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Ií~TRDDUCCION 

I Los ~:oni tares Fluorescentes: 

La utilizaci6n de colorantes para medir algunas características 

de los sistemas biol6gico~, como la polaridad del medio o el gradie.!l 

te de potencial eHctrico a los lados de una membrana, muestra vent!_ 

jas con respecto a,otros métodos, 6tiles en escala macrosc?pica, y 

hace posibles medidas en células, organelos y vesículas demasiado P!!_ 

queños para ser estudiados con microelectrodos. '(Rubalcava y cola 

1969; Waggoner 1976) 

Ya desde hacía tiempo, se habían utilizado las moléculas fluore.::!_ 

centes para medir cambios estructurales en proteínas y lipoproteínas 

(arocklenhurst 1970; Chen 196?¡ ,chen 19??) aprovechando los cambios-

en la·1ntensid2d de emisi6n y en su patr6n al pasar de un medio a---

otro de diferente polaridad o al variar la conformnci6n espacial de-
·· .. 
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lau proteínas; de hP.ci10 1 una rle lns prirnr;r:1~1 r'.·.· fin) ci•;: '"" dn lm1 ¡ •. :;ni 

tores fluorescentes (Ed2l1~a11 y rf Clure lSUl) es l.OJ r:;ue lon deflcribe 

como mol~culas pequefürn que sufren r;.;,.1i1it1'.l en una a dri sus p;:o-·-

piedades fluor2scentes co:~o :c:J~:~.Jt~a d2 LJna int~r3cciSn r10 c~víllcnte 

con las prote{nas • .; partir de los primeros trri!::-ijos de Ruvillculia (12_ 

59) y Gitler (1969) se en:pez6 a aplicar el m§todo a men,branrrn, prirr:!::_ 

ro de eritrocitos, o en micelas de detergente; se observ6 una depen-

dencia inversa de los car.bias de fl uore¡;ce:icia con re1Eici6n a la pr~ 

sencia de iones de la misma carga que el monitor, que deblan escudar 

los si ti os de fijaci6n de este a la r;,en.br.in3. Con la dependencia de 

la fluorescencia en la carga de la r;.erobrana en mente se empezó a u-

sar el m~todo para medir el potencial de diferent2s sistemas, como--

Streptococcus feecalis, donde se estim6 un potencial de -50 a -70 mV 

en ausencia y -130 a -140 mV al poner glucose en el medio, hiperpol~ 

rizaci6n que ae evitaba con dicilohexilcarboxidiimida (Laris Fershand 

singh 1974). Otro estudio interesante es el que hicieron Salema y Mo 

rad (1975) quienes demostraron cambios en la fluorescencia de coraza 

nes de rana durante el potencial de acci6n c3rdÍaco y diferentes pa-
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trones entre 111~1 tc~:;i.c!IJB ventricular, suricu}:-Jr '1 r~el n:n·c~1paso, "En 

nando potenciales de acci6n en axones gi~ontes rle calamar oialados,-

!Js¡~::do como r:r:ini tor un colo:-::nte y ot~~rvando c:;mbios c:i 13 i-ibsor---

ci6n. 

Para que una molécula de colorante pueda ser consid8rada como--

un monitor adecuado debe presentar cambios cuantificables en sus prE_ 

pie•''Ov:es 6ptices al p".c;ar. de una condici6n o medio a otro. Los prim.!:_ 

ros colorantes usados, como el ~~J y el EB han sido relegados, aGn--

sin hab~r sido estudL:idos complc:t;¡;i,e:1te, p;:¡ra dur po::io a toda una gl!_ 

ma de colora;ites que sün sinteti:'.od·:is ex profeso, buscnndo los mejE_ 

res condiciones de solubilidad en difErentes medios y de modifica---

ci6n de emisión; por ejem;lo, Sims y cols. (1974) describieron la---

síntesis de 29 colorantes cati5nicos derivados de la cianina, junto-

con sus propiedades fluoromfitricas, para c~mpararlos entre sí y se--

leccionar los mejores en cuanto a sus propiedades 6pticas y a su ino 

cuidad para las ~en~ranas en estudio. 

Una vez acepl.;:!do-iimpiifüñdñte el modelo de Singer de una bicapa-

lipídica altamQnte ordenLlda, en forma de cristal líquido para las---
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sos métodos espectrnnc6picoo p:ira ;,3tudiar lo::i coi;;r,om,ntes ¡fo la bi-

capa. Uno de los CripÍtulo8 mGs intercsantoe al respecto es el estudia 

de Resonancia ~agnética Nuclear con Cauterio 6 CJrbono 13, ~plic3das 

a me~branas modelo mostraron que efectivornonte las carlen~s hi~rocarb 

bu;iadas de las ácid:::is grssos t<::;ifan líloyor l.ibertad i.J2 rno·J~1~i rnto en 

el centro de la bicapa que en la ~~r:fEriD (Ss2lig y J~~!ig lG7~)---

p2ro al parecer no pudo <iplicarse el método a membram1s natural es fi9 

por la gran complejidad de los espectros que arrojaba. Me~iante la--

medici6n de:la polarizaci6n de la fluorescencia uniendo el monitor--

covalentemente a un §cido grasa de cada vez mayor longitud se obtu--

vieron resultados similares a los de Seelig (1974). Se midi6 la li--

be:dad rotacional del colorante al ir profunciz2.ndolo en lo 1·embrana, 

(Thulborn & Sewycr 1978; Tilley, Thulborn R Sawyer 1979) los resul-

tadas se trataron de acuerdo con Hare y Lussan (1977) que habían--

correlacionado los C38bios de la polarizaci6n de la fluorescencia---

con las variaciones de viscosidad de vJr!os eceit?s alif§ticos. El--
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pueda llegar ~u utilidJd. 

Los color3ntes utilizadon p~ra monitorizar loo potEnciales de--

diente del potencial; puedLn sBr de respuesta r5pida o de respuesta 

lenta (Wagljoner 1979). Los Úl ~iii,'.Js, Lmbi6n llam,-;dos de incorpora---

ción, re3ccian:Jn a l¿~s 'J:~rioc::J;-ics :::; p:Jtc::ncinl en el orden de segu~ 

dos, entrnndo fl ln ne?mbr:rna a nolienc;:i del sec;o de esta hacia el me.; 

dio externo con vari3ciones en su fluorescencia hasta de un 80 %. 

