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l\DREVIll'IUR!\S 

l\CMl\ 9 amino 6 cloro metoxincridin-, 

MES Acido 2(n-morfolino) et.-,nosulf6nico 

CXX:P carbonilcinnidn m-clorofenilhidrnzon.-, 

1799 aductor 2:1 de hexñfluoro."lcetonl y ñcetonñ 

tcCO diciclohexilcarbcx:1iimidñ 

DED dietilestilbestrol 

TPT trifenilestñño 

EDTA ~cido etilendiamino tetrnncético 

TEA triet.-,nolnmina 

oisc3 (3) 3,3 dipropilcnrbocianin.n. 

PNPP p."lrani trofenilfosfato 

FCCP cnrbonilcinnida trifluorometoxifenilhidrnzona 

PMSF fenilmetilsulfonilfluoruro 



RESU!'\EN 

Se obtuvo llfl<, prepnrñci6n de ves!culñs de membrñ~ plñsmf ticñ de 

S.cerevisine de ñCllerdo ñl mótcxlo rcport,.,do por Frnnzusoff y Cir illo (J .Diol .Chcm. 

258: 3608, 1983) con ñlgunas 1nodificñciones. 

Est:ñ prep."lrilción fue cñpaz de CE..!!~f.ñ:r un potcnciñl de menbrr1n.."'J, por 

r1ctividr1d de la ATPnsa, nl ndicionnr M:J-ATP ñl medio; nedido por Cilmbios de 

fluorescencia con el colorante oxonol v. Este potcncir1l fue sensible ñ inhibidores 

especificas de ln ATPnsa pl;ism4ticñ y n desacopl;intes. De igu;il Wñnern se 

generñ un gr;idiente de pH, el cl.1"11 fue medido por ciunbios en lñ fluorescencin del 

ACMA. 

Con estñs ves!culas se midió ln s¡¡lid-"'J de K+, con un electrodo 

selec..:.ivo, provocndo ¡;:>0r la actividñd de lñ ATPris..,, 111 11ñ;idir Mg-ATP al medio y lñ 

entr;idn de 45c,++ al genernr un potenciñl rirtificinl con vñlincmicina en 

ves!culas cargndñs con K+. 

Los resultados obtenidos indican que est..•s ves!culris se encuentrnn sellnd.1:s, 

siendo c"lp.:ices de ~~nernr un potencial de mernbrñn."J, positivo en el interior, y un 

grñdiente de pH, ~cido en el interior, y son ñdecur'ldñs p-"1Cñ ser utiliz.=tdñs en el 

c::;tudio del trñnsporte de iones en lñ menbrñM plasmitica de lo levndurn. 

SUM-1.\IlY 

A .prepartttion of vesicles frcxn yenst plrtsm-"1 membrñne \WJS obtained, i'tCCOrding 

to Frilnzusoff ilnd Cirillo (J.Diol.Chem. 258: 3608, 1983), with slight modifications .. 
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h11en Mg-ATP was ñdded, thi.s preparñtion was ñble to g_enerñt_g_ñ membrone potenti;il, 

AS .fi'lei)sured by the fluorescence chélnges of the dye oxonol V, that was sensitive to 

inhibitors of the 11+-A'rPñse of yer,st nnd uncouplers. 

A trñnsport of K+ W"IS measured in this vesicles, using ñ s¡;ecific K+ 

electrode, produced by the ñctivity of the ATPase when Mg-ATP W<'IS ñdded to th~ 

prepar;ition, ñlso the cntrñnce of 45c,.,++, when ñn nrtificiñl potentiñl w<'IS 

gener;ited with vñlinc:mycin in vesicles charged with K+. 

The results obC-,ined iOOic;ite that this vesicles ñre well señlcd ñOO Cñpnble 

of measuring il membrñne potentinl, posi ti ve inside, and ñ pB grildient, a cid inside, 

which mr,y wonder them suit.ilble to be used in studies of ion trñnsport in yeñst. 
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INTRDDUCCION 

Iñs levñdurñs son organismos unicelulares, eucoriontes, que h=ln sido 

clasificados dentro del Heino Fungi y se encuentr;in represent.-,dos en lil Nñturillezn 

p:>r i')proxinw:idnmente 39 g&neros y 350 especies. [.;=J 1n.-,yor !;i de ellr1s se 

encuentran asociadas al progreso, tanto industrial como comercial de ln hllITl<'tnidnd, 

debido a su capn.cidad de convertir az'llcar, rApid;i y eficientenente, en etr,nol y 

002 por medio del proceso de feanenti'lción alcoh61 ica. 

Desde tiempo inmemorial, las levaduras han sido utili7.ndñs para lñ producción 

de vinos, cerveza y r:r .. ,n, hñbiéndose encontrndo en excavi'tciones de TeOOs, urnas de 

cerveza con levitdur;i sedimentr,d"I, que dntr,n de 2030 nños A.C. 

Otra contribución muy importante de las levaduras al progreso de ln 

hllITLi'lnidnd, hi'I sido en la investigñción cient!fica; se dice que la bioqu!mic, 

nrició con la tecnologfa de la levadura; a pr-,rtir de ellas se han elucidado 

muchos procesos bioqu!micos y metr,bdlicos que se llevan ñ c;ibo en los orgñnisroos 

en general. Se puede decir que estos estudios bioquimicos se iniciaron cUñndO los 

hermnnos Buchner en 1897 descubrieron la fermentación del ñ?.óC"Jr ñ partir de 

"jugos" de levñdura que utilizaban para curar ciertas enfermedades (1). 

