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INTRODUCCION:

I Los Moniteores Fluorescentes:

La utilizecifn de colorantes para meéir algunes carecter{sticas
de los sistemas binlégicoé, como la polaridad del medio o el gradien
te de potencial eléctrico e los lades de una membrana, muestra venta
Jas con respecto a otros métodes, Otiles en escala macruscépica, v
hace posibles medidas en célﬁlaa, urganelqs y vesfculas demasiado pe
queﬁés para ser estudiados con microelectrodos. "{Rubalcava y cols -~
1965; waggoner 1976) .

Ya desde hacfa tiempo, se habfan utilizado lss moléculas flucres

centes para medir cambios estructurales en protef{nas y lipoprotefnzs

(8rocklenhurst 15703 Chen 1967;.Chen 1977) aprovechando los cambios-

en la-intensidzd de emisifin y en su patrSn sl pasar de un medio g---

otro de diferente polaridad o al veriar la conformacién espacial de-



lag proteinas; de hecho, una rle las primerss definicinnag de los rand

5 la nue lon describe

il

tores fluorescentes (Edzlman y 1° Glure 1868)

coms moléculas pequefias que sufren cosbios en una 9 6ds e sug Pirg--

tsua de uns intorsecida no covelente

iiedades fluoresceniss coro o
con las protefnazs. A psrtir de los primeros trabajos de Ruvalcaba (13
59) y Gitler (19689) se empezd a aplicar el mftodo a membranas, prime

ro de eritrocitos, o en micelas de detergente; se observd uqa depen-

dencia inversa de los carbios de fluorescencia con relacifn a la pre

sencia de ianes de la misma carga oue el moniior, gue debfan escudar

los sitios de fijscifin de este a la membrana. Con la depeqdencia de

la fluorescencia en la carga de la membrana en mente se enpezd 8 u-

sar el método para medir el potencisl de diferentess sistemas, como--

Streptococcus feecalis, donde se estimd un potencial de ~60 & -70 mV

en susencia y -130 a ~140 mV al poner plucosz en el medio, hiperpola

rizacifin que Be evitaba con dicilohexilcarboxidiimida (Laris Fershand

aingh 1374), Otro estudio interesante es el que hicieron Selama y Mo -

rad (1976) quienes demostraron camwbios en la fluorescencia de cora;giﬂ'

nes de rana durante el potencial de accién cardiaco y diferentes pa-
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trones enire los tejidos ventricular, auricular y del rarcapaso, 'En
neurpnas tambiln se ha enplesdo la tfonica (Foas y cols 1974) exemi-

nando potenciales de aceiln on axones gigantes de celamar alslados,-

ndo como manitor un colorsznte y otssrvando csmbios en la absor---
cifn.

Para que una molécula de colorante pueda ser considerada comg--
un mognitor adecuado debe przsentar camblos cuantificables en sus pro
pierares Optices al pasar.de una condicifn o medio @ otro. Los primg
ros colorantes usados, como el ANS y &l E£8 han sido relegades, alne-
sin haber siam estudiados completanente, para dar peso a toda una ga
ma de colorantes gque son sintetizadog ex profesa, buacand; las mejg
res condicicnes de solubllidad en diferentes medios y de mudifica-—:
cifin de emisifn; por ejemplo, Sims y cols. (1574) descriﬁierun la~=-
sintesis de 29 colorantes catifnicos derivedos de la cianina, junto-
con sus p;upieﬁades fluoroméiricas, psra compararlos entre 9{ y se--
leccionar leos mejores en cvanto a sus propliedades 6pti9as vy a su inp
cuidad para las sembranas en estudio.

Una vez sggpindo-ampiiamsnte el modelo de Singer de una bicapa-

lipfdica altamente ordenoda, en Torma de cristal 1f{quido para lag---



\

menhranag hiulﬁgicﬁs (Ciacer & Micalson 1572) se han

s0s métodos espectroechpicos para catudiar los componenies de lo bi-
capa. Uno de log capftulos nfs intercsantes al respecto =8 el estudio
del gradiente de fluldez al ir peneiranda en la mashranz. Loa mitodos
de Resonancia Magnftica Nuclear con Deuterio § Carbono 13, zplicados
a nerhranas modeio mostraron que efectivaomente las cadenas hidrocark
banadas de los &cidas grasos tenfan mayor libertad de movimicnito &

el centro de 1la bicapa gue en 1a gpariferiao (Ses zalig 1974)---

i
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para al parecer no puda aplicarse el mftodo a membranas naturales pa
par la gran complejidad de los especiruos que arrojaba. Mediante la--
medicién dgéla polarizacidn de la flusrescencia uniendo el mqnitor—-
covalentemente a un Scido graso cde cada vez mayor longitud se nbiu--
vieron resultadoa‘similares a los de Seelig (1974). Se midid la 1i--
sertad rotacionsl del colorante al ir profundizéndolo en la rembrana,
(Thulborn & Sewyer 1978; Tilley, Thulborn & Sawyer 1579) los resul-

tados se trataren de acuerdo con Hare y Lussan (1977) que habfan--

correlacionada los carbios de la polarizacidn de lm fluureécencia~~—

con las variaciones de viscosidad de varios aceltzs alifbticos. El-~




potencial del mbindo ey wuy grande vy aln es diffcil ver hasta donde-
pueda llegar su ufilidad.

Los colorantes utilizados pera monitorizar los potenclales de--
cifergntes menbrasss se han dividido =n dos grandas crupos, depsn---
diendo de la velocidad, rzgnited y wmecanismo del caiblo Optico depen
diente del potancisl; puedin ser de reospuesia répida o de respuesta
lenta (Wagponer 1579). Los Gliiamos, tunbiln llamzdos de incorpora-—-
cifin, reaccionan a lzs v#riacian:s Zz2 patencial an el corcden de segun
gos, entrando a la rembrens o saliendo del seno de esta hacia el mes
dio externo con varizciones en su fluorescencia hasta de un 80 %.
Los colorantes de respuesta ripida, también llamzdos de orientacidn, -
reaccionan en microsenundos; aparenterneste las moléculas se encuen-
‘tran embebidas en ls membrana desde un principio y 8l aplicar el po-
tencisl Wmdifican su flugrescencia 2l regrientzrse o girar dentro de

1a misma membrana, sln necesidad de salir al medio, La variacifin en-

la fluprescencia puede ser muy peguefia, 3 a 5 ¥, De lo anterior se
desprende que un colorante, para ser un buen monltor debe ser una--

malécula enfipitica, es deeir, tener una porcidn =aluble en medig---



1 L7anagee-

higrdfobo y obra on wedio spolar, 1o gue poode ©
su carga eléctrica por resonancia.