Los colorantes de respuesto r§pida, tambi§n llamados de orientaci6n, 

reaccionan en microsegundos¡ aparenteme,te las m:Jlficulas se encuen-

tran embebidas en la membrana de9de un principio y al aplicar el pa-

tencial modific~n su fluorescencia el reoricn~erse a girar dentro de 

la misma membrana, sin necesici3d de salir al medio, La variaci6n en-

la fluorescencia puede ser muy pe~ueRa, 3 a 5 %. De lo anterior se 

desprende que un colorante, para ser un buen monitor d2be s2r una--

mol~cula enfipLltica, es decir, tc~sr una porción coluble en m~dio---
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su cargH el6ctrica por resonancia, 

Los cambio3 de fluorcsce:1cia o/J:wrvadcJS snn el l'esultado de la 

en emisi6n, absorciSn y rEndimiento cu§ntico; la fcerza i6nico del medio 

pu2d2 h3cer v3riar el eotJ~o de agreg3ci6n del color2nte, o la proporci6n 

se ha de:ílostr3do qce el valor in :.erno en los ni trocitos influye 2n loa 

pa~ron2s da fluorescencia (lllod~y y Rink 1975) y de Jbsorh8ncia de cJlo-

apagamiento (Fena y c~ls 1930) o a potencinci~n por f~r~~ci6n de d{m2ros 

excitados a excfffieros (Erccklcnhurst 1970). Tombifin puede h3ber inter-

acción con. otro ti;10 de mcil2culas, el dinitr::ifenol, la vcr2'~ridi11a y la 

antiwicina ~. agregados en cantidades adecuadas interfier~n can la 

fluorescencia del colorante deri.vado dr.! la ·cianina "Di S-C3-(5), con 

el cual ;a ha ob~er~~do que forman complejos no fluor~sc~ntus en saluci6n. 

6 



es la influencia que tit..:1H!11 wJuJ.·~ lua p:.cor.::2~J1l3 iiJcta:.:6licos dr! e::Jtos-

(Waggoner 1SJ79¡ Pefi¡¡ y cols 1977). Un P-,jt;mpl.o rle Llcii~11 quf;¡¡.lco 6 fot~ 

qufmico que los CO}oTn~tcs pr·o~1.c~n ftJ~ ~G ~cri!a r~Gr l·"\llE:r y ~Jsh--

Bacillus subtil}~ en presec;cia de OiS C3(5). (Yoduro de 3,3'Dipropil 

tiodicarbocianina) 

Por todas las razones enur.ier3das en P-1 p~rrafo anterior, la ut.!_ 

lizaci6n de la fluorescencia a un nivel cuantitativo es extraordina~ 

rimnente difícil¡ prir 2j¡;r.iplo, en mi '.;oco:1drL1s r.:~·~rgiz3d;_¡s 1 hr'y autE_ 

res que reportan potenci3le!3 de merabr;ina ha:;ta de -180 mV (Laris y ' 

cols 1975) miEntras otrns re~ortan d::tGs en c~11dicioncs simil2rcs de 

no más de -50 mJ (:-1innally y cnls 1979). Se est6n h'3ciendo muchos e~ 

fuerzas para controlar y eliminqr cada factor de variaci6n¡ esto ser& 

un paso C.ecisivo para la utiliz~ci6n de la fluore~cencie corno un métD 

do Exacto. 

II El Bromuro de Etidio: 

El Gramuro de etidio (EG) (2,7, ~iamino 9 fenil fenontridinio 10 

etil 2ramura)(Flg 1) ee una mol6cula de color rojo, con un nitr5gena 
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Fl:JLJR¡:, 1 

La c~.:rga le es conft:rid3 ror 3us ·:ru~·J:J w::ino qu2 SE! :1rotonan a los 

valores de pH utilizad~s, y par el Nitr6gEno cu3ternsrio, al tierapo que-

lo r:sonancia de sus anillos dHslocalizn us~ c~raa y le ~a a la mol~cula 

cierto solubilidad en raedio qpolar. 
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la cual se ve de'.Jlocalirnda por rP.sonanciu de mm anilloo aror .. á tic os 

f~bo8 (Gitler y ccls l~G~) co,;:a el l;~tan~l y el a:ts.ial; ·ts~~iGn tia 

a la suya. Sitler y cnls (1569) encontraron una inc0rporaci6n en mi-

celes de lauril sulfato h2sta llegar a una concentraci6n total de una 

m~l6cula de EO p:r mic~l3. Rl variar la polaridad del me¡io en que se 

enct:entra disur::lta lu 1r1ol.5cul:J, se observnn c2mbios im¡-·ortantcs, t9n 

tu en la fluot83Cencia, que v~rfJ ~ucho (Estrada D.,no publicado) CD 

mo en la nbsorbenci9 Cnzzi ~ Santato 1971); adem6s de un ligero au--

wento en la intensidad de la absorbencia se observa un desplazamiento 

del espectro hacia longitudes de anda mayores al disminuir la polar.!. 

dad del r.tedio. 

Originalmente usado cama tripanocida 1 el EB ha rnast.rado propie-

dades de rnutagEnicictad, tanta en bacterias, en les que suprime la---

r2sist2ncia a ontibi6ticoa depen~i=nte de pl6sMidos (Grirnwooct y ~ag-

ner 1976) como en lr.v"c'ur;rn, donde provoca l;i r.~ubci6n a c21ulas rcl!. 

a 



tm;ondri::ü. En org¡1r1is:1EJS CJU[lf!l'iorr!s oe le hnn encuntrndo 12fectos --

cArc.inrJg8nic'Js. En tnc!:13 lo'.3 cw';as, el r::ec:111i.s1;.o de la inl;en1cci6n--