LUis Pasteur fue uno de los primeros investigadores que se preguntó por qué 

las levaduras acidific;ibc,n el rredio externo en el que se encontrñbñn, y no fue h.-,st.-1 

1940 cuando ConW<ly confirmó que durontc l;i fcn~nt.,ci6n de lri glucosn, hnb!f'I 

una producción m-1siva de 11+ de la céluln que ncidifieñb1 rf'\pidñmente e1 
medio; prop:>niendo lo existencia, en lo rrembrilm ploS1n-1tic;i de la levadurñ, de un 

c1tali7.ñdor rcdox (prob1blanente un citocro.no) que saCñra H+ al rredio ·Y que pr1srtri\ 

los "electrones a ;ilgón aceptar org;1.nico en la célula (fig.l A). 

siguiendo las investigaciones, observaron que los flujos de protones ib.1n 
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;::1c001p.,Mdos de l;:i entrñdn de K+ ñ ln célul;:i; se propuso entonces l;i existenciR 

de un ñCñrrendor electroneutro capr"lz de intercñmbiñr K+ extrncelulrir p:ir 1-1+ 

intrncelular (fig 1 B), pero este modelo no explicñh"l c6rno se ñcoplaba la 

energía n estos movimientos de iones (2). 

Posteriormente, cuando se emp:?:z;iron n re-"llizar estudios electrofisiol6gicos 

en cólulñs de grnn di~metro, en donde es posible introdUcir microelectrodos, se 

postuló lñ existencin de bo:nbr"ls electrogénicas de H+ en lr'ls membrnMs 

plr'lsm1ticas de hongos, plñntils y ñlgas (fig.l C), debido n que los potencinles de 

membrñnn medidos con los microelectrodos no pod!nn ser explicados en términos de 

potenci;:iles de UM difusión [Ji'lsivn de iones. 

El potenci;:il de la membrñm plñsm~ticn est:.'4 dndo por una distribución 

desigu;:1l de iones en ambos lñdos de 6st:n que origin."l un desbalñnce eléctrico por 

los 1novimientos co.TL_p2ns.-"ltorios de los iones ;:i trnvt!:!s de l;:i manbrana. Cüi=lndo 

existe un desbillRnce eléctrico, los iones perrne."lntes se mueven ñ trñvés de l;:i 

manbrnnR en respuest:ñ ñl potenci;:il hnstñ que se est;¡blece un equilibrio 

elcctroqutmico. Este movimiento de iones perrner1ntes es el llnmado potencinl de 

difusión y est.1 dildo por 111 ecl.li1ci0n de Nernst J.J,;"lrn cunndo se trata de un solo 

i6n permeante : 

.E = fil ln 

ZE' 

ion dentro 

ion fuerñ 

R = cte. gral de los gr1ses. T = t:eTipern tura ñbsolutñ, F = cte. de Fclrrtdily. z = vr1lenci11 

del i6n pcnnc~nte 

z 



A B e 

Hz e 
H+o Na+ + 

1 '/' 1 'l' r ATP ADP + Pi 1 1 J 1 1 1 1 1 ,>? 
1 1 , in in 1 ' in -~' 1 

1 1 J 
1 1 1 
1 1 1 

Bomba 1 Acarrc-ador 1 1 
1 1 1 

Redox 1 nc>utro J 1 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 

ext cxt cxt 1 + + 1 
1 1' 1 
1 1 .,¡, .¡, .¡, 

K+ 

Fig 1. - A) Hipótrsis rcdox de Con"vay. B) Intei•cambio clcctroncutro de 

K+/ ¡.¡+o Na+. C) Bomba elcctrogénica de rr+ {tomado de (2) ), 
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sin enbr"lrgo,. en lr:1-s ~erribrr1n~s biol6gic;1s e:<iste nas de un i"n per1Tlei1nte y 

entonces el potenciR~-_ d_e ·difus~6n- esta d;ido por ln ecMci6n de Goldm'ln : 

E =fil ln PM (Nn) f + Pk(K) f + Pcl(Cl)d 

F Pna (Nn)d + Pk(K)d + Pcl (Cl)f 

p;!rmeñbilidnd del K.Pcl permeabilidad del Cl 

Por lo tanto lñ Cñp..'lcid."ld de rrlñntener un cierto potencii'll de manbrarm estr,r.ta drtdñ 

¡:x>r el trnnsporte ñctivo de todos los iones, para el cual se requiere energ!n. 

Debido a esto, en los hongos se postuló lñ existcncin de lñ bombñ, que ser!n la 

gener;idorn de enecg!a, flpe>y.4ndose en los dr1tos de que los inhibidorcs 

metñb6licos er;in cap.-ices de disminuir el p:::itencial de membran.-"J e inhibir los 

flujos iónicos. En las levñdurr1s se sugirió (3) que esta bomb<l de protones 

podr!a ser unn ATPn°Sil que nl hidroliz.-"'1C el ATP sol tñbr"l un protón ñl medio, 

producierx:1o un desequilibrio de c1rgñs y explicr1ndo rts! el ncoplamiento 

energético. Por otro Indo se observó que en estos orgnnismos el trñnsportc 

rictivo de nutrientes se lleva a Clbo por cotransporte con H+, lo cual sugirió lil 

existencin de un mec1nismo q~imiosmótico donde el grñdiente electroqu!mico de 

protones gcnerndo por la bonba, proporcionarla la energ!n p.,ra la entrada de 

. nutrientes ;i la célul¡¡. El p-,pel de este gradiente fue J?Ostulrido por primero vez 

por- Eddy e Irrlye en 1962 (9) y hast..-l nhorn se 1vi pens.-1do que es el respons.-,ble del 

trflnsporte de met:Rbolitos tales como e,++, K+, omino.1cidos, fosfnto y 

;iz~c;ares (3,4,5,G,7,8). 

1\Ctualmente ya h.-1 sido purific,~ y car;ictcrizadil una ATP<=Jsa de protones de lA 

m:3f\brana plnsm:\tic,.,. Est:ñ bcmbñ ser!ñ fisiológi_c"lmcnte equivnlente n lñ 

4 
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11.TPñs.:"J Nñ+/K+ de lñ membrñn.-"> plñs.'l\."4ticil de lils c~lulns ñnim."'lles (10). 

~rñcterlstiC'ils generñles de ~ ll+- ATPñS.-"l de lñ membrñn.~ plrism1tic<J. 

En lñ rMy0r1fl de lñs levndurñs estudL=1das y en ciertos hongos cano 

Neurosporñ crilsSfl lñs c-"'lrñcter!stieñs generales de li'I ATPñs.-> de H+ de membr;ina 

plrism1tiCñ son similares y se diferencian de li'J ATPñSa mi tocondriRl o Vñcuolñr de 

estos misrros org,1nis:nos. 