Los cambios de fluorcscencia ohservados son el resuliado de la

varizcidn dea
menbrana en esudio, la carga y esiructura del color:nte, sus varisclones -
en emisifin, absorcidn y rendimiento cuintien; la fusrzs ifnica del medio

puzge hacer viriar el esiade de agregacifn del colorznie, o la proporeién

de mplbeulas unids a vy protefpaz, £1 pd puede sor imrgriante, y
se ha demostrado gue el valer interno en los evritrocitos influye zn los
pairones de fluorescencls (Hladky y [ink 1976) y de absorbencia ce calo-
rantes. La intzraccldn con otras moléculas de colorzntc puetde llevar a un
epagamiento (Fefa y cals 1580) o a potenciaciln por formscidn de dimeros
excitados o exc{msrps (Eracklenﬁurst 1370). Tawbifn pugde haber inter-
accifin con.otro tipo de maléculzs, el dinitrsfencl, la ver=iridina y la
antimicinz 4, agreczdos en captidades adecusdzs interfleren caon la

fluorescencia del colorante derivado de la cianina "Dis-C3-(5), con

el cual s& ha observado gue forman complejos no flusrescentes en solucidin,




vy eéinlag vivoa-
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slleaeidn del uso de colorantos on urgoe
es la influencia gue fieien aubie 1oa procesus wctatblices de estos-

(Waggoner 1979; Pefla y cols 1977). Un ejewplo de daiio quinico 9 foto

quimico gue leos colorantes produeen Fud ceaorito por Filler y Hash--
lznd (1978) guisnes ohservaron casbios en el patrdn de sovimivoto de

Bacillus subtillis en presancia de ©i§ C3(5). (Yodurao de 3,3 Diprapil

tiudica?bacianina)

Par todas las razones enumeradas en el plrrafo anterier, la utl
lizacifn de la fluorescencia a un nivel gusntitativo es extrasardinax
riamente diffcil; por ejemplo, en altocondrios unergizadusj hay auto
?gs que reportan potencizles de membrana hasta qg ~-180 wV (Larigy -
cols 1973) mieniras otrns reportan dalos en condiciones similares de
no més de -60 m! (Kinnally y cols 1678), Se estfn haciendo muchog es
fuerzos para controlar y eliminar cada Factor de variacifing esto §eré
un paso decisivo para la utillzacidn de la fluprescencia como un méﬁg
do exacto.

II El Bromuro de £tidie:
El Cromuro de etidio (EB) (2,7, d¢iamino 9 fenil fenmantridinio 10

etil Zromurn)(Fig 1) es una molécula de color roje, con un nitrdgeno

o




FI13URA 1

FOLECLLA DE SRCOMURD DE ETI0I0

La c2rga le es conferids por sus orupos wising que se protonan 3 1os
valores de pH utilizadas, y por el NitrSgeno custernsrio, al.tiempu que-

la risanancia de sus onillos deslocaliza vsa ca2rga y le ¢z a la molfcoula

cierto solubilidad en medio arolar.
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cuaternario v dos grupos smfnicos que le canfiaven cargs ppaitlva, -
la cual se ve deslocalizeda par resonancia de sus anillos arordticos

y e2llo le da al colorante capacidad para disolverse en medion hidrb-

nidn tie

obog (Bitler y cols 1969) comg el butapal y el octaqnl) t
ne una clevads afinidad por campuesios con cerga eléctrica contrgria
a la suya. Sitler y cols (1563) encontraren una incarporac%ﬁn en mi-
celas de lauril sulfaio hesta llegsr a ung concentracibn total de una
malécula de EB par micela. Al variar la polaridad del medio en que se
encuenira disuelta la molloula, se observan cambios importantes, tan
to en la flusrescencia, gue var{a nucho (Estrada O.,no publiéado) cg.
mo ecn la absorsencia (Azzyi y Santato 1971); ademfs de un ligero au--
ranto en la intensidad de la absorbencia se observa un desplazamiento
del espzctro hacis lonpitudes de anda mayores al disminuir la polari
dad del medio.

Originalmente usadn cown tripsnocida, el £8 ha mostrado prople-
dades de mutagenicidad, tanto en bacterias, en lss gue suprime la---
resistencia s antibidticos depenciznte de plésmidos (Grimusod y Hag-

ner 1876) como en levaduraza, dopde provoca la mutacifin @ células reg




deficienbog (petites) por el daflo gee peoduse onoel O3 wi

tocondrinl. En organismos superinres se le han encentrado efectos --

carcinopfnicos. En tndus los cosas, el mecanisimo de la interancifin--

ficida nuclrico-coloraate pezrece consistir en un interce pnio cue
lleva a fosenrollamiento de la doble hélice y la scporacidn de las--

" cadenss complementarias de DNA; esto proveca errores 2n 13 tranacrip
cifn y en la duplicacidn. Se ha observado que en prisencia de DNA la
fluorescencia del £6 sumenta, lo que debe obedecer al secuesizo dal-
colorante en una renidn relativamente hidrofObica del fecido nucleico;
si el 4cide nucleigo usado es el DNA de cadena simple solo se observa
uﬁ ruy ligero aumnnté én la fluorescencia. Para estudiar a fondo la-
interaceifn de los cidos nucleicos can el £8 se ha sintetizado un EB
modificado madizniz la adicifn de un nitraxilo én ung de los dos gry

pos sminicos de la maléeula (Hong y Fieite 1976) para sequir los cam

hips de movilidad gue zxperimenta el caolorante al dejerlo resccionar
P

con DNA. La inmovilizaci’n gue sufre el colorante esté de acuerdo con
} s

con nitroxtlns con lag gque se




obaervargn resuliadeg sinilare,
La bioenergética se ha ocupado del £8 wiilizbndole comn un nond

tar fluprescente @21 ratoneilal de los cerdranss,

sapre el efecto el colorante wn los procesos ne

produccidn de enerpia par la mitccondria (Grimwood y Ui

Pefia v cols 1577; ¥ikov Chance 1%75) y en gereral hsy scoerdo en se-

dalar una tendencia a desacoplar a bajas concenirozliones ira-

j—
o)

res

v

cifn de mitocandrias. 41 aureniar la concphiracifin del colorante se-
produce una inhibicibn, primero selectiva para el sitio I y posterier
mente a todos niveles de la cadens regpiratoria,

La selectividad oue a ciertas cancentraciones muestra el EB pora
inh&bir el sitio I de la cadena reapiratoria recusrds gue 3 ese nl-
vel se han descrito con frecusncia efectos de la acicifn de cationes
m:novaleﬁtes, tanto orgfnicos como inorpénices; el potasia, en gene-
ral, acelera 21 consuma de dxfgeno y mejora el acaplawmiento (Tusna~-
y cols, envia’o); Los alguilguanidinas tienan el efecbo contfario, an

un principiag desaco

gl consuma de oxlgzno (Fress

man 1963), con uny marcada selectividad para el sitio I. En estag---

10




ademfia se vicuentra que 1a Lahibicitn suaonba nbtricegmente con 1a

longitud de la cadena, poaiblosante por ol amnento de su solubidldad

profuncizar 2y al--

conocimiento de la intersccidn de la membrana mitocondrial con el EB

2

1 tiempn gue tratamns de encoaiTar 1as razones due hacen del £3 un-

mutiseno selectivo para =1 DY witocoadrial, mecizpte =studios en---

1]

~itogondrias cde levadura de panadsria

VYOOGS EF

n-

5

y

i

oca:lones con mitocondrias de hinues dz2 rata. Las eotudics se comple

mentun con los efectuados en 1s cflula fntegra (Fefia y cola 1580) por

nuestro grups de trabajo.