6cidJ r1uc!~ico-color~.·i~e parece c0:1sistir e¡1 un int~~c~l~i:ie11~0 ~ue 

lleva a rlcGenrolla~iEnto de la doble h§lice y la scp2raci611 de les--

caóenas compl1~menturic1s de Drv.;; esto.provoca ¡:rrorl:!s cm la tram.icriE_ 

ci6A y en la duplic3ci6n. Se ha ob3e~vado que en pr~sencia de DN~ la 

fluor2scEncia del EG 011m~nta, lo quo dEbe obeciecEr al ~rc1J29t~o del-

colorani;e En un¡:¡ rr"CJl 0:1 relativu1c.c11t.e hi~rof6!.Jica riel 6cirJo nucleico; 

si el Gcido nucleido usado ea el DN~ de Cddena simple solo.se oboerva 

un muy ligero eum0nto ~n 13 fluorescencia. P~ra estudi~r a fondo l~-

inte;·acci6n de los 6cidos nucleicos con el EB se ha sintetizado un ES 

modific2ldo ;;;;;dic:nte la adición de un ni troxi lo en uno de los r'.os gr.!:!. 

pos amínicos de la mol2cula (Hong y Fiette 1976) para s~guir loa cam 

bias de movilidad que ~xperirnenta el color2'nt2 al dEjarlo rEaccionar 

con )N~. La inmovilizaciSn que sufre el colornnte est5 de acuerdo con 
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Lo bioenerg6tica se ha ocupado del EB utiliz~nc~lo cama un moni 

producci6n de energía par lo rnitocondria (Grimwoad y ~~gn~r 1S75;---

Peña \' cols 1977; m::o y Ch;rnce 1S75) y en al!neral h';~ ;:;r.:·:'rdo en se-

ci611 de mitoc~ndri1a. ~l aurr~n~~r la concentraci~n d~l color3nte se-

produce una inhibición, prirn·,;ro selt?ctiv;:i para el sitio I y posterioE_ 

mente a todos nivel!2S de la C'lrJGil3 rf-Spiratoria. 

Ln selectividad que a ciertas concen~racion~s muestra el EG para 

inhibir el sitio I de la cadena reHpiratoria recu~rdo que a ese ni-

vel se ha~ dEscrito con frecu:ncia efectos de la adici6n de cationes 

mJnovalentes, tanto orgánicos coma inorgánicos; el potasio, en gene-

ral, acelera 21 consumo de dxígeno y raejora el acaplamiEnto (Tuena--

y cols,envia.·a); L~3 alquilguanidinaa tienen el efecto contfaria, &n 

un prini;ipio desac:;pLm y lu2go inhiben 21 co;v;u~:o de od:_;'.110 (f>.:-es:i 

man 1963), con un~ marcada selectivi~ad para el Gitio I. En oot~s---
10 



conocimiento de la interacci6n de lo mem~ra1a mitocondrial con el EB 

ment~n con los erectuado3 en lil c~lula fntc1ra (FeGa y colo 1980) por 

nuestro yrupo de trabajo. 

11 
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M ;\ T E R I í\ L E 5 V ME TODOS 

l·'.ateri;:ilEs: 

S2 utiliza~~n ~itoc~ndrios rle hfgJcio d2 rata y de levadura; las 

prir~eras obtEnic'. 'ª r.'e ratas ul.bin3n 1 1l210!Jr2s, üdL•ltos, provenientE:s-

de la gr~1njn d2l C;~:i tro; 1~1s de lcvo;:-;uríl sE obtuvieran de levadura--

ca" seg6n el m'todo de raAa y cnls (1977•), 

Los r::activos utilizados fueron obtEnidos comErcialmente 'de las 

casas esp2ci~lizad2s, todos de C3lir.'ad analítica; se utilizaron los-

siguientes medies de cultivo: 

M2dio de cultivo para levadura de De Klcet (De Klbet y cols 1960) 

Med:o de Freparaci6n de mi tucundr:as de levadura (Peña y cals ,., 

1977") ~anitol 0,6 M, Imidazol 10 mM, ~lb6min~ ~8s~rasada 0.1%, pH--

6.B con HGl. 
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pari;icul.:ir1~s r1!:.!li¡.:ad~18. 

t·:&todos: 

con 3.5 g~s de Carb6n activado, en agua dcatiladA, llevando el pH a-

3.5 can 5cido clarhldrico; se agita una hora en haAo ~e hielo y pos-

t~:riorr1icnte 3e csntrifugu n 15:JOD I'Jlrn dl!1·nnte 20 r:LinutJ~Jj el :Jabren~ 

dan~e se lleva 3 pH da 7.0 con hir~6xido de ~oriio y se ufora e 100--

tnl. La s~luci6n se rcr3rt2 en tubo~ de? cns3yo y se cJnQ~la hasta su-

utilizJci6n en los medios de preparaci6n y reacci6n de mitocondrias-

de levadura, 

Freparaci6n de mitocondrias de lev5dura: (PeF,a y cols 1977°) Se 

to1~an 30 g~s de levadura y se suspenden en un rn~traz ~e Erlenrneyer--

contEniendo un litro de medio rle De :lloet cst~ril, agregándole un---

gotero (3 ml) de líquido antiespumante FG-10 de Corning. Se deja ai-

rea~do (2 lts por minuto) durante 8 hor~n, al cabo de les cuales se 

ccn 1;::ifuga en cJ~JG ucGsiones con;.:í2Cu~iVí1:1 CJ 25Díl l'f11:1 ¡ or 10 minutas, 

resunpendl endo [:íl me'.'io p::;ra pre¡ur::ir mi. tucondrins de lev2dur¡:¡ hasta 
13 
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ri;suspende de nuevo t.;n i:l 1;1i:31"0 r..edio hasta un vnlu::11~n de lC!O ml.--

dentro del f~8ccionadcr, lan c~lul~s S8 llsvnn 3 ~n~ ¡}re~i6n ~e 13500 

sión, a i~"3Vés de una v6lvuln de ~Jbertura regulable, para ro;nperlas-

constante de ~itr6g~no dt~ un~s 15 a 20 l~s por r.inuto. Lo g\Jspsnai6n, 

con lns cfrlulas rot~s, es recolP.ctur.:ü t:.n un l'.;ütrnz irnnr.:rso t.:n hielo 

Ó dos hojuelBs de Deoxirrib'.lnucleasa (;r.rnos dr. l ;.ig) dur:rnte 10 min. 

para romper el DN~ li~erado y eliminar l~ v!scasici::;d que este le con 

fiere nl .líquido, En seguida sH s·.Ji7:EtE a cc11Lrifug:Jci611 r!ifer-i;ncial, 

a 40C para aislar las mitocQnclrias: ~ Z~GD rpm p~r 5 ;~in d2scartando 

el precipita do con las células no ro tas y ::lgun::;s ~""':jran2a pl~srnfitl:. 

c~s. El sobrenndant1~ se c~ntrifug~1 lu2Jo a S500 rrin flor 10 rnin, resus 

pendiendo el pr<:cipit~irlo en el 1dsmo r.11,dio, p<1ra GEntriftHJarlo otra-
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conb;;iinaciones. Se cr0 ntri frga por Úl ti1;10 a 12Di10 I'f.f,1 p11r 10 1.iin ¡J'1ra 

resuepender el paquate for~edo al final En 0,5 ml da ~edio, dej~ndo-

1. ·~ ,": •• 
:_, .~1 •W uti 

liznción. 