Por electroforesis en geles de poliñcrilñmida con sos de liJ enzirrn purifiCñdñ, 

se hA encontr;ido que esL1 constituidil por un solo polip!!ptido de 100,000 ñ 

lUS,000 dñltoncs, ñ diferenciñ de ln mitocondriñl que est.4 formrida por variAs 

subunidacles. su pH óptirr.o Vi'llr!ñ dependiendo de la levadura; EJt-"'lra 

Schizosncchrtro:nyces OCXTlbe se hi=l reportado de 6 (11), Olndida tropicnlis entre 6 y 

6.7 (12), Neurosporñ crfls,s..., de G.8 (13) y SñcclVJranyces cerevisine de 7.5 (14,15,16) 

y s.s (17}. Aunque los Vñlores de pll óptimo reportñdos en l;i liter<'Jtura vnr!ñn 

de 5.5 ñ 7.5, parece ser que es~"ls Vilriñciones pueden explicnrse por difcrencins en 

lns condiciones ex~rimentnles (2) y.=i que se hi=ln report:.1do diferentes Villores p..1r;i 

el pH 6ptimo que vilr!nn dentro de ese rilngo en un.-, mi.s:m cepa; otrñ posibili~d 

ser1il que existierñ contamimci6n con /\TPnsa mitcx:ondriñl en esas preparñciones 

cuyo pH óptimo en todos los casos se encuentril ñlrededor de 9, o de ATPnSñ 

VHl:llOl¡tr p.."lrn liJ CUñl es de 7.5 (18,19}. 

El sustrnto especifico de lñ enzima es el ATP .,. f'J..J++; en lñ ATPñ&"l 

purific;da se h.-"1 viSto que el ca++ y el Mn++ t:.1mbién pueden funcionñr como 

• t 2) b; . • ++ l "b d l CO.i.:ilc ores ( • A rlJñS concentri'IClones de 119' i re que Vi'ln e 0.02 ñ 1 fl11 ;i 

enzim"l se nctivr1, mientras que .'l concentrñcionas m1s ;i!f:,"ls, h.1st.-J 10 m:1 se observñ 

un."'I inhibición pseudocanpctitivil (14,20); otros ñUtores reportñn que s mM es lñ 

consentri'lción 6ptimñ y hastñ 25 mM ob::;ervnn solo ·un 20 % de inhibición (17). 
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ra relnción óptim-"l M-J++ - ATP parece ser de 1 nunque Delhez et.al. (11) 

reportñn que es de 1.5. 

Los Cñtiones monovalentes son CñfK"lces de nctivarla (12,21,22), nunque por 

estudios prelimi~rcs en nuestro laboratorio parece deberse ñ un efecto de la fuerza 

iónica y no de los mtiones 11 per se". La ATPas.-'l mitocondrial lJ"lmbién es 

estimulad;i (2) pero no as! ln 1\'l'Pñs.-"'J v;icuolnr (23); ridcm1s se h.-"1 rep:>rtñdo que 

los C"ltiones monovr:1lentes tnmbi~n son cap.')ces de protegerlr:1 contra lñ 

inñctivnci6n (14). 

Los c""Jtiones divalentes en C'Jmbio, tienen un efecto inhibidor en presencia de 

M:J~+ (12,22), ñ diferencia de ln ATPi'ISñ vacuolñr lR CU.-'ll no se inhibe con Cñ++ 

corro en el CñSO de lñ plñSIMtica. 

Otra propied;id de la ATPaSfl de la membrr:1na plasm4tiCñ, es su especificidnd 

por ciertos inhibidorcs que no afect;in a !;is otrñs dos; tal es el caso del v;inridato 

y el DED; la enzima no es inhibida por oligomicinñ, venturicidin.-, ni azida, que son 

es).'.X?c!ficos de la mitocondrial y por lo t.ñnto, t:r'lmpoco afectnn a lñ vacuolar 

(24 ,25). Por atril p..,rte existe una serie de inhibidores. que .'lfectn ñ ;unl::i•r'lS enzim.1s 

con diferente especificidrld como son el OCCD, Dio 9, NaF, etc. 

(3,11,12 1 14,17,18,19,21,23,26,27). fr"l inhibición por vnrvidato de la ATPilsa de 

mernbrñn.'1 plñsrMtica, ;i diferencia de l;is otrns ATPi'tSas, sugiere l;i existencia de 

un intermediario fosforilñdo.en el mecñnismo enzirtk-itico, rJl igUi\l que en l;i ATPa&'l 

de Nr, + /K+ y la de Cñ ++, ya que el van.'ldn to se M ¡x>stulndo cano un an.1logo 

del Pi en los estñdos de trrinsici6n dur.rinte l<'I hidrólisis del fosfato en 

protetnns (17,28). 

Puri fic,ci6n :t rcconsti tuci~n de la cnzim., ~ membr;in.r:1s. 

Se han utiliz;ido diferentes técnicas p•rñ l~ purific-ici6n de est.-'l enzimrt; 
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diJdo que se trata de un.-, prote1m integrnl de monbrnm es necesariA lñ 

utilizaci6n de detergentes para lograr su solubilizaci6n; nunque los m~todos 

difieren en pequeños de~,lles como el uso de diferentes detergentes, etc., 

h1sic.·:unente consisten en los mismos pr"lsos (27 ,29 ,3'3). Con lñ ATP;isa purificñdñ se 

re.,lizó u~, serie de estudios de carñcteri~"lción y canprobaci~n de lo que se 

Mbfñ observndo en las investigñciones con el organisrro completo. Al utiliz;tr lñs 

tf!..cnic.-"ls que se hnn desarrollado ~~ra ln reconstitución de prote!n.-1s en 

mznbranas nrtificiales (31,32), se logró incorporar la ATPasa: purific.-"lda ñ 

liposom.~s y se canprob.1ron definitivamente las observaciones de que en efecto se 

tr~tñ de un.c::i banh"l electrogénica de H+ (33,34 ,35). 

