl-ial c n  €ulxilSu dill pct11cJal ..I: I I L . : : i L -  

I brana o de la encrgizaci6n de ella, en h s e  a la inactivacibn  del  sistema 
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ATPasa en la membrana por oligomicina . Bertina(212) encontr6 que el 

sistema ATPasa mitocondrial(F1-Fo) me una mol de oligomicina/rnol de Fo 

con  una baja constante de disociacidn. La interacci6n de etidio dependiente 

de energía a la mitocondria energizada con ATP alcanza un equilibrio des- 

pues de 3 minutos(203). Nosotros encontramos que la adici6n de oligomicina 

(1. O ,,g/mg  de protelna) causa un 80% de disminuci6n en la fluorescencia y 

un decremento en la uni6n del etidio del  77% con respecto al control . Esta 
fijaci6n del etidio es independiente del estado de oxido-reducci6n d e  l o  S 

componentes de la  cadena respiratoria, ya que después de inhibir  la fijaci6n 

del etidio a la ATPasa con oligomicina se encuentra una respuesta en  la 

fluorescencia del bromuro de etidio a la adición de sustratos oxidables. 

Asimismo se observa una respuesta en la fluorescencia del etidio a ATP 

cuando la cadena respiratoria  est5 inhibida . 

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

mitocondrias tipo I1 . 

E n  mitocondrias tipo 11, la presencia de altas concentraciones de 

etidio( > 10 p M )  produce un aumento de la fluorescencia, correspondiente a 

la union del etidio a  los  sitios de alta afinidad. L a  adicidn de sustratos 

produce una extinci6n de la fluorescencia que es revertida por la adici6n de 

inhibidores, a  diferencia de lo que ocurre cuando E 1 e t i d  io  S e t i e  n e a 

concentraciones  menores . Este comportamiento aparentemente contradictorio 

puede deberse  a las concentraciones relativamente altas del colorante . 
Posiblemente a bajas concentraciones e l  etidio se  fija a la membrana, mien- 
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tras que a mapres  concentraciones, la generaci0n del potencial transmembra- 

nal por  la adici6n de sustratos(pero no ATP) permite que  una mayor concentra- 

'" ci6n de etidio se  fije a la membrana, presentándose un fendmeno  de agregdcion 

del monitor, que a s u  vez ocasiona una disminuci6n de la flaorescencia. Esta 
/ 

" 

,/ agregaci6n tambi2n puede ocurrir en solventes de baja constante dieléctrica 

debido a la fuerte  interacci6n  entre las moléculas del colorante no separadas 

por las moléculas del solvente. Cuando el  colorante  cati6nico interacciona 

con sitios  ani6nicos, tiende a agregarse como una consecuencia de  la disminu- 

ci6n de las repulsiones  electrostAticas o una facilitaci6n de las interacciones 

hidrofGbicas(53). Esto se ha demostrado tambien en polimeros ani6nicos , 

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

ci6n de los  colorantes  cati6nicos,ocasionando que las moléculas del colorante 

se junten facilitando la interacci6n  electroststica  entre  ellos(53) . 

C O N C L U S I O N E S  

Los  resultados experimentales permiten concluir que el bromuro de 

etidio se comporta  como un cati6n lipofílico m6vil que es incorporado a la 

membrana mitocondrial a través de un proceso dependiente de energía . 
Presenta propiedades fluorescentes las cuales  se manifiestan al  fijarse a 

sitios membrafiales de baja constanre dieléctrica. El bromuro de etidio es? 

ademas, un monitor sensible  a  los  cambios en  la polaridad del microan~iente, 

lo que le  permite registrar los  procesos relacionados con  la transferencia y 

la conservaci6n de energiá en la membrana mitocondrial. Las variaciones 
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de fluorescencia  estrictamente acopladas a Xa transformaci6n membranal de 

energfa s610 se observan cuando la membrana ha sido parcialmente des - 

provista de magnesio y sustratos end6genos en un medio  que contiene EDTA. 

En dichas condiciones, l a  fluorescencia del colorante es  incrementa& o aha-, 

tida por la estimulacidn o el bloqueo del transprte de electrones como una 

funci6n dependiente  de la concentraci6n del etidio unido . 
El  efecto de ATP y/o los  sustratos con respecto al efecto de roto bnona 

antimicina y oligomicina indican la ventaja del etidio sobre otrm monitores 

en lo referente a l  estudio  funcional de las membranas mitocondriales intac- 

tas. Es litil para determinar tanto las  alteraciones de carga de superficie 

que  pueden hacerse evidentes durante los  procesos de acoplamiento y tiess- 

coplamiento energético como los  posibles mecanismos involucrados en la 

transferencia 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 iiei 

bromuro de etidio acopladas a las transiciones  energéticas. Para esto se 

propone un modelo p r a  tratar de explicar e l  papel  funcional del rnagnesio. 

Este cati6n divalente ocupa ciertos  sitios  criticos de superficie. A l  remover 

el magnesio de dichos sitios por la acci6n del EDTA, se permite tanto la 

unidn del etidio a  los  lugares de superficie coma su penetracidn hasta la 

parte interna de la  membrana. Por lo tanto a l  energizar 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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p o d e m o s  sugerir la existencia de tres  sitios de interacci6n del bromuro 

de etidio . 
a) Sitios de . baja  especificidad, no asociados a las transiciones  energe- 

/ 

ticas posiblemente ligados a interfases membranales con carga ani6nica de 
" 

superficie. 
/" 

b) Sitios  membranales de mayor especificidad que se exponen a l  tratar 

a las mitocondrias con EDTA, los  cuales muestran una alta  especificidad 

para interaccionar con el fluor6foro cati6nico a l  energizarse la mitocondria 

(creándose e l  potencial transmembranal negativo interno) . Tal energizacidn 

facilita la interacci6n y la atracci6n  electroforetica  del etidio a l  interior de 
\ 

la membrana. Estos  sitios anibnicos e hidrofbbicos, normalmente e S tB n 

ocupados por e l  magnesio y a profundidades varhbles en  la membrana . 
C) Sitios ligados a la fijaci6n del etidio a la ATPasa(F1 o Fo) mito- 

condrial ocupando sitios que  pueden también selectivamente ser ocupados por 

cationes  orgánicos  e  inorgánicos 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 e l  abatimiento de la fluores- 

cencia dependientes de energia son totalmente revertidos por inhibidores 

cHsicos del transporte de electrones en los tres segmentos de conservacidn 

de energiá de la  cadena respiratoria. Contrario  a lo observado cuando la 

energia proviene del transporte de electrones, la hidrblisis de ATP produce 
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un incremento pero no  una disminuci6t.l 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 e l  pctencial de 
" 

,I / cambios en las cargas de superficie ligadas a cationes 

membrana y 103 

corno e l  maLqesio 

facilitan tanto la unibn y translocaci6n  del monitor a la  porcibn lipidica de 

la membrana mitocondrial, como a sitios anibnicos intramembranales selec-, 

tivos,alguno's de los . cuales  estarian  asociadas con la ATPasa mitocondrkl. 
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