Preparació~ de mi toc~Ji1éri:ls de H!gwdo de; Rat;1: Se d2j3 al sn:.nal 

dioecar y cxtrocr r;l l1Íc;;odo qrrl! :;e l·.Jvc:; ¡cn un v:Js'.l rJe- prcci¡:i tJdoa -

con rneclio p3ra prrp,;r;ici.Jn de mi t[li::Jndl'ius de híg:ido de rata (Sacar~ 

sa .25 M, EDT~ l rnM llevado a pH de 7.4 con TEA), en frío y se pasa-

a otro e~~ medio lirn~io !once ;e cort2 en p2d3zos peque~og para ver-

t2rlo en .un vaso d12 ho1:;~c¡2n2i2aG;:ir C·Jn un \Jástag:i de teflÓn movido -

por un taladro para hr,;;.;.J~E;1Eizarlo. El Hquido n:sultante se sor.:eta 

a centrifug3ci6n dife:s~ci3l pEr3 separar las mitocondrias; primero 

o 2500 r~m pcr 10 min, d2ac2rtando el precipitado, y luego dJs VECES 

o 10 DOQ rpm por 10 min, dsscartanrJo el sobrensdente y resuspendiendo 



vui"~men nproxh1nc·'a de 2 rnl que "" dejóil en un li.ifio tie hielo para su;'' 

uti lizacl6n. 

prep~ra u:1a diluci6n 1 a 100 de 13 stJEper1s1on ori~iníll de ~it~c~nrlrioa, 

en agua. De ~:1! se t~1~a O.l 1nl y se n1~zcl3 con 2.9 de una goluci6n de 

~30H 5íl mr~. Es~o s~ lee en un ~sp~ctrofu~5metro c~ntra una soluci6n-

50 mM d2 ~aJH sín proteína. La ~ir~ ·~n~la en las l~cturaa a 215 y 225 

nm su multiplicn por 432 y 23tJ da la cor~c~nt~~ci5n de tJrot2Ína en--

miligrn~os por n1ililitro en la c~11cenLr~c:6n 6rigi11Jl. 

Dxirnetría: El com;umo de Oxígenll nr~ nicliÓ con un elr:?ctrodo de -

Clark conectado a un oxírnetro y a un ~~r:;f'ic:ic:or rk; t·:::;cala :Jjusta:ile. 

Los da~8s se reportan en natg de Gxíg~~o c~~su1~ido por miligrarno de-

proteína por minuto 6 bien como porc:en~o r~ un conLrol. Se midieron 

los estados 3, 4, desacoplado y el cociente r~spira~orio. 

Fluoresce~cia: Se raidi6 en un CG~~~~r~f:uJr6~~tro ~arca Fnrrand 
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~~~cr~~ncia: 3e :~i~i6 En LJn 2sp~ct~afot5met~o de doble rayo Amin-

co D~2~ r2s~~n~J una cuv~ta bl~nco de otra con colo~ante para obtener 

los espectros de abs8rbencia 2~tre 350 y 650 nm; ln ~u2stra S8 int~o-

'•/ 

dujo en ºcuvr~t2s de cu.::::·20 c.!e 1 crn e.le p2sa U2 luz con un voJLi;n~n l:otal 

de l!qui~a de 3 Ql, sxcapto en lao con~e11t~aclones ~.:Jyor~s d2 EG, en 

Cap~aci6n de 2r~;~uro de Etidia: Se :n!~i6 ag~egando el colorante 

a una mezcla de incubcición con 1ni toconorias integrils, en un volumen-

taci6n cont!n1JH y 2n tJn t1~~0 de tc:1p2r2tura constante; a 25ºC para--

las mitoconcirias de l~v1~ura y ci2 3CºC para l~s de hígado de rata. Sa 
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suspendieron los paquetes en 0.2 ~i de ~DS y 1.3 ml de Agua d~stilu-

da y se volvió a cr:mt:rifug;ir, en uni) c2;1trífuga clínico r!Lff<rnte 10--
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R E S U L T A D O S 

I Efectos del E3 sobre la íles¡Jiraci6n: 

~ ~artir de la cxperi[ncia que ~e tiene con mitocondrias de hígado 

de rata, con l~s que se observa un ~esacoplorniento de la fo~forilaci6n-

oxidntiva y postt~r::..::J.r1.:ente una inhibición t~el consumo de oxÍg¡~no, más--

marcada par3 L1s mi t.ocond:.ias r::sf~irando en p;-esmc:.a de sustratos de--

p:.imer sitio (Fe~a y ~ols 1077~ ~e estu~iaron los Efectos del colorante 

sobre la r~spir1ci6n mitocondrial, dependiendo del sitio de entrada a--

la cadena r2s?iratoria del colorante utilizado; en la tabla I se puede-

apreci<:r que hay cccnc:r:ntr2cionss a las que no se observa efecto del colE_ 
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se observó 2cción inhibitoria en :iin unn de lo:J t.::·:itt1dns nic:didL1'.J 1 l:il l~s 