En los estudios rc.,li2'ldos por MalfA-'lrtidii y Serr¡:¡no (1'3) con la ATPñSñ 

purifieñda de S.cerevisiae y reconstituida en liposomris, se obtuvieron resultndos 

con los Cll<"lles proponen que la ATPnSñ, nl menos en su sisteTl<":I, se comportñ de m"'lner;i 

heterog~ne."1; r:orte de las moléculns operñn cano banbñ electrog..!nicñ de 

protones y parte ccxno bo.Tib<J electroneutra, trnnsportnndo trimbién K+ en un 

intercnmbio H+/K+. Estos autores adem1s postulnn unn tercern posibilidñd de 

que lf.I l\TPñsn realice un interCi!mbio electrog~nico de 2fl+ /K+ (fig.2). 

También indirnron que en su prepñraci6n de ATP.'1.sa 11 purific;¡dn 11 tienen 

polip!ptidos de bajo peso moleculnr, lo que p:irece sugerir que tal vez alguno de 

ellos pucdil actu.1r como ñc.ñrreador de K+ que tnmbil!n se les incorpora en los 

lipose>1ms y ser el c-"lusante de lf.I heterogeneidad que observñn. 

Otro ñutor que npoya este punto de vistñ de que la l\TPñSi'I de protones en 

realidad es Ul'lñ /\TPasn u+/K+ es Villrilobo A. (36,37), que propone que ln enzim:J 

se encuentra involucrilda en ln transloc;,ci6n de los iones K+ a travós de ln 

mcmbr;in.1 plns:n4tica V fil una comp.Jcrta sensible ;¡ vol taje que puede estar 

loc"1liz.1c1"1 en la mis.1\1 enzil"IVI (36). 

Aunque lñ 1\TPñsn pudierñ funcion.'lt ccxno una. banbn de cationes por la cual el 
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\!. 
z¡-r• 

:_.:¡ ADP +Pi 

A 
ATP 

e 

K+ 

\ /" ADP +Pi 
\ I ;1 
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:;:(.-1-tj:..::._ 

B 

Fig 2. - A) Bomba <>lt•ctrogfnica dC" H+ . B) Inte1·cambio electronc•utro 

H 4 /·K• • C) Intercambio olrctro¡¡~nico ¡-r+ / K 4 • (tomado de (3)). 
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K+ seria translocido nl i~terior celular y los H+ al exterior a exp:ns;is de la 

hidróli~is Lle ATP, las posibilidades son que el transporte de K+ se lleve a c.,bo 

impulsado por lri fuerza electrClnotriz de I-1+ en lugar del potencial de menbrilna 

como se hñbir1 propuesto ya que los potenci;iles de membraM Cñlculados parñ las 

levc'lduri1s (ver p;1g.lO) son muy br,jos p.-,rñ poder explicar lo distribución de K+ 

observada en las cólulas (38). 

Tri1b.'ljando con lils célulr.is completas es dificil interpretnr ~sto, ya que 

p-,ra medir los flujos de protones se U&ln electrodos de pH o m~todos 

espectrofoto~tricos (39} que detectan la acidificación net;), la cual ademAs 

de los u+ puede estar dñdil por ?leidos org~nicos que t:ñmbi~n son expulsados 

por la c~lula (40); aderMs cano se hñ observado que con algunos inhibidores h.,y 

salida de K+ (41,42); es nece&lrio decidir qu~ flujos de CAtiones se encuentran 

direct..;mentc acoplados ñ la hidrólisis de ATP y cl.lñles indirect:ñmente. 

Estas dificultades pueden disminuirse si se tra~ja con vesículas de menbrana 

plasMtic--:i en las cuales se eliminñ por completo .el metabolisrro celulñr y es 

p::>sible controlar ias composiciones ióniCñs de lAs soluciones tñnto internñs ccxno 

extern.-1s. 

Vesiculñs 9-g Merobr;:im 

Dt utilidi'ld de u~r vesículas de membr;in.'l plñsm4ti01 p-,r;i los estudios de 

transporte se hñ demostrado ;impliñmente, sobre todo en sistemas epiteliRles o en 

otros tipos de c&lulils ilOÍm-,les. Sin embargo, en hongos, sólamente en el caso 

de Neurosporn cri'lss, cuyil menbran; se vesiculñ fAcilmcnte se 11.-;biñn podido 

re.;liz..,r estos estudios (43,44,45). En el caso de ias lev~duras especiñlmente 

&,ccllñromyces cerevisi<:ie l"k,birt sido dificil obtener preparñciones de vestculñs 

sellñd;is; l<is prep-,rnciones que se n-,bfiln logrnd.o (46) teni;in biljil ñctividñd de 
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ATP;isa y no se encontrab,.,n sellrtdns. unce poco tianpo Frnnzusoff y Cirillo (47) 

m:x:lificando el procedimiento de puhnmn et.rtl.(46) obtuvieron ves!culñs de 

Sñcc.1romyces cerevisine con lns cuales estudiilron el trñnsporte de glucosa. 

Recientanentc Ahlers (22) reportó un-1 preparacion de vesículas o:1p;::ices de 

generñr un grf'ldiente de pll. 

Un-1 rMnera de cG~probar que las ves!culñs se encuentr;in sellndas es 

determin.1ndo si son o-'"lpr.ices de generñr y mantener un potenci;il de manbrñnñ ": En 

cél1;Jlñs de gran tñrMño este potenci;:il puede medirse directnmente con electrodos 

colocados a ambos lados de ln rnembrann y midienclo ln diferencia de potencial 

existente, ¡;:ero en las ves!culas o en lns células pequeñas es neceS<'Jrio utiliuir 

~todos indirectos, como determinñr la distribuci6n nl equilibrio de iones en el 

interior y en el exterior y de nh! calculnr el potencial, com:> se hñ hecho con la 

distribución de c,tiones lipof!licos ccxno el tetrafenilfosfonio (TPP+) y el 

trimetilfenilfosfonio (TPMP+), los cW':lles se equilibran de ;icuerdo al potenciñl y 

por su peaneabilidad pñSiva a trñvés de ln membrarlñ, estudiñrxlo su distribuci6n 

en condiciones en las cuales la c~lul;:i se encuentra despolñriZñdñ o 

hiperpolñriZñda. Los potencinles de menbrona medidos en c~lulñs de levaduro por 

est:r"'l técniCñ var!rtn entre -50 y -12CJ mv, dependiendo de lñ especie estudinda y 

del pH externo r1l cllñl se mida. Para s .cerevisirie se hñn rerx:>rtñdo a pH 7 valores 

de -76 mV (48), -120 mv (49), -90 mv (50). 