11



MATERIALES Y ‘ MEZTODOS
Materiales:
Se utilizeran mitacqndri:s de higado da rata y de levadura; las
primeras obienidus de ratas alblinzs, hembras, adultas, provenientes-
de 1a pranja del Centro; las de levacdura se uhtuvierun»de levadura--

del génera Sagcharomyces cerevisiae , de la msrca comercial "La Azte

ca" seglin el wmétodo de Fefa y cols (1577%).
lL.og reactivos wutilizados fueron obtenidos comercialmente de las

e utilizaron los-~

2]

Hedio de cultivo para levadurs de De X¥loet (De Klbet y cols 1860) -
tedin de Freparacibn de witocongriss de levadura (Pefia y cols -
1577*) ranitol 0.6 M, Inldsezol 10 md, alblmina desgrasada 0.1%, pH--

6.8 con HCL.

12




Otros redios de incubzeifin se descelben en log experlienbnoges--

particulares realiz

kftodog:

srasado de Alklming: (Shen 1S67) Fara
prasada al 10% se ponen a aoitar 10 gms de alblsina Lovina (Sigra)--
con 3.5 grms de Carbbn actlvado, en agua destilada, llevando el pH a-

3.5 con &cido clorn{drice; se anita una horz en bzfin de hielo y pos-

v

teriormente se centrifuga a L8200 rpm durante 20 ninutos; el sabrena
dante se lleva a pH ¢z 7.0 con hidréxido de Sodio y se afora a 100--
“ml. La solucifn se repsriz en tubod de enssyo vy ose congela hasta su-~

utilizacifn en los medios da preparacifn y reaccifin de mitocondrias-

3
i

de levadura,

Freparacifn de mitocondrias de levadura: (Fefia y cols 1977*) Se
towan 30 gms de levadura y se suspenden en un matraz de frlenmeyer--
cont&nie;da un litro de medio de De Xloet estfril, =grepghndole un---
gotero (3 ml) de liquido antlespumante FG-10 de Corning. Se deja ai-
reando (2 lts por minuto) durante 8 horas, al cabo de las cuales se

centrifuga en dos vcasianes consecubives a 2300 rpo jor 10 minutos,

resuspendiendn en medlo para preparar mitocondrias de levedera hasta

13




unes o ml oue =e recentrifuns onora o SO00 rpm por 10 wineg _SgQee--
4 p ¥

resuspende de nuevo en el wiseo nedio hasta un volusen de 00 ml.--

Esbe 1f{guido z@ introcuce en la cloara conpreasora de un frocclonador

Una vez

aresifn ce 13500

mucho manol pre
sifn, a travfs de una vllvula de sbertura requlable, para romperlas-
por descampresifn. Purant2 el procesn  enfriacos can usa corriente--
constante de Mitrdgens de wnas 15 a 20 l5s por rinute. Lo suspensibn,
con las c&lulas reizs, es recolecktada en un satraz inmerso en hiels
vy de inmedlato pueata o reacclionar, a temperatura amblente, con una

2 . : V' +
& dos hojuelss de Deoxirribonuclessa (mencs de 1 wg) durante 10 min.

fiere al l{guida.

a LR para alslar las mitocondrias: 3 29

el precipitado con las células no rotas y z2lgunos mamb

cas. El sobrenadanite se centriffugs luzoo a 500 rpm por 10 imin, resus

pencdiendo el precipitada en el wismo

7

ettio, para centrifugarlo otra-

%




tzoddo el preeipitado con Jas Hlsirag

vez a S500 @pmopor 5 win, da

contaminaciones. Se cenirifuga por (1timo a 120060 rpm por 10 win para

resuspender el paguate forsado al Final ep 0.5 ol de cedio, dejanco-

133z mitzconcriag en un Sutn o

o eu uil
lizacidn.

Freparacidn de mitocondrias de Migado de Rata: Se deja al animal

f—
3
[

en ayuno unas & a 10 horas pera decletar de sustratos endbgenos (Shra

bez, comunicacifin persannl) y se nte luxacifn carvi-

cal senuida de deeapitzcibn, dejsndo sangrar unos segundog para luego
digecar y extracr el higsde pue se lava en wn vasy de precipitadss -
con medio para preparacifn de mitocondriss de higado de_rata (Sacaro
sa «25 14, £DTA 1 mit llevado a pi de 7.4 con TEA), en frio y s2 pasa-

) 1

a3 oiro can medio limpio fonde sooco

iz
ok

2 en pedazos peguetos para VeEr-

terlo en.un vaso de homagen21zagoaT con un véstsgo de tefidn movido -

1fguido resultaniz se soret2

121 para separsr las mitocondrias; primero

a 2500 rom opor 10 min, descertando el precipitado, y luego dos veces

a 10 0083 rpm por 10 min, descertando el sobrenadante y resuspendiendo



ifn a un

Ipitady en s EDTH el

en 1g menunna nod
volumen aproximaco de 2 ml gue so dejzn en un bafio de hielo para su’
utilizacibn,

s4efnat (Burphy 1960) 3a

en agua. De zhf se toma 0.1 ml y se mezelz con 2.9 de una solueidn de
KsOH 50 mil. €30 se lee en un mspectrefoidmeiro contra una solucibn-
50 mt dz HaldH sin proteina. La c¢ifecencia en lag lechuras a 215 y 225

i se multiplica por 432 y o da la concenboscibn de protefna on--

miligramos por mililitro en lz concenirTac dn aripinal,
Oximetria: €1 consumo de Oxigenn se nidid con un electroda de -
Clark conectedo a un oximetro y a un craficacdor de cscala ajustable.

Los d

fu

tos se reportan en natg d2 Cxfgens conswrido por miligramo de-

prosefna par minuio 4 bien como porciento cz un control. Se midieron

los estados 3, &4, desacoplade y el cociente respiratorio.

Fluorescencia: Se midid en un o crofluarbmeiro rmarca Farrand

wark I acoglado a un amplificador v a Heath-Schlunber--

per. Se hicleron espectros de emisidn del enlovante oo difsrarteg-—-

nzidn oricinal de mitocondrias,



(530 « 610 nm) se ohgzrveron

5 del tieopo. Se--

utilizaron cuvstas de cucvzo de 3 mle S¢ utilizexon log neding deg --

Roserbaacia: Ze widid en wn zspectrofotldmetro de doble raya Awmin-

co D428 rastznds unz cuveis blanco de otra con colorante para obtener

‘:J

los espectros de sbsorbencia entre 350 y 650 nmj la muestra se intro-

Y

dujo en cuvetzs de 1 em de pasa da luz oon un vollmen total

de 1{quico de 3 ml, cxcepto en las concentraclienes rayorss de £6, en
que 3e us2Ton cuveoas de .1 cmode pasa de luz, con vnlﬁm;nes totales
de 0.3 ml para aumenter la transmitancia,