I y fiQ 2) y 

abatirnic~to jul estsria tr~s (fig 3) ~an un C8~ic11~e ~espiratiJ:ic ~le 1.0 

)-lM; hubo un incr81;1ento li~Jero del r:oilsur.10 dt: Cxíg~2~8 en el s::~tndo cie~a-

coplnCo que ~;e hizo aún !íiuyor a 5 ;11i c'e se olnPrv6 un 

to pequeílo ~el coci~n~e rc1~ir~turio (T~bla I y fig 2). A 10fM disminu 

lEs y se obtuvo un cocie1te r~spirat01·io por deb~jo del cont~ol. A 25 -

J-1M1 lo 1;ii?mo que con succinato, no hubo cCJcii::-.te rss~1lratcrrio ni res---

puesta a los desdcoplant~s. ~n 13 figura 3 se ~UEst=a en el ~raza inf2-

rior le; influEncia c.:? u~:: cJnc;mtrac::ián de Ei:J de E.O pM1 la cual es simi 

lar 3 la que :;e üb3t-I'V3 )'~ a 25 /:.r·~. 
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FIGURi\ 2 

Succinato 15 mr: o Ef..inol 257 f71f·:. \lolumcn finDl 2 ml. ¡:5 5 )Jf-l Liulldt! ~~e in 

minuto. 
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FIGURA 3 

EFO:CTO OE .\L T.~s c~:1CUlTP.:\CIC1'JE.3 DE E8 508~~ EL corJ3l'm DE o;cc;:.;u ::rJ 

~ITOCO~DRI~3 a¿ LEJ~DLlR~. 

Condicion2~ ~e incubacl6n si~!l3rss a 12~ de la figtJ~3 2, sustrato-

succÍnato 1 concantracion~3 dB EB incticad:is, prot~ína mitocondrial D.15 ma 

par tr;iz:i. 
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conrJ.ria: 

Una vez c;studiados lon Ef12ct'-ls del EB snbre los proc;:2:.Js r·r~'lpirut.~ 

p2rirn2n~Br con un ~:Do~elo a2nsibl2 3 la rotcnona C~f~a inhibidor de 13-

FluorE!scencia: -~' 

Cuando sE excito con luz de 530 nm, el E3 muEstia dos ~osibles 

r:i8ximos th:? emisi6n: ~-Ji e~Jt6 en t;-;e¡~io hidrofÍlico, r:?l ff(~xirno é2 emisión-

ae halla 3 5$0 nm, y si Ls:~ en in~~io l1i~rof6bico a GlO nm. Estenda en-

medio hidrofÍ.11.co, 2i :1e 3!...!!:!Ento la conc2ntraci6n de E3 se obtiensi, al-

rededor de·3DOpM un J~agamiento, y posteriorraente, a 1 mM un ~e~pleza-

miento del m5ximo hacia el rojo. ~ 5 mH 1 el apagaraiento es casi total,-

can ei m~ximo alrededar de 620 nm (fig 4). 

ci~n del color3;1te mu!~2~ra tina zona en ~ue el E3 fluarcsce 
21 



FIGU:'l.'.i 4 

DIO FOL.1R. 

1-'.edio con f·iélnitol 0,G H, Pi-TE.'\ 10 m!·:, Albúr:iin3 D.1%, pfl G.S. Las..;· 

conce~tracion2s de EG usíld3s s~ n11otan u la izqui2rd3 de c~da ~spectro. 
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opag:imicnto a conc2ntracloaeo raayorcs (fig 5). 

A las canc~ntr3clon~a bajos de ED, a lJs q~o no mostr6 interforon-

mo de ~nioi5n, En prEcencia de loa organ:ilos permon~ce o 590 nm, indo--

pencilentemonte de que estos est~n enErgizsdos a no •. 

El p:Jtr 1Jn da los C·J11bios de fluorcscenciu c~nt;:a ti2mpa en pi:'Escn- _ 

cia de mi to::-Dnr'ri~s cncol'JÍZ3d:i3 c:i.<rbi3, cie¡:s;idieondo otra v~z de L1 con-

1'1 conce=ntraciom:s ba.J,:s de EJ (0.5 a 1 jJli pcira mi toconáios de kva 

dura V h~nta 5 1u~ par~ 1nitoco11cirif10 ci2 h~9Jdo de r~to) se observa un r~ 

pido auraento de fluor~sc2ncia al agrcQar mitocondrias, el cual pl¿rde--

veloci~ad ll~Lllíld3 a los dos o t~es rainu~2s a un nivel en el quE ee esta 

biliza. Sf se ªJrega ~n ~Esacaplante 6 un inhibidor de la cadena reapiP 

ratoria la fluorescencia decae sGbit3m2nte p3re llegar a un nivel siml-

lar al ~ue tEndrÍ3 la CUffia da l8s fluorescencias del EJ y de las mito--

22 



FIGIJílA 5 

FLULJREsc:::.c1 '.\ DEL E3 A DIFEiiEIHES CJi'ICt:f; Ti"FiCí'J!JES EN r;r:.orns DE DIFf 

RENTE c~~3T~~TE D!ELECTRicn; 

La fluorcsc~~c\a 3e raidi6 a 610 nm excitando 3 530 nm, en fosfato-TEA 

10 mM, pH 6.5 ren solución ncuo~a o r.n Dio>: ;no. El 11olurrff,n rn2ximo de EB--

20 mM ggr~gRdo fu~ de 112.5 ul pura un volun~n fir1~l de 3.0 ml. 
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r'amlo ¡i;:i20 a u113 r~;:,ida dismlnuci6n qu,, tieGric il r.!l;tuiJ:llL:t.I'sa, llEQil!!_ 

da a un nivel de fluoresc~ncio a las dos 6 tres minutos. Lo adici6n de-

un agante que deenergize la m~¡~br~~a da lugnr a un LlL!ITi~nto r&pido de la 

rápida1r:2n-Ce. 

Hay una co111;u1trE:ciÓn 1 (alndedor de l.G /IM p'lra l·'.L y r:u lB )-lM para 

1-;HR) c;1 la que se abs2rva un pé1tr611 in-::8r1íl1,1iio de fluorto~cenr:ia (Fig 5-

B) y la eapiga inicial da lugar c~si de inrr~dioto a un nivel estable y-

la adici6n da antibi6ticos no genera camb~cs en el nivel de f luorescen-

cia. 

Si se pone la mitocon~ria en el ~ejio un pr2aencia de un inhibidor 

de la cadena I'Cspiretoria o de un dce3coplante d~sde ~l principio, llega 

la fluore2cencis de inrnudiato a! nisno nivHl que llega dc3acoplando la-

r:,i toconr:ria 2;1::r;;iz:Jda cD:i l;i rnL,;:;:1 cDnc;2n :;:-aci(in de Eíl. (Fig 61 trnzo-

23 



i·:ecio sir:'iilar ::il d2s~::·i. t::i en la fi']Lir<! 2, conc"ntrachncs de E•::O \nd.~-

inC:ica • 

.'\) ML LilEl'IJizad?Js (ELmnl), Ei3 C1.83 pl·l. 