También se h=ln utiliZñdo los colorantes fluorescentes p:tra lrt detección y 

medici6n del rx:>tencinl de rranbram. Existen tres clases princip.~les que han 

demostrildo ser eficientes p-1ra estos fines que son lils 1nerocianiMs, cianims y 

oxonoles {51,52) ( fig .3) • En general son mol6culas cnrg;JC:la.s, perrna,bles a trñves 

de ln manbran., y que se redistribuyen pr1sivr1;nente dependiendo de los cambios de 

rx:>tencial y tnostrilndo O-"'lmbios de absorción o fluoresccncin hñsta de un 90%. 

U&'lndo un.'l cianin.'l se midió el potenci;il de memb.rñn.-'1 de s.ceorcvisiae, y se obtuvo 
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un valor de -74 mV a pll 6 (53) ,valor que est:.1 en el rango de los cñlculñdos por 

los otros m~todos, por lo que si p.-,recen ser confiñbles p.-,ra h.'1cer deteonin,ciones 

cualitñtivñs del potencial. 

Otrn rMnera de Silber que las vesículas se encuentran sellndas es ver si son 

Cil[lr"lces de mantener el gr."ldicntc de pH generñdo por lil ilctividñd de la ATPasa. Esto 

t:ñmbión ha sido medido, en diversos siste1li'ls, con colorantes fluorescentes que 

detectan c,mbios de pl-f, como la fluoresce!11<-, {54,55,56,57) la 9-n.11ino acridim 

(SB,59) el naranja de acridin, (45) y la 9-amino 6-cloro 2 rretoxiacridin,, (AOiA.) 

(22 ,3~ ,35) • 

Con tOOa lñ infonración de que se dispone hast:ñ el momento ñ~n quedñn 

muc~s preguntñs por responder r-nra lograr e5clnrecer de que m-,nern se encuentran 

acoplados los flujos de iones a la actividad de lñ ATPasa. Debido a esto el 

objetivo de este trabfljo fue tratnr de lograr una prep.."lraci~n de ves!culns de 

menbrnn.'1 plasmiticn de s.cerevisine que se encontraran selladas, si logrAb,.,mos 

sell."irlñs entonces ser !an c,p.,ces de generñr un potencii!l de me:nbrc"ln.'1 y un 

gradiente de pu p:>c nctividi!d de lri ATPns.., al ngregñr Mg-ATP. Ti"lmbién ern 

importante que ést.-, veslculas tuviéran una buen., actividad de ATPnsa, as! 

como todos los ccrnponentes de la membrñn.'1 plñsm1tica p.-"lra poder re11'1izar estudios 

de trilnsporte de metabolitos, ya qüe el intec&s principal del laboratorio es el 

estudio del transporte de diversos metnbolitos en los célulils de levñdura y con 

éstas ves!culas _se.nbrir!a un grAn campo pr"lrn frJcilitar dichos estudios. 
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MllTERIAL 

El oxonol V y el DiSC3 (3) fueron obtenidos de Moleculñr Probes, Juntion City, 

Oregon. 

El /\CMA fue doMdo por el Dr. P. Overnth, M-,x Plnnck Institute for Biology, 

Tubingen. 

El 1799 fue ·donado por el Dr. P.G. Heytler, Oupont de Nernours, Wilmington, 

DelR\o.n re, USA. 

El merc;:iptoet:nnol se obtuvo de SchW<lrz/z-.~1nn Dickinson iln:::l Co. Ornngeburg, New 

York. 

El imidnzol, M-1so4 , KCl, TCA fueron de Bnker y Co. México. 

TCX}os los derMs ce;Jctivos fueron de Sigim Chemi~l Co. St. Louis Mo. USA, u 

obtenidos comercialmente de grado nnalftico. 

MllTODOLOGIA 

1) cultivo de lns cllulas. 

La levñdurrt S.:tcchñrocnvces cerevisine se obtuvo comerciñlmente de La Azteca S.A. 

El pñquete de célulrts se resusperxlieron a rr1 zón de Ja grn/l t (peso hanedo) en 

el medio descrito (X>C De Itloet ct.;il. (63) que contiene OlC12 3.382 gr/lt, Mgso4 

0.513 gr/lt, KH 2ro4 2 gr/lt, (Nll4) 2so4 6 gr/llt, b-,ctopeptona 5 gr/lt, 

extr;icto de levadura 2.5 qr/lt, glucoSrt nnhidrn 40 gr/lt y lñctñto de sodio nl 501. 

7 ,.12 ml; incub.1rrlose dur;inte 8 h ñ 33 •e l:n jo ilercrtción vigoroSrt. Posterionnente, 
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las célulns se centrifugaron ñ 3G00 rpn durante 5 min. y se lavñron dos veces con 

agu., desionic..-,dñ, resuspendiérrlolris fiMlmente en 400 ml de <'!gua. Se ñecearon 

ducnnte todri lrl noche (15 - 18 hs) burbujeando aire ñ través de lri suspension. 

A la nañona siguiente, las célulñs se centrifugriron y se lnvaron un-, vez con agllil 

desionizadñ. 

2) Purificaci6n de lñ rocrobrnna plosm1tica. 