Capianifn de Pramuro de Evidio: Se micib agregando &l colorante
a una mezcla de incubacidn con mitoconorias {ntegras, en un volumen-

total de 3 nl

r
|

2 L4
tacion continua v en un

lag mitocontdrias de levadura y de 30°C pera lus de higado de rata. B2

cejd Incuber durante:2 minutog pooando a tubos de microcentrifuga vy

centrifugando gor 2os wdnotog para fasechar el sobrensdznte, retiran

17
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do toda el que fusra posible con poT hacha de vacfo. Se reee

suspendieron los paquetes en 0.2 nl de 505 y 1.3 ml de agua destilos

da-y se volvib a centrifugar, en una centrifuga clinica durante 10~--

minuios para ab riif la

Tlusrescencia del sobroredante 3 €10 an, cxeitzanda s 230 nme La ne-




RESULTADDS :
I tfectos del £3 sobre 1o Bespiracibn:
A nertir de la cxperiencia que se btiene con mitmcqndriag de hf{gado
de rata, con las que se observa un desscaoplamiento de 1z fosforilacibn-

oxidativa vy posteriormente una inhibicifin del consumo de oxfgenn, mis--

marcada pera las mitocondriss re

:irando en presencia de sustratos de-~-

primer sitioc (Feha y cols 1577), se estudiarcn los efectns del colorante

la cadena resplirstoris del colorante utilizade; en la tabls I se pueade-
1

aprecizr qu

i}
o
s8]
<
o
Q
3
I3
@
=
o
o]
[
3!
i
=]
-
o]
]
o]
b
o

rapte y por 1o Ssnbs se le posge usilizey en el organelo como un monlior

inocug del ¢

5 gue no se ohserva efecto cel colg




0ode zeounntn

Coandn se s suceinets, gue o5 el
se ohservl zceidn inhibitoria en ninguno de los estedos wedidog, o los
Lres concentreciones bajas usilizadas, que fueran 0.5, 5y 10 PH (Fu'sla

2
TV N

mo susirato, guez entregz sus electroncs 2l principioc de la codens respi

2aron a ohaoervar cantios desdo la concentracifn de 0.5-

ratoria, so2 g
}wu hubo un incremento ligerso del consumo de Cxfgeno en el eetadn desa-

. 1 ’ S, N .
coplacdo que se hiza aln mayor a 5 i fe £35 odewas, se observd un auszn

to peguefio el cociznie respiratorlo (Tabla Iy Fig 2). A 1D/ﬁ¢&ﬁ5miﬂ5

yb el consume de Cxfgeno cn el estado d

saplado a niveles casi normas
les y s2 obtuvo un.caciaéts respiraterio por debajo del control. R 25 -
ol lo wmismo gue con succlnato, no hubo cocieste respiratorio ni res---
puesia 8 los desacoplanizs. Tn la figura 3 se mussira en el irazo infaf

rior 1z influzicia de unz concentracidn de E0 de ED/uM, la cual es simi

11. Fropiedades especiroscopicas del €8 2l interzctuar con la nito--
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TAgL 1

EFILTO O DIFLRENTES DOJCENTRACIONEG OF €3 303RE EL COAUSUND DE

OXIGERD DS B FOSCHDRIAS D2 LEV .DURA.

LCIENTE

Ci:C. RLEP. 1.29 1.29 1.37 1.35 1.00

tpo, 3 100% H744,3  8315.4 57:0.0  ---

105:6.0 7625.0 £8x1.0 72:0.0

£D3, Di3AC 1005 113:2.3 52£20.3 1M1024,5  ~~ew

G0C. RZ3P. 1,55 RLE) 1o Th 1.33 1.30

Pedio.de reapiracidn isotSnico, Fonitol 0.6 19, Fi TIA 10 wi, Albdmi

4 ' oy [hdal - - PP N I A L ~ - =
na 0.9, pd 6.5, €3 2 las conzenbruaila fina Fitocondrias en

N N

LT3Tn

un promedio de LOD ug ce proteina, sus succinatne-
15 mbe Se agregaron 120 ntoles de ARP en 2 4] y FUOR & o Tinzl. El con
sumo Ce Oxlocno se refipgre en porcilento de un control para cady estado y

el poclente Tosricatorio on valor:zs oisolutos,.




FIGURA 2

EFECTD CEL Eé S33RE LA NCSFIN.LICN DI PITAZORCRIAS DE LEVADLAA DON=
SUGCIZHATD O UM ETAE0L CSFD 5L TRATIS,

Fedio de respivacifn isotdnico, Foniliol 0.6 M, Fosfeto-TZ4 40 ol --

Succinsto 15 @k o £hinol 257 mil. Volumen fipal 2 ml. £5 5 b donde se ‘ip_

dica, ADP 120 aioles en 3 gl FOLE 6 ub T

ums de Oxfgina oo onztg pontom
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FIGURA 3 -

EFZCTO DE ALTAS CIUCINTRACIGNES BE EB SCHRZ ZL CONZUMO DE OXI

MITOUDNGRIAZ O LEYADURA,
Condicionss de incubacién similarcs 2 las de 1z figura 2, asusirabo-
sucelnato, concentracionzs de £B indicadas, protefna mitocondrial 0.15 mn

por trazo.
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pondrias
Una vez estudiados low efectns del £8 sobre los proczaos respireig
rios mitocondriales, procedinos a observar cudles eran sus patrones ce-

fluorescencla y Co ol

rai S de luz, oen

20218 Y =i

condrize, fanto on estadas enercizodos como deensvols

3. Fzra ello se

=
o
feta
=2
[
N
o
Lr]
=)
3J
=
b=
s
s
=]
0
[
o
juk
=
Yo
o
w
inl
o)
g
-~
[t}
ot
fng
o
[=5
i)
4

ata (MIR)Y cuando era ncceoeario ex

parimentar con un organelo asnsible 3 la rotenana coma inhibidor de la-

cedena rzzpiraieria e

b
m
—
i
4
[
i
g
Lh1
I
ok
[
[#]
.

Fluorescencias
Cuando se exciio con luz de 530 nm, el E£3 muestra dos posibles —--

miximos de emisibn: 31 estd en wedlio bidrofflice, =1 mfiximo de emisifn-

se halla a 550 nm, y si usi§ en medio hidrofdbico 3 610 nm. £sienda en-

, 81 ae auwsenta la conczniracibn de €3 s

111
i
[vy
ot
I
0
pus }
10
i
J
H

rededor de-300 pM un apzganlento, y posteriornente, a 1 mid un cesplaza-
miento del w&ximo hacia el rojo. 3 5 mM, el apaganiento es casi total,-

con el méximo alrededar de 620 nnm (fig 4).
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FIGURA 4

-

ESFECTALS DE FLUDRESCENRLIA DT E£3 & DI CONDENTRACIONES EN ME

DI0 FOLAR.

Fedio con Manitel 0.6 #, PLi-TEA 10 &, Alblnina 0.4%, pH 6.5. Las =

concentraciones de o usadas or onotan o la izguierda de code wapectro.

.
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en pedio hideotdbico gue sl eotd oo wedio palar, adn cuzndo se prage

apagariento 2 concentraciones mayores (fig 5).

A las concentraclones hajos de €0, A ids que no mogtrd interferen-
ciz con los procescs moiabilicos Witocandrialﬁs, se aboarvd gque 21 mixi
mo de emivifn, en presencia de los arganz2los perxmmnece a 590 nm, inde--
p;ndientem&nte de que watos estin energizqdos o no,.