D) ML con 5ntir:1icin3 y FC:::r ccsde el ¡.rincipio, EB D.83 )JM. 

F) ML <mergiz;cJas (Etdn::il), EEl 25 ;ir: .• 

G) Tres trazos sup2rpuE?atDs, crm E13 5 )JI·\ r?n iiifer,mtes condiciones de e 

· ne:-gizaci5n: {-~---) ~lin ~.ustr2tos; (---) Can succinGto; (- - -) con Etn~ 
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inicial se ve revertido y la fluor~sccncia llego a un niv2l Lot~cion:--

ria que ya no Es r11odifica1ja por la acci6n de ag~ntEs d22n2rgiz~ntcs (fig 

6-F). 

Cu211c!o s~ ~xpr.:rimr.:nta con difl!rcntcs ~!~Jstr;,1~os, '.Je ubsr~rv3 r.~ue los 

succinato y esta a su vez tie~e menos que la que tic~e Etanol en el me~ 

dio. ¿n los trea c~3os 1 la adici6n de FC~P revierte el apag3r~i2nto a un 

nivel sirailer (Fig 5-C). 

Si utilizarnos 13 concentración de EB a la que se observa un patr6n 

interrr:r.,-i[J (Fig 6-iJ) y v2rim;;:is la cnncs,1tración de r.ü toconcries en el-

n2dio, obt~ner11.J!J el p3tr6~ q~c obte~dríarílD3 al v~riar er1 n2n~!tl~ opuesto 
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fluore3cencia dEpQ11diLntes de Estos, o~ue2tos cuando la nustancia agre-

gadw er2 un inhibirior a cu~n:~o erí.l un :;uGtr.~i:o. La ~~cu1;ncia fun: Gluta 

la ~ntimicina ~ (Fig 8 1 trazo sup~rior) no d3ba lugar a c~m~ios de fluo 

re3cencia. 

Ante los resultad~s obtenidos con la fluorescencia, y la aparición 

al aumentar la concentraci6n de Ea, de una inversi6n en el patr6n de---

fluorescencia, que disminufa al energizar la mitocondria, hubo que di-

fErenciar entre dos razones posibles, o bien la elevada concentración -

interacci6n de l~s m~lGculEs del coloronte, o la cuncBntr~ci6n del colo 
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FIGUil:i ? 

CAM310 DE FLUJr;r:scrnGrn o::: E8 EN p¡¡¿:;rncrn DE DIFEfEl'JTES C;\fffiDi\DES 

pH 7.~. rroCf~ÍníJ ¡;;i ~;Jcunc~rial inrJic3dü píJ1·a cndí3 tr3zo, E3 20 rnM, volUmcn-t 

final 3 ml 1 i;cH;p 25QC. FG~P é!JJI·: final. 
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FIGUíl.~ B 

i<eclin dG rc,;cciún si.r:1iL.1r nl de la figur:.=J 7, i~o !;¡;nona (RüT) 5 )JI) en 

proteina mitocondrial 2 mg r~r trazo. 
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tr~. Estos d~tos fu~ron vcrific5dos corriendo espectros de absorbencia-

~e ~8 hast~ cor1csntracionss muchas veces mnyor~s a l=s us~das en los es 

tudios rle fluo:-~:scr:ncir~. 

Cu~ndo se :~¡1ctJ~ntra en un me~·ia µolHr, el m~xi~10 de ~bsorbencia del 

EB s~ halla a 477 111n (Fig 9); rn c,;t;¡~ c;,;sLJ 8e uti1L:6 r·.c:3·· TEA pH 5.0 en 

agua, s~ obs1::rv6 a v3ritis conr.::~ntrncioiles, dr~sdE? lF..G u!·1 hasta 3tJO uM y 

el aumento de la intensidad de la 2b3~rt1Er1ci~ ccn r2apecto a la caneen-

traci6n de EB. ~l observar El ~spectra ~el colorante en un rnedta con une 

lílenor const~nte di~l~ctric2, v~~1as un corri~iE,to del rn~ximo hacia el -

rojo. A 526 nm con dioxano y h~sto 532 nm con but2nol (Fiºs 10 y 11).--
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FIGUR;~ 9 

t\EDID PíJUR, 

Se utiliz6 un buff2r de V~3-TE~ 20 rnM, pi! 6.0. Las conccntrscionos-

de EJ se ind:l.can. Espu::tro tokil rJe 35D a 7fJO nm en C::is minutos, V8locl:_ 

dad de 2 nm por segundo, sensibilidad de ubsor~2ncia de D.2 para todas--

los trazos. 
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FIGUR:.; 10 

ESPECT!~CS U[ ;1830R8ENGI~ DE EB 1 o¡rERENTES cu·~cENTíl:\CIUi~ES EN l~EDIO 

Condicion~i3 sirnilar8s n las de la figura 9. 
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~FOL~R, UUT~NDL. 

Conciocianss siwilarcs a las de la fiaura 9, 
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bencia en ol medio apolar que se pr~santa en todas las conce11traclones. 

Eato puede verse En le figura e11 la que se prcs2ntan ~~nt~o d2 lns-

d83plaza al culo::c;n'~i: h2Cia la 111i:,mb;·ana mi toconc;rial y ~,or ea to !:l espec-
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FIG!iRA 12 

233)JM. Sc11sibilidad similar p:JI'a to~os los t~nzos. Cundicioi12n de inatru-
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¡ 1.i_·,_ ~·~i JL.:l d lit.: 

esttJ ll2ga n loo 477 nm, ele tfonde ya na se 1ju.gpl;1za aún z;umeilt:ind:i vü--

rias v~ces la c~r1c~ntr~ci6n ~~l colorante (~:~sta 170 u~~). 

un;Ji'i 4'?:! nm; a 170 
1
ul-\ de E3 d m3xiic,o ''~ encuentra a 485 nm. Si se au--

rn2nta 9Ull ~·~s la conce11tr~c\~n [fe ¿3 a6n SE! desplaza el m~xi~o de absor-

28 



FIGUf1'1 13 

ZAD.~S. 