Se purifio<lron de acuerdo con Franzusoff y cirillo (47). r.,..-, t6cnica consiste 

en lavar una vez las c&lulHs en un amortiguador que contiene s.'lcnrosa G.25 M, 

imidñzol 10 mM, EDTA l nt-1 1 rrercaptoetñnol 2 m?1, PMSF 1 mM, y NrJN3 ñl 0.02% pH 7.4 

(0:mortiguador A). se resuspcnclieron las c~lulas en este mismo ñmortigu.'ldor (15U gm 

de peso hómedo en 250 ml) y se ranpieron con pcrlñs de vidrio de 0.25-0.3 mn en un 

homogcneizndor de c(!lulas B.Brnun Melsungen A.G., enfrindo con co2, durante 90 

seg en lotes de 50 ml, colocando la mitñd de perlas en el frasco y lo derAs con 

ls'ls célulns resuspendidns. Unñ vez rotns tOOas lñs células, la suspenci6n 

final se filtró en un anbu:lo de vidrio de filtri'lción de 40-60 ans par;i eliminar 

las perlas de vidrio, las cuales se lavnron con 100 ml del mismo amortig~'ldor fl 

frlo. 

El homogeneivido anterior se sometió a centrifugaciones diferenciñles, 

rtltern."'!dos con sonicñciones en un sonicador de vñstngo MSE, a 2 amperes, Cftmbios de 

pH, congelnci6n en un h-"1ño de hielo seco '1ceton"l y descongelñción en un OOño de 

ñ9U', a tanpt?rñtura ambiente coroc> se io::Jicn en ln fig.4. A partir del precipitado 4, 

la resuspcnsión de lns muestri'Js se re.,liz6 en el ruriortiguador !! que conteñla 

Tris 10 JT4'1, EDTA 1 nt·1, PMSF 0.1 m'1, N.-,~3 nl U .. 02% y tnerc;tc>toetnnol 2 m1 pll 7.5. 

~ es~, tt!:cnica se le ndicionó en el Oltimo p.-~so una centci~ugación ñ 36 

Ctl0 ~rfXll x 4" min de las menbrru1.ris resuspcndid..'ls en el amoctigoodor !!• t.;ls membranas 

14 



HOMOGENADO 

4 500 i·pm x 5 min. 

·~· 

P1 

\1. 1 
sonicar 20 srg. 
8 500 rpm x 5 nün. --- .....__ 

5z P2 

1 4 500 rpm x 5 m.in. 
----

cambiar a 
pH 7.5 

__..... __ 
53 P3 

1 

sonicar 20 seg. 
ca1nbiar a pH 5 
4 500 rpm x 5 min. 

----- ----
Í

4
cambiai· a pl-I 5 
sonicar- 30 seg. 
8 500 rpm x 10 min. 

55 ----- --..:__ 
~ P5 

cambiar a pH 5 
8 500 rpm X 3 min. 

--- ----56 p6 
cambiar a pH 7. 5 
congrlar y dC"scongelar 
36 000 i•pm x 40 min. 

----- r7

36 000 rpm X 40 min. 

~ ........._ 
5s Ps 

mC"mbrana 
plasmática 

Fig 4.- Esqurmn. dr la purificación dr la mc>mbrana plasmática. 
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se resusperrlieron finalmente en un volurnen m!nimo del mismo ñmortiguador a razón 

de 10 - 20 rrq de proteJ:n.1/¡nl. El lavado ñdicion.11 se llev" ñ cabo p.-'1ra elimin.'lr 

lñs r:ictiviclades de pirofosfnt;..1&"l y fosfatnsr:i encontr;:id,,s en lil ;nuestrñ. La pureza. 

de l;i prepr1rnci6n se estudió por microscop!a electrónica y por l;i nctiviclñd 

de ATPasa sensible a van.'ldato, oligomicin,, y azida de sodio. 

3) Deterinimción de prote!n.,s. 

r.n protc!n.1 se determin6 ~~ir.inte la t<!:cnic;i de Lowry (61) utilizando 

ñlbttnina de suero bovino como est;.indrir. 

4) For1n-1ci6n de lrJs vcs!culns de mc:nbrnn.-"l pli1sm"1ticn. 

Se siguieron los procedimientos de Franzusoff y Cirillo (47) con algun.ls 

modificaciones. Se prep.'lraron liposorrns de fosfñtidilcolina de soya (Signiñ Chemical 

Compt'1ny P-3644) a um concentración de 47.6 mg/ml, en un ñmortigUñdor MES-TEA 10 

mM pH 6.5, EDTA 1 m:-1, que contenlñ ;ideMs acetato de K 10 mM, o sac-,rosa 20 mM, 

o KCl 10 mM, sonicArxlose a clñridñd, generñlmente durante 45 seg., en un sonicndor 

de v.'lstñgo (Drñnson Sanie Power Comp-,ny, 1-'.cxlelo B 12) • De lil sus~nci6n de 

li¡x>scxn'ls se tan6 31.S rrg de ~stos y se mezcló con 4 rrg de protetna de 

manbrñna plasm1tic,, llevAndolris a un vol unen finñl de 1 ml con el misro 

amoctig~,dor. Se agitnron Stlil;verrente, se congelaron en un t>..,ño de hielo 

seco-aceton.-.1 y se descongelñron ;i temperntur;i ambiente dos veces. Posteriorm?nte se 

sonic.,ron en un baño soni~dor (Branson B 32) con 0.01 % de tritón,. durrtnte 

tianpos variables h.ast;i que la mezcl;i se nclrirara, generalrrente este tiemp:i fue de 

lB mio. 

5) En~,yo enzim1tico. 