£l patrin ne los carbios de fluorescencla cantra tlempo en presen- .
cia de mltocondrias ensrapizadas cambia, depsndisndo otra vez de 1z cone
centracibn de £3 en el merio:

A poncentrsciones bajas de £3 (0.5 a d Hii para mi tocontrias de leva
dura y hanta SIUH para mitocondrias de hf{gado de rata) se nbserva un ré
pido aumento de Tlusrescencia al agregar miftocondriass, el cusl plerde--
velacicdad llepsnds a los dos o ires minuins a un nivel en el que se esta
biliza. 51 se agrega un desacoplante o wn inhibidor de la cadena respls
rateria la fluorescenciz decae s@bitamente para llegar a un nivel simi-
lar al que tendrfa la suma d2 las Mluorescencias del £3 y de las mito--

candrias rmedidos por soparada en el medla e reacelln (Fig 6-3).

A sumzniar la concentraciba de £3, 5 fu jpera Moy 30 uH para PHR,



FIGURA 5

FLUDRESCELLCLA DEL EB A DIFERENTES CIHCENTRAGICRES EN HEDIOS DE DIFE

RENTE CONZTARTE DIELECTRICA,

La fluorescuncia 32 midid a 610 nm oxcitando = 530 nm, en fosfato-TEA
-10 mM, pH €.5 en solucifn acuosa o en Dioxino. £l valumen méximo de EB--

20 nl agregado fué de 112,5 ul para un volumen Finzl de 3.0 ml.
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se ohservd guo el paivfn de Plunrescensia contra Licaspn oo

va que ahara (Fig 6-0) al agreszsr mitocondriss eoergizedss tlene lugar-

un répido aunenta de Fluspesceneis, eotra vez weyor gue la sung obbenida

de las especiros e 23 y ritacandriazs medides TN, DOTO AnnTde
'ando pazo @ unia risida disminueidn qus tiende a oshobilizzrse, 1legen
do & un nivel de fluorescencia @ los dos 6 tres minutos. Lo adicibn de-

un agante gue desznergize la mewbrana da lugar a un aumsnto Tépido de la

fluorescencia, casi ban alio como la o

répidarent

It

Hay unma concentrascibn, (alrededor de 1.5 /JH para MLy e 1B/JH para
HR) en la que se observa un patrln intermedio de fluorescencia (Fig G-
B) v la eapiga inicial da lugar casl de inmiedioto a un nivel estable y-

la adicifn de antibifiticos no gens nivel de fluorescen-

4

51 se pone la mitocondria en el meldlo u¢n presencla de un Inhibidor
de la cadena respirztoria o de un deszcoplante desde el principio, 1lega
1a fluorescencia de inmediato al mismo nivel gue llzga deszcoplando la-

mitocondria enereizada con la miszsa concentzacifn de €8. (Fig 6, trazu-



CARIIO DE FLUDRESCENCIA UE £4 €4 FRISENCIA DE MITOIGOHDAIAS DE

LEVADURA BN OIFERERTES CORDICIONZS,

Fedio sirilar al dezcrito en la figura 2, conesntracianes de E5 indi

szdng para codo brszo. FOUE 8 ud fimad, y antimicina A (AK) 6 ug dznda sa
ingica,

A? #L vaergizadas (Etanol), £8 0.83 oM, -

8) ML energizadas, (Etanol), £0 1.67 ut.

L) VL encrgizodas (Ztanol), £3 5 uk.

2) ML con sr.'-;imir:ir?a y FSIF desde el principio, EB 0.82 uM,

E) ML con antimicina y FOCP desde el prineiplo, £8 5 ul,

F) L enerpizadas (Stannl), €3 25 ab,
§) Tres trazes superpuesios, con ERB 5 gl en diferentes condicliones de e
-nergizaciin: () 5in sustiraiss; (---) Con succinato; (- - -) con Etax:

nal como suztratag,
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4 1

D para una ouincunlrssidn b

f2nra una Lo

2 . ' - s
mig elevada; comporerlos con Ay 0 respociivasente),

res @ lis gue no pro-

En presencia de conconbraciones de £3 suepacis

dfuycen altaracia

inicial se ve revertido y la fluorcscencia llega 3 un nivel

Tip que ya no es medifi por la accidn de agantes deoneroizantes (Tig
&~F).

Cuando se experimenta con dilTerentes sustratos, se obaerva Gue los
niveles de fluarescencia varfan al egregar distintos sustratos en prasen

vy

cia de una concuatracifn fija de £3. 4 5 P"de £3 con L se obscrva que

:aela de---

en  ausencia de sustrato gs - smionto gue
succinato y esta 2 su vez tiene menos que la que ticne cianol en el me~
dio. £n los tres czsos, la adicidn de FOOP revierte el apagsmiento a un
nivel similer (Flg &-0).

Si utilizaomos la concentracidn de EB a la gue se abserva un pairdn

intermerio (Fig £-2) y variamas la conceatracion de mitocondries en el-

nzdio, obtenemas el palrbén gue obtendriamos al varisr en sensido opussio



la concei

tracifin de protelna sbilow

cenoia que obtendrfanas al disainuiz la de £3 y viceversa.

sienta o2 coiaddoe, enpre

-

gizado y deenergizzdo, wiilizando 1443 (Flg 8), observandn cambios de -~

fluoreacencia cependicntes de estos, opuestos cuando la sustancia agre-

gada era un inhibidor a cuzndo era un sustrato. La secuencla Tue:d Gluta

mzte-talato, Rotenana, ATR, Tligoricina, Succinato y Sntlelcina A, Es -

Absorbencia:

ante los resultadss obtenidos com la fluprescencia, y 1a apzarieifn
al aumentar la conceniracidn de £3, ce una inversidn en el patrbn de-nn
flugrescencia, gue disminufa al enerpgizar la mitocondria, hubo nue di-
ferenciar entre dos razones posibles, o bien la elevada concentracidn -
Intramitoconcrizl del colocante estebs Ylevenda a un apeganiento por--

* ] - .
interaceiSn de 1les mollcules del colorente, o la concentrzcibn del colp

|
|
i
i

i
I
|
i
i
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FIGURA 7

CAMIIG DE FLUJRESCENCIA DE E3 AEN FRESENCIA DE DIFERINTES CANTIOADES
DE MITOCSNORIAS DE HIGADD DE RATA.