la ficiura 7 •. ;;i~il.iicin3 12 )Jl] y F[;[p 8 ,ul-í fimll c2,3rJc el pr.incipio. Con 

figura; 0.1 p3rG los ~razos cGntinuos y Q.2 ~2r~ el dis=ontinuo. 
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{~l..! i. ~ y '-l L~'; 'r: ::;·.; : ; ; ¡.; .' : 
! 

obvia lo loes l.2.;: .~e: 6n e;; los 

elEvada, de 17C f~:, 1~uy su~2rior ~ l~ ~u2 ya es ~~~ina µara la 1nitocon-
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FIGU¡:¡!\ 15 

Conciic5.oncs de incubsci:Jn sir.r:i.larcs a l:::.s r!n 13 figura ·2. Cundicio 

de sensibilidad de cbsorbe11cia, de 0.1. 
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FIGUíl;.l 16 

nos de inst.ru1;::...:.TGaci6n s~ ;-'d.l._jrcs a J :~s de la í"igtn·~ 13. 



.''.8 ::;;Crl~i:r·:: i·jC!A 
/j 

1.2 

1. o . 

• 8 

.6 

M. ENERGIZADAS 

.2 .4 ,, 
/::.-- 30,fJM 
;' ...... 

/',,. 

.2 
,,,, "" ' 1 / M. DE ENERGIZADAS . / ' 

O o ·"--. --1-___.:::.a._ ______ ~------·---~-__;;;:........,, 

450 500 55 O )\ (nm) 



de sustrato en el me~5o. 

la en2rgizsci6n y deEner:iznci6n altern8da de las r~liR produce tam-

obtuvo un cnrrin:iEnto h:5cia longittJ~c3 ~E ond~ ~~vor~s (507 nm) que se-

regreso h33ta ~55 nm. ~g~egJndo ~hora ~uccinatJ cJmo sustrato de segun~ 
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T i\ ll L :\ I I 

----·-··-·----

lBS 

5iJ7 

512 

4S8 

+ sucr.IiJJ. ro 5í5 

+ Ai·1flt-'.ICli'J .. \ .C\ 484 

espec~ro d~ ~!Jsorbenciil. ConrJiciQ~cs d~l ino~rur~er1to como en la figura-

9 1 sEnsibili~ad de D.1. 



III Captaci6n da E8 ~or la ~itocQn~ria: 

LoG rsstJlta~Js de c3~~-3c1on ~8 [9 prJr ~it~c~ndrias en dif~=entes--

de EB siendo 1~~yor en el cst2da enPr9~zndJ qtie un el d~2nergizt!do, 8Ón-

cuando t-~n 108 d.~ Gna de fluo2· 22c·~nc:i.d Be ob:JETVO que 3 c:incerrtrnciun~:s--

interrnedi~s de EB la flu~rp3c2r1c~3 ~J ~c~ar 3nt~s 1~ue de~pL1[3 de dec---

Debido a la poca Cilntldad de rnltocanciries de 12v~du:a obtLni~a y a 

la nscssid~d de utiliz~rla En ccnc~~t~~cio112s clevnd3s ~3ra p~der apre-

ciar r:aptñci6n Gel culo1:ant2, ¡:o¡·~¡"a i~L se uGiliz6 n unn cJnc2;itración de 

t6 cxclusiVJr;,~ntu en do, cst3[J~s, el En~rgiz~do, en pr~sencia de ~tanol 
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¡:i2nd.Jlas con detergente,. rHluyG-ndolas con ügU:J y lr2v:~ndo llJ f] ur.ircscen 

cia ds est~ soluci6n 1 p~ra ~2s~u~s ref~~irla (Tílbl2 III) 3 cnnc~ntr~ci6n 

Apreciamos que la c~pt3ci6n de CB e1 d~s minutos, en n~¡bas tipos--

de mitocondria3 (T3bl3 I!I) se c~rr~ara en el estado en~rgizado y el de-

energiz3do. El r:·i<tr.:.:.ct.n de f~L ~nergizar!3s fJuo>'t:fJC2 con el doble de in-

tcnsi~ad q~c el d~ ~!- (c~~cr~iz~~~s. La conc~~treci6n de EU utilizad3--
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mi 11nci onGs. 



1 't., 
i·,;1n 

para ~ll ruode ~t~tercc a que con las ~:i;íl se utiliz6 un~ canc2ntraci6n de 

flu~rescPnc~~ En la n;itQcondria í11teg=3 en2rglz2d~. 

·'~ 
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nI:.CUSIO"' 

L3S c!racterísticas del [J lo slt63n como un posible mJnitar de --

rante. Cuando el gra~l(nt~ de cargn oe abate, el monitor se dcoploza de 

vuelta hacia el r;H~di o e~.:: terno y 1i.Ut::S C1~a i1;1portnnt?s cambi :JS en sus pro-

piedades 6pticas, que son observ3bl~s a las conc~ntraciones a las que--

no se observan efectos adversos sobre la fosforilaci6n oxidativa (Tabla 

I; Pe~a y cols 1577) y que, una vez car~ctcrizados para el sistema en--

estudio, indican fiElraente cual ca el estado en2rg~tico de uns membrana, 

La!l concntr<:icione!> ::ksde 0.5 hosta 5 u:l p¡¡ro Ml y desde 5 h<i3to 30 uM-

p3ra f'.'·iR no dtaan la fosforilación o>:i11fltiva y sí GE? observnn impar--
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máxirno de Ef~isi6n ?1acia el rujo. Esn fase r1pol~r us ss~uroble, con lo--

que al rch3sar cierta conccntraci6n, se obscrv3 una r~vsrsiún grndual--

del desplazsmiBnto original, r~gr8sando el ~~x1rno h~cia !~s lonqitud~o-

del c~lorE!nte, que d~l~2 eot'.Jr qt1i~rl~r1do fuera de la f~13e apol~ir una vez-

que se ha sgtur~do. ~sta s¡1tur2ci6n debe VEr.~e fncilit~dn de manera irn-

portante t:mlJil!n por .h1 inl1ibici.Ú11 qui; !'l mLr.ro color.n te ej2rc12 sabre-:. 

la respirnci6n mitocondrial. 