Lr'li detenninación de ;ictivitlild de ln ATPñsa en lR preparación de membr;.ina 
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plR~tMtica y en lñs vesfculfls se midió en un volumen fin.'11 de 350 ul de un 

medio de re.-'1cci~n que contenta S.:lcarosa 20 mM, t-\ES-TEA 10 mM pu G.5, EDTA 1 m"i, 

M:'JS04 10 mM y ATP 6 1nr1.. [;) re."lcci6n se co.nenzó por la ñdici6n del ATP y ln 

rrezclA se incubó ñ 30 e durRnte 10 min. Lil incubación se detuvo adicionA"ndo 100 

ul de TCA al 33 % y trnnsfiriendo los tubos a un b.=tño de hielo. Posteriormente se 

centrifugaron 3 min A 30U0 rL:m y en una Rl!cuotñ de 200 ul del sobre['l;')dante se 

midió el contenido de fosfato por el métcx:lo de Fiske y subbaRow (62), prep;lrando 

un es~ndor de fosfritos para c,dn en&<lyo. Lñ ilctividñd se va a expresar cc:mo 

nnolas de fosfato (min x mg prot}-1 

p¡:¡r;i medir si li..,b.ín i'ICtividRd de ATl?i!Sñ mitocondrii1l en li! muestri'I de 

ITlrnlbrnoo pli!s1Mtica se ens.'ly~ de lñ misn\"l m-,nera rncncionñda anteriormente pero 

utiliz¡indo cc:mo ñmortigl.Ytdor Tris so4 100 ml"I pH 9. 

[;) concentración de protefra utiliza.drl en cada ens¡:¡yo fue de 100 ug. Los 

inhibidores utiliZRdos se preincubaron 2 min con li'I prepari'lci6n excepto pari'I el 

rx:co, que se preincub6 20 min ñ li!s concentrñciones mencioM&s en las tablas 

respectivas. 

6) Pruebas fluorescentes. 

El potencial de difusión generñdo con vñlinomiciOñ, se detectó por el 

ñp;:tgnmiento de la fluorescencin del oisc3 (3) eAcitnndo a 540 rrn y recogiendo lñ 

anisión ñ 590 rm (53). [;Js ves!culns se pcep;irñron en un ñmortigU'"ldor MES-TEA 

10 mM, KCl 100 mM pH G. 5. 100 ul de vesiculris se rtdicionaron ñ un vol unen fiml de 

2 rnl en un.'l celdilla que contcn!il MF..S-TEJ\ 10 mM pH 6.5, Si'ICilCOSi'l 20'3 mM y 

DiSC3 (3) 4 U:·t. Lns adiciones fueron volinomiciort 1.5 ng, CCCP 1 u..'1, KCl 5 ~t y 

1799 líl uM. 

[;I foannción de un potencinl de m::mbrilna y un grñdiente de pH se ensayaron 
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¡x>r el apngñmiento de lñ fluorescencia con oxonol V (63,64) y ACMA (22,34,35), 

respectivñmente. El oxonol V se excitó n 580 rro y se midió la fluorescencia 

anitida n 650 rm. Pñra el A01A las longitudes de onda utiliZñdns fueron 400-470 rTil. 

L--1s vcs!culns preparad.is en los diferentes amortigu.1dores (400 ug de 

prote!nr"l) se ;idicionaron en um celdilla con MES-TEA 10 mM pH 6.5 y sncarosn 20 

rnM, KCl 10 mt·t o i1cetñto de potñsio 10 1nM, en un volumen fin;il de 2 ml. Para 

estudiar el potencial de 1n.=inbrnnn generado por hidrólisis de ATP se utilizó 

Mgso4 5 mM, oxonol v 8 Ui'1 y se inició lñ rer"lccidn adicionando ATP 5 m.'1:. Pnrn 

l;i m...""Clidri del gradiente de pH se utilizó Mgso4 l. 5 mM, AOtl\ 6 UM, y se inici6 

la reacción con ATP 1.5 mM. En ambos casos se hizo un trazo agregando 10 ug de 

oli90111icinñ paril determinr1r el grñdo de contñminacidn mitocondriñl de cada 

prep.."lracidn. las medid-is de fluorescencia se llevaron a cabo en un fluor6metro 

de SLM Instrunents Inc. 

7) Microscopia electrónim. 

r.as muestras de membran.~ purificadñ y de lr1s ves!cul;is se socretieron ñ 

un,1 tinción negativa, poniendo UJ1i') go~ de lñ suspensión respectiva. sobre la 

rejilla, secAnclola con un ¡::apel filtro y aplicando un.-1 gotrJ de <4cido 

fosfotóngstico al 0.2 %. se dej6 teñir duronte un minuto y se secó con un 

¡::apel filtro. [.;)s prepar~ciones fueron observadns y fotogr;ifiadas en un 

microsc6pio electrónico de transmisión Jeol 100 B. 

8) M.."'CJidn del trnnsporte de K+. 

se prep.~raron ves!culas de lñ mism., minera indicnda anterionnente en un 

rtmortigu-idor 1-IES-TEA 10 mM pH 6.5, ¡~el 50: mM, EOTf\ 1 m'1. Se p.isnron por Unrt columna 

de Sephadcx G 50 fino de 0. 7 x 25 on equilibrada con l-IBS-TCA 10 .mr1 pll 6,.5, sac;iros;i 

100 "mM eluyéndolas con el mismo amortigU'ldor. 
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LOS movimientos de I<+ de lñs vesfculas cargr:idas fueron monitorendos con un 

electrodo selectivo de K+ Orion, uS<'Jndo un electrodo de referencia de calorrel,cn 

unn c1marñ de 10 ml n 2sºc. 

LOs electrodos se conectñron ñ un amplific'ldor [X>tenciom&trico 

H~'lth-schlumbergcr modelo EU 200-1 conectñdo ¡¡ un grrificridor. Los trnzos se 

iniciaron al adicionar 50 ul de las vesfculas en un medio que contenta MES-TEA 

10 m.'t pH 6.5, Si'!Cñrosa 100 mM, KCl 2íl uM y con o sin MJ-ATP l m"1. Los controles 

respectivos se llev;iron a C'lbo con liposanns cargados con K+, igual que las 

vesfcul;is y t..-'lmbién pasados por un'l colunn.-'l .. 

Se utilizaron cantidades conocidas de una solución est..indar de KCl parñ 

calibrar la respuesta del electrcdo en eñda experimento .. 

9) Medidñ del tr;¡nsporte de Ci ++. 

Se prepararon vesfculas de la misma m--'lnera c'lrgadns con K+ como se indicd 

en la medid.l. .del trñnsporte de K+. 