Fzdio de rezecidn: Szcarosa 105 wF, EOTA D05 nM, TEA pH 7.4; TES-HEL
20 mlt pH 7,065 Fosfata TEA 10 eM, pH 7.4; C}luttnnte';a-mal:eLu—-TE{\ 10 mt-1 b=
pH 7.4. Froteina witocondrisl indicsds para r::;'xda trazo, E£3 20 mH, volumena

i

Tinal 3 ml, tewp 2500, FCOP & ul Tinal.
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FIGURA B

EFECTO DZL ALTERLRIZNTD DY £57AD0S ENERGIZADDS ¥ DEGHEREIZNDOS -50=
SRE LA FLUSRESGIWCIN DE £3 EN FHAL

fedin de rewccifn sinilar al de la figura 7, Rotenona (RUTY 5 pg en
5 pl de etanol, Succinaio 5 aM, Sntimicing A (AM) 6 g &N JAJI de OHF,-~
ATP 8 mi Final. Oligqowicina (oli) A0 4y en 10 0l de déanole B8 30 M, ---

prodeina mitocondrial 2 mg por trszo.
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sha wihocondein alve

Ao wntivs i1 lidsdes se

vz absorhenesin y de o«

rante por la

cotra ge aksorbancia fel £ se deaplsza de manera im

iar la consbtania cielfctries del wedio en que s2 encusn-
)
tre, Estos oatos fTueren verificados corriendo espectros de obsorbencla-

de ©8 haste concentracionecs muchas veces moyores a 1os usafdss en los es

tudics de flucresconcia,

Cuzndo sz macuszntrz en un mesio polar, el mixino de sbsorbencia del
E8 se halla & 477 nm (Fig 9); =n eate casa se utilizd MIS- ~TtR pH 6.0 en
agua, se observd a varias concentraciones, decde 16.6 uli hasta 300 ub y

na s ghservaron corrimientos latorales o pérdida de 13 linealidad en
el aumento de la intensidad de 13 ebsorbencia con respecto a la concen-

tracifn de £83. Al observar el especirs del celorznte en un medio con une
menar constonte cicléotrica, vemos un corrimiento del méximo hacia el -

rojo. A 526 nm con dioxana y hasta 532 nm con butanal (Figs 10y 11)

Estos mixinos se mantienan aln cusndo aumentemos varias veces la con -

centracifn del colorante v 13 linealldad del zumento de la sbsorbencia-
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FIGURA 9
ESFECTIS DI ABSURBENCIA DEL ES A DIFSRINTES CONCENTRACIGNES &N

Se utilizd un buffer de FES-TEA 20 al, pH 6.0. Las soncontraciones-

de £3 se indican., Espectrao tetal de 350 a 700 nm en dos minutos, velocl .

dad de 2 nm por segundo, sensibilidad de sbsorbencia de 0.2 para todog--

los trazos.
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FISURA 10

ESFEGTROS DE ASSURBENCIA DE EB 3 DIFERENTIS CUNCENTRAGILRES £F NWEDID

AFDLAR, DIOXAND,

Condiciones similares a las de la Migura 9.




233,uM




FIGLRA 11

ESPECTRIS O H230NSENCIA PE EB A DIFERENTES CONGCINTASCI0NES E

5 JES EN MEDIO
AFOLAR, BUT NDE.

Condocionza aimilarces 3 los de la Tigura 9.
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W 8B eonneabs

zen s eooservd oo todas 1o porfie

metros choervados.

La magnitud de la sbsorbeacia os mayor ca el wn'ia hideSTobo con--

21l wedio zcusza eEn

tento del whxinn ob

gue, adexis del corrie

benclia en el medio apolar gue se presenta en todss 1as conceniracionsg.

"

fato puede verse en ls figura 42, en la gque ge presentan deniro de las-

rismas escalis de ehsorbencia y lanoitud de onda los especiros en nedig

NES-TEA), dioxano y botnnal a dos diferentes concentrsclones;--

una elevada de 233/UH y eira inturmedia de 100 uM (Trazo rJthﬂUD y cig

. . .
cantlnua respectivaniente). :

Considorenca gue 1o pressicia de mitocondrics en un medino atucso--

deaplaza al colerante hecia la membrana witoconcrial y por esto el espet-

tro de zbsarbencia debe desplazarse hacis longitudes de onda wasyores, de

cidimos cbs neragos en precsencia de los organelos,
2s{ coma la dependencia de sguellos en 1a energizscibn y Hcpwgrgi acién

de la merbrons. Docidiocos incluir los resultadss con MR debido a la e

casez del material tiolfoico obtenido con lag levaduras y a gue nuestres
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COMPARACION DE ZSPLCTRRS DE £8 A DIFERENTIS CONDENTANCIOHES EN MEDIOS

DE DIFERENTE DONSTANTE DIELECTRICA,

Mediog usados: MES-TEA 20 mb-pH 6.8, Tioxann y Jutsnol,

discantfnuos muesiran los esneciros de £0 a una conceniracidn de 1HU/ﬂ1

en 1os btres wodins. Loi trazos santinuos mucsiran Los

:etrog de £3 a-

233 gk, Sensibilidad similar para itodos los t Condicionzs de inatru-

a las de la figura 9.
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4 By “ P P T T [ -
datoa da i perat D SRGsta RN (M
ot L. . PR o L S g
il prdidaiiuld UY Go LiSHuiig Ol Ca sl {54

de hfgadn de rats 3 de lLuvadurn (Flg 13) ze obs

sarbancls we sncuyuniea

204 nmy al o

scvanns 3 44D on, e lU/JH-
este 1lega a loa 477 nn, de dande ya na se desplaza aln sumentands vge-
rias veces la concentroeibn del eolarente (Hassa 170 aiv).

Cuando las mitocondrizs se sacuenirsn respirando en prescencia de un

seatrato, el soira de zbsorboncla del £33 tiene un <ling en velorocs-

aunznbar Laoeciisoni

superio

a oEi) am, nue

i6n del colp
rante por arriba de lus gue no mostravon eifcctos sohre el acoplamicnio-

witaetndrial. sncia de Sluis

£B de 5, 20y i ‘s loza hesta 591-502 nm con BO,FM

gde eolorants en el medio y cusnda sate se sumenta hacta llD/ﬂ:llega a-
%10 se encuentra 3 485 nm. Si se au--

unaa LS5 nmy a2 170 PH de £3 21 n

sag desplaza el mixing de absor-

o
I
Lo
ni
©
=
[

menta sun mis la concentraciin d

birmcla haeia lgngitudes de vnda wenoras; de cualquier mznera, sabesos -
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FIGURA 13

ESPECTRD DR AB350R TOCONCRIAS DEENERGI

3INCIA DE £8 EN FRUGEACIA DE MI

)

= PR Qepimonto csn MURL medio de veseceidn similar al d
DB MUESer3 un 2XBErLLEAND 0o o ’ MEGLO G# TERCRLIC0O Z1milar a e

la figura 7. Antinicina 12 png y FOCF 8 ol final desde el prineipio. Con

cenhtracionis

a codastrazo. Condicionss del instrumen

re

to similares & las de la Tigura 9. Dos sensinilidaedzg difurentes en la-
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trzclones daflnas para ) orgenels el wiximo de
del £3 se mnoinirsbas por orriha de losz 300 nm (@ 5 FH 52 ob
serva a 510 nmoy a ﬂDIuM a 306 nm), a cancentraciones thxicas ase
desciends zdn wis, 1lagzndo a 424 nm Al pener 20 uld de £3 en el nedio y

450 ni a 50wk,

Zn la ficura 16 se mussitran los espectras e

3un gog concenbraciones e £3 :
de absorbesncis psra hacer mis ;
stro. A una conceatrecibne- :

o

{

es dufilna pera la mitocon- i

B

dria, =e shservz una diforencia znioe los mixinos €2 shsorbencia cde 7 & i
,

;

f

8 nm, irlentres nue a en la fig 16) cuanda las

HHR adn se chcueniran noopla

imsg de abscre

IS



FIGURA 15

SFELTRO DE ABFURSENCIA DEL E8 A DIFERENTES UDONUENTRACIDHES &N

P
o3

FRESENCIA DE ML ENZRGIZADAS, ©
in simtlares a las de la figura 2. Cendicia

Condiciones de incubseid

runensacidn simllerus o la2s de la Tigura 13, Una sola cscels

de sensibilided de chsorbencia, de 0.4,
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FIGURA 16