,'\ las rnisnns conc;,ntr:3cionr~s, 'ii· dEcncrgíz<o.mos ¡¡ la mitoconcria con 

inhibidore~ d12 la cadena r¿sriratorio o con des~coplantes, la absorben• 

cia desplaza su rn~x~mo hacia la lon;itud de onda que indica que el col~ 

rante s2 encuentra en un m2dio polar; una VEZ hecho esto, si administra 

moa un sustr~ta cuyos electrGn2s in~rEs~n o la cH~eno r2~piratoria abajo 

dt!l sitio inlübido, el m~ximo de <::bsor!.J,0 rida indic~r.S un nuE?vo inareso-
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Fluor!:!sccnci'.l, si cr;,¡nE r.uynr quE? el que se 3lc¿inznr.Li Cün 13 !JLWEI de la 

sustratos CDll sus inhibidorn~-. ~:sr:r:cffic'Js r:n la ;;'!itoc~;1drJ.~ rrovociJ r:am 

bias de la f!uor~scenci~ del E!l can direcciones ~~finirJ~~n y opucstJs en 

rr.uestra la utilid~r! Gr:l '.:.J con;o monitor r!a enE'.:rgización en una membrana. 

Entre la c~ncehtr3ci6n de ¿3 QCe genera apagamiento y la que mu85-

tra aumento de la fluorescencia, hay un3 trensici6n, a una concentraci6n 

tiiompo ni 'll 8ncrgizur y d~nn~rgizar la 1nitocondria. Si a entn caneen 

traci6n ~e color~nt2 GS vería la cnntid~d de n1itacondrias en el medio,-
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lente; esto explica qu~ su cor11;1or~nrnil-!llto en cu:::n~o a la infJuuncia que 

ción d12l E?studo 3 mituc:JmJrL1l C•Jc;ndo El org.mdo r!s tii utilL:c,ndo 2uo--

tratos rr.u'-depcndientcs; no •JGÍ cuanr:lD se uti liz3 succinrito. la CiJncen-

trsción dt: EQ a la L;ue sr: observa esto es óe 12. 5 11t·: pr,ra Ml. 

Utiliz-Jnrlo rJtros cntion::s orc¡ánicos, Est1! Ef•"cto selectivo p~ inh!_ 

bici6n sobre la parte inicial de la cadena ya ha sido descrito, para MHR 

con guanidinas y derivados alquilados (Fresa:nan 1963; G6mez PrJyou y Tu~ 

na de G6rncz Puyou 1974 ) e incluso para el EB (PeAa y cDls 1977). Esto-

ha llavaéo a pos ~ulor si ti os hoC:rofÓb~cos, inhibiblc:s por estos com;:u~~ 

tan, si tuoiJD s untrc :1.o:; :. :.oH r:·~3\Jir:Jrug~n:is3 y t?l ci tucr:mo b (Vaouzhinnky 
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_, 
1 1;..:. l. • ...:...'-~ 

pui:::ie st.:r Cebicia a una cor.1p~~:en~:ia y r!.:ch::!ZO 1:-:utuo par la si:~i li tud d~-

caTQAS. En ni~~condri~s de levsd~r3, !~~r18s cncon~r~cio occ1Etaci5n ~el--

la presencia de Potasio (Tueno y cols En Prensa). 

nes a6n rnayor=s, por ej~mplo a ~D;1~, ya casi no hay consumo de Oxigeno 

y'no hay influ2ncia ni da des~coplJntcs ni de ~~P. 

Los cintos de inhibici6n obtEni~os p~ra mitocondrias de levadura---

son esencialmente similares a los rc~ortacios por Pena y cols (1977) pa-. 

ra mitocondriao de h{J~do de rata, cxcPpto que ellos observan en su gis 
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eiLln de 1-:L l:usc·.Jnrio una rcvcrsi6n de l~ inhit!ir:iún. 

El EB ti~ne una 6Itima característica que analizar; ae tr~to de un 

' , 
mUt2HJ2r10 mi tocundri al 

puesto que ~sto llevo a modificaciones import~nt~s de sus proricdades--

na mitocondrial En su parte pol~r i11t~rna (LnDgcr y ~cu~ckc 1973 1 cita-

dos por Sima 1974) y hs rnolkulas de l;¡ matriz mi tocondrial, que posean 

una carga negativa, ent:-e las cuales sE cncuF.11trn de un3 mant-::·n importo!!. 

te el o;~:; m.i tocondrial, el cual ade:;.ios grnl?ra ca1cbimi c:n las propiedadE!s 

6ptica9 del colorante (Hong y PiEtte 1S7G). ~na vez que el EB interact6e 

en gra11dus. concEntr~ci~;1es can el G~1 lílitccJndrial, }33 1~utaciones que-
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r:J.: ! u 1:-: -:.; ... 

dBenc~gi:aci6n d~ l~s mit~c~ndrias d~s~e el extErior d2 ln c~lula int~c 

tesis fu~ron tornadas de cae tra~ajo (Po~a y cols 1960). 
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riorEs a las que i11terfiEr2n c~n·las praces~s fisinl6gic1s 1~it8ccn~ri~~ 

l~s cam~ia su intEnsidad de fluorescencia depen~iendo de l~ prEscncia o 

mente la energizaci5n mit1Jcandrial. 

patronEs de fluor~sc~ncia ~cpend~ ~e 12 pra~~rci6n c~lorantc-protefna. 

~1 aum~ntur la conc2ntr2ciGn de EO ss inhibe. el c~n3uma de Oxígeno, 

primero seÍf!ctivamente sobre el primEr sitio y luego sobre toda la csd~ 

na respiratoria, perdiendo su utilidad como ~onitor. 

La elevada cancentraci6n intramitocondriBl de ES observada en con~ 
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,,., ....... .: ..... 
... u 1.1:~- ..i.¡ 1 

~uerunos suguir invc~stig~nclo sabre la posibilid~d dq LJtili~ur el EJ 

coi110 un rnoni t.or dr= ~;n:::rc::.zn::1on 3 nivel cu3nti t~tivo, nµrovi~c~¡¡jndo sus 

características, tanto de ab~arci6n c~~o de fluo~c3cunciH, en especial 

difer~nt2 c~nstnn~e diel6ctrica. 
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