COMPARACION CE

AEDHCIA DE ER

COHCERTRACIGHES, &N PHR CNIRQIZADAS 0 REERNERIIZADAS.

lareg a las de 1a figurs 7. Antlaicl

Condicionss de incob

na A (12 g en 60l de GiF) y FUP (Bl Final) en log cosas de oitoscop

1. Ed 29 ul, (L

cia), y 170 of (Vedida a 0.2 de seasihilidad

1

nes de instrumenbaciln siodlares a los de la iigura 13.
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sronionss bua ol

e o Lo oulhon

bifn, =

corhoneia =

z

ol

en el medio de roceciin (Tebla I1) y

agreosr mitocondrisg consuiniondo exc

obtuvg un corrimiente hucla lon

scentud can la sdicibn de Slutomato-

2 ghservd ponlenda el 23 Zo un princ

ARTICRAVEEHE

zintE pues

teln pusde de-

la presencia

r-izocifn alternada de lzs MHR produce tome

miximg de al--

acnores longltudes de onda, s

ivio en auszncia da mliscsndriagew

e obeervd un riximo a 483 nm; al

e sustratos encigenos se-

noitudes cz anda mavores (507 na) gue se-

nzlata cono susirato de primer sitio

llegando a 512 nm; al agregar Rotsnsna valvid a correrse el wéximg de -

regreso hizta 456 nm. Agregando sho

do sitio obiuvimpos e Pusvz ©

la que encontranss el ~ixime e abso

zuccinaty como sustrato de segun-

ato on la longitud de onda a-

515 nm; al deenergi-



TagLa 11

+ PITODANGI 45 ’ 5i17

+ BLUTARATD #3LaTo 512
+ RUTENSTIA 458
+ SUCLINATD 515

ANTIFIDINA & Lay

-+

Fedio de lncubzcifn sindlar al de la Ticurs 7, adicifn secusncial-
de las sustancias enuseradcs con wedicién, dewpués de cada adicifn, del
egpesiro cde zhsorbencia, Conrdicionecs del insirumento como en la figura-

2, senzibilidod de 0.1,



sonoant

20y o nueas

&n log

Cbra vez, cowd ya o

dz fiunrescennia, el ATR @

Jag corvinientos (o ce--

de los inbi

pidores de 12 caddona res)

III  Capiecifn de £Y por la witocondria:

de cantacidn de L9 por mitscondrias con diferentes--
estades de ensrgizaclin bambifn debfan demcstrar diferente captecifn --
de E£B signdo imayor en el ostedo ensrgizads gue en el deegnercizado, afne

cuando en los datog de fluoro@eceneig se observa gque a canceniraciones--

intermedias de £B la Tluurescencis es menar anbes gue después de deeg---

nergizar.
Debido a la poca cuntided de mitocondriss de levogura obienida y &
la necesidad de wtilizarle an cencentrzcionss nlevedas parz poder apre-

ciar raptacibn cel colorante, puora L se uil
5 ui para evitar efectos secundariss ssbre los orpanelea y ae experimen

t6 exclusivarunte eva dos estzdas, el energizaco, sn presencia de etanol

como sustrato, y el deeaergizado, en presenciz de Antimicina Ay FOOP-~
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- 4 e beymd 4 o B . Lot {.‘ =2 - y
cuya copeacidn de £3 ya hobia sido e

g similarns con-t

arizn e2n la slnma tas

g3 das wminutos, en anbos tipos--~

de mitocondr

-

I1) se compara en 2] estacdo ensrglzedo vy el de-

eneroizadss fluoresce con el dnbls de in-

izadzs. La concenirzcidn de £8 utilizada--

para ectass experimentos, por ouesira fue de 5 Ay todavie inocuay pero-

z goneentraeidn
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BITOOOHZRIAL EN D35 MITUNAS.

SATA (3 30 k)

Condicionee

e inoub

al o la Tehla

I, £3 54 Fara AR mudlo similar al de la Figura 7, €3 30 ulée Tnou-

bacifn Curante dos winutos. Los valores wan los promsdios de 4 deter-

minaciones.
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elevadas para UHR que
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Las caracter{sticas del 73 1o sitdan como un posible monitor de ~-

poiencial de los llacsdos de incorporzcifng o tambiln de rospucsta lenta

(Lin

167%); eu cocficiente de psriicidn se desplszy on gran necida

g2l medio externo hacia 13 nerbrana, sobre todo cuando la caroa del lado

opueato se hace nogitlva can respecta 8l medio en que se hz21la el colos

rante. Cuando el gracientz de carga ae abate, el monitor se desplaza de
vuelta hacia el wedio caterno y wwestra lmportantes cambias en sus pro-
piedades bpticas, que san observables a las concentraciones a las quoe—-

no se ohservan efectos odversas sobre la fosforilacibn oxidativa (Tabla

I; Pefiz y cols 1577) y qus, wnz vez carwcterizados para el sistema en--
estudin, indican Fislwente cusl es el estado ensrgbtico de una membrana,

Las coneentraciones desde 0.5 hasta 5 ul) para ML y desde 5 hesta 30 ubi-

para I7iR no a2ltearan la fosforilacifn oxidativa y s{ se observan impor--
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o mibaconord

Los esperinantos de asbsorhencia susstran gue el EB, cn presarcia de

mitnoontrios encroizadiy, enira s ouns © meetn a 1o oae

gel mecin en ausencia do miiccondring, lo que genera un corrlisienta del

wixino de mwisifn hacia el rujo. Esa fase apolor es sasursble, con lo--
gue al rehasar clerta concentracifn, se pbserva una reaversidn gradual--
del desplazamiento Dri:ina%, regresanda el nixims hzcia las longitudes-
de onda, menores, del medio hicrofilice, en proporcifn con el sumenta--
del ‘calorz:nte, que debe estsr quedando fuera de la Fese apolar una vez-
que sa hé gaturadn. csta saturzeidn debe verse facilitada dé nanera im-
portante torbiln porla inhibicitn que el mismg coloraate ejerce sobro-s
la respiracidn mitocondrial.,

A las mlsmas concientraciones, sb decnergizemns a la mitocondria con-
inhibidores de la cadena Tusriratoria o con desacoplantes, la sbsorbens
cia desplaza su wdximo hacia 1a longitud de onda gue indica gue el colg
rante s encuentra en un madio polsr; una vez hecho esto, si administra
mos un sustrato cuyos electronzs ingresen s la cacdena respiraturia abajo

dnl sitio inhibido, el wéximo de ebsorbuncia indicerd un nuevo ingreso-

3!



gt Ja Tase oluecun 13 debon Sovedil sk wulosmenie 2y Pldoceununnla, .-

tal coma a2 i doserit

tut 1871) v oean

1574), Una vez deenergizasda 13 witocondgris, so
Flugrescencis, sicopre mayor que el gue se alcanzar{a con la sums de la

Tluoresc:ncia de swbos wedidss por seperzdo en madio acucsoj ese nivel-

debe correszandst al de la fluorecscencia de £8 distribufdo entre les des

fases, la meubrzral y la cxterna, de acuerdo con el coeficicnte de parti

la woicifn altirnada de--

sustratos con sus inhibldores especfficss en la mitocandria provoca cam
blaos de la Tluorescencia del £3 con giresccioncs definides y opucstas en

tre sf siguivnds 13 ensrgizzcifn y drensroizeciin mit-condrial; esig---

o

muestra la wtilids¢ cel 23 como monitor deg energizacidn en una membrana,

Entre la cincehtracifn de £3 gue os=nera apagamiento y la gue mues-

tra sumento de la fluorescencia, hay una transicidn, a una concentracién:

en gue se ohserva gue el nivel ce flvorcscencia casi no varfa, ni en el

tiempa ni al gnerglzur y deensrgizar la witocondria. 51 a esta concen

iracifn de coloranta se verfa ls cantidad de mitocondrias en el medio,-
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s ove ol efecto contoaris gl cocotinnts

iz manouse-

lente; esto explica gue su comportamiento en curnio a la influencia gue
tiene zabre la csdona reepiratoria al aumeniar su concentracidn sea si-
milar a 1o descrite para giros cationes argfnicos manovalentes (Rogerzs
y Blogins 1573; Fressman 19635 G%ez Puyou y Juang do Soaaz Puawou 1374 )
El aumgnto graduzl de la conerniracidn del colorente provosa una inhibi

cibn del estado 3 mitocondrisl cuando el organele estd utilizando sus--

ratos NHD;dEandientes;'nn as{ cusnde se utiliza succinato. La concen-

tracidn de £0 3 la gue sz observa esto es de lE.S,uM prra M,

Utilizando oiros cationss orgéanicos, este efocts selective ge inhi
bicidn sagre l1a parte inicial de la cacdena ya ha sido descrito, para MHR
con gusnidinas y derivados alquiladas (Fresaman 1263; Glmez Pﬁyou y Tue
na de GAmez Puyou 1974 ) e incluso para el EB (Pefia y cols 1977). Esto-
ha llevarda a postulor gitios hocrofbbices, inhibibles por estos compues

tos, situados entre 1z NADH cuoshidregenass y el citocromo b (Yeguzhinsky
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el prodecto de la oz

£ Lrxtaleo.s La e

rutdy oen 2) mison

uede ser debida a2 una compeiencia y rechazo wnutuo por la sisilited de-

I

cargas. £n mitncondrias cda levadura, hemos enconirado acclervacidn del--
consumo de Cxfoeno v aumento del cociente respiratorio como efectos de-

la presencia de Fotasio (Tuema y cols En Frensa).

antando la concentraci®n de £3 en el wedio, a 25--

A1 coniiiuar gu

}Wipara mitneongries de levsdura, encondramos coada vez mayor lahibicibn
gque ahora se torna indepondiente del sustrato wtilizedo, A concentracio
nes ain meyor:s, por ejemplo 3 42 aM, ya czsi no hay consumo de Oxipeno
y'no hay influzncia ni e desszcoplantes ni de <DP.

Lps datos de inhibicidn obtenidos para mitocondrias de levadura---

son esencialmente similares s los reportados por Pefia y cols (1377) pa-.

ra mitocondriass de hfgado de rata, excepta que ellas obsarvan en su als

tema un desacoplamiento indcial v que ge requieren mayores concentracia
VRS 2
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ufenhog lahibitorios. Aln oo

BrEa A expecinonto wa omende, o proparetdn oo

mi tanto para L ooono para KHR
nagnitud por lo gus =9n

cifn de FL buscande una reversifn de la inhibicidn,

€1 EB tizne una Oltima caracterfstica cue znalizar; oe treta de un

agente mutdgena mitocendrial importante. Los =xpordmentos de coptacilne

dempstraron gue las mitocondrias enerpgizadas concentran el
importante, Lsbte cilorante debe cstar selebido en wn me’lo de menar ---
cons tunte dielfciries o de mayor viscosidad gue el medio acupsa externo,

puzsto gue wsto lleva a modificaciones ilmporbantis de sug propledades--

. . - .
dpticas, afinza a su carga pues de obro mody se recheozarfan., £oto nos-=

deja con dos posikles sitiocs de lpealizucifn del €3, la rowbrana inters

na mitocondrial en su parte polar intzrpa (Lallger y Nousmcke 1973, clta-

dos por Sims 1874) y les wolfculas de la matriz witocondrial, que posean

una cerga negativa, entre las cuales se encusnira de unz mancra lmportan

te el D3 mitocendrial, el cual adeinds gunera carbing =n las propiedades
Spticas del colorante (Hong y Piebie 1976). Una vez gque el E8 interactie

2n grances concentraciones con 21 DX mitocondriel, las muteclones que-
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an Tovsturns doben oiEee

y Mobhlon 374D,

Mopotra upo i Llowelu a cabn oloenng sebtwdios gobre la soddfica

ae lous

fatogras, cbservandn un paralelo de los resuliodoo obbml--

dag asf con les repovtsdos agul para witocondrias sisladas, ya que la--

deenergizacidn de las mitasondriss desce el exterior de la célule intsg

il tocondrial-

prinueifin de pinar y un bumesnto-

al rrengrgizo an un patrdn de conbing b

similar 3l obsvrvade--~

cusngo usando i

tocondries

se oaide 13 Tluorsscencia de concenss

trociones elevsdns de B3 Mzunzs de

presentadas en esba--—

tesls fuzron tomadss de ese fretajo (Fela y cols 1930).
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El £8 es un buen waniior flug

scunbe que a concentracionzs info--
riores a les que interfieren con los pracesos fisioldgicas mitocondrid-
les cambia su intensicad d? flunrcscencia dependiendo de la presencia o
auzeneia de enecrglzacidn en
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meate la energizaciln mitoconsTial.

Afin afin howlar <e eifr

tus, padewos efirnsr gque el camiio de
patraones de Tluarescentia cepende e la propsrcifn enloranic-proteina,

Al aumenter la concentraciln de 50 se inhibe. el consuma de Ox{geno,
primero selegtivamente sobre &1 primer sitio y luééo sobre todas la cads
na respiratoria, perdiendo su wtilidad coms monitor.

Lla 2levada concentracion intramitccondria} de £8 observgda en con-=
dicipnes ds funclonalidad dszbe ser un foctor detersinanie para la muia-

genicidad especifica del colnrante wsobve este orgasnelo.



vz {luarzscencia en las nitunnnun.ms vialodia guardan-
con log observados wa Loy 1, 1y

e ) . - - £ o

g0 en la ndtocnndeian. €1 ©3 podria eg

tico mitooondrizd en 1z eoflulae--

Y3

fntegra, in viva.

—_

LUEeTENDS

ilidad de uwtilizar el EQ3

N

como un wonitaor de ensroizacion 3 nivel cuan

o

itativa, aprovechanco sus

caracter{sticas, tento de absorcifn caomo de Fluarnscencia, en especial

las primeras que lo hzoen camparanle g la safraning que ha sido wiillza-

da ya eficientesente como woniltor de potencial (Akerman y Wikstrém 19786)

aprovechando 12 separacidn oo sus wmhximos de absorbencia en medios de

difercnte constante dielfctrica,
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