Los movimientos de ea++ se midieron uSi'lndo un medio de reacción que 

contenfñ sacaros.-., 100' mM, MES-TEA 10 mM p!i 6.5 y 45en++ 15@ uM, al cUñl se le 

adicion.,b,.;n las ves!culas preincubnndo 3 min a 30°C. Se tCXTu'lron al!cuotr'ls de leo 

ul que se filtraron en colttTU1<1s de oowax AG 50W-X8 de 0.5 x 2 en centrifug."irrlolris 

durilnte 15 seg, tom.-1ndo una muestrñ de 50 ul para contarla en un contador de 

centelleo Pnickñrd Tri-Cilrb 3~0. Posteriormente a ln mezcla restante se le ndicion6 

valinomicin;¡ 10 ng y/o A23187 3 uM o I:O:P O.l uM. se incubó 1 min·mAis a 30°C y 

se tomb.1n alfcuotas que se filtrabr;n ele ln mism:-i n'l.,nera en lñs colunms y se 

midió su contenido ele 45en ++ 
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RESU!:.TADOS 

PurifiC;lción de lñ membr~nñ. 

Al purific"lr la membrñnñ [X)r el meto:lo de Franzusoff y Cirillo (47) encontramos 

que odem1s de lR ATPasa, exist!an trimbil!n actividñdes de fosfRtñ~, 

demostr;ibles us.-"lndo ADP o PNPP como sustrñto, y de pirofosfiltnS<l con PPi cano 

sustrato. Estns ñctiviclñcles pod!rin ser inhibidns por molib:lato y ~F 

respectivamente, los cuales son inhibidorcs espec!ficos p"lrñ cndn Ul"li'I de ellas. 

Con li'J adición de· una centrifugación mAs de 3G 000 i:¡;:m x 40 min ,, lil t6cnic"l 

original se pudieron eliminar tot:ñlmente estas actividades y qued"lndo solnmente la 

actividnd de l\TPilS<"l de ln membran., pla51Mticñ. Esto sugiere que las otrr:1s 

actividades eran de enzim.-"ls solubles del sobrel"li'ldante que no se ~bfan removido 

durilnte lil primera centrifugñción. 

Ln ñctivid."ld de ATPaSñ en la prepar;:ici6n purifica& de manbrana plr1s:.Mtica, 

medida A pll 6.5, vnri6 entre 0.6 y 1.5 unoles(min x rrg)-1, i\unque en ñlguMs 

prep.1rAcione~ se encontraron actividades li<=lsta de 2 umoles (min x rrq)-1 • Esta 

a:ctividr1d es similar ñ la rep:>rt.-'"ld<'J en otrns prep.1rnciones (22,47). ta enzim."l fue 

inhibida efic1znente por vn0c1dato y DEB. Otros inhibidores no tnn ef io:1ces fueron 

TFE y 0::0), que hubieron de utiliz¡,rsc a Altas concentrncionc::;. ~ oligcmicin.'l 

inhibió entre 5 y lU 't, y como eri'I de esperarse la nziclñ de sodio no inhibió 

( t;¡blñ 1) • 
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Tabla I • - Actividad de ATPasa de la mcmbrarla plasmática purifi
cada. Efecto de los inlübidorc>s. 

e ondicionrs Act. c/r ccífica Act. relativa 
EA"P crimental es umolea rn.in/mg o/o del control 

control 1.48 100 

oligornicina 10 ug 1.44 97 

van ad ato 100 uM 0.07 5 

NaN3 300 uM 1.46 99 

DEB l mM 1.12 76 

TFE 250 uM 1.39 94 

DCCD 100 uM 1.25 84 

La actividad se midió según se describe en la metodología. Los 
inhibidores se adicionaron a las concrntraciones indicadas, 2 ntln 
anti:-s d<:> iniciar la reacción con ATP, e>xccpto el DCCD que se pr~ 
i11cubó durantC> 20 min. 
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!tl niL'>dir la ;1ctividrid de ATPns;:i il pH 9 en lfl pre~rñci6n de manbrñnñs 

obtenida, se ccrnprobó que no exist!r1 cont:ñmirnción con ll.TPñS..1 mitocon:::lriñl al 

no obtenerse pr~cticn~ente ningun~ ñctivid;id. Tnmpoco exist!a contñmirnción 

con ATPñSi'l v;icuolflr y¡:¡ que la prep."Jrñci6n se inhib!a tot:ñlmente con varndato y 

lñ l\.'fPas..1 vacuolar no es inhibida por este ccmpuesto (19 1 23) .. 

Fonn=ici6n ~ lils ves!culris .. 

A diferencin de lo reportado (47) sobre el tiempo de sonicaci6n de 7 seg. 

p;1ra lñ fo'rm1ci6n de lns ves!culns, después de li1 congel.ición -

descongelación, no fue posible obtener la fusión de los lipos01M.s con los 

frilgmcntos de ml!Jnbrñn'l pli'lsm1tica. Esto fue verificado ñl centrifugar, In mezcla 

de membranas con liposan;:is sonicad~ 7 seg, en un gradiente de Percal! de l.Bl9 a 

1.14 g/ml a 70 0009 durante 45 min, doIYJe se obtuvieron dos bandas, una 

correspondiente a los liposom=.is y otr;:i a l;:is membrñnñs. se observó tr1mbii!n que 

las ves!culi'Js asi preparadr.is tnmpoco eran capaces de generñr un potenciñl de 

membrñn..1. 

Este proble;na se solucionó sonican:::lo durñnte mis tiernfX), del orden de 

minutos. sonic1ndo de 3 a 5 min se obtuvo lñ fusión de los liposomñs con lñs 

membrnn"ls, ccmo se hizo evidente en el gradiente de Percoll al obtenerse u°"' sola 

h:\n:::lrt y con ln Cñ,P."lcidad de lrts ves!culns de generñr tanto un potenciñl de 

R\3tlbrñna cano un grñdiente de pu. 

Microscoplñ elcctrónicn .. 

Por microscop!n electr6niCil usno:Jo tinción negntiWI, ñl obserw:tr la 

muestra de las membrilnas purificadas (fig.S) not:ñmos que éSt:..'ls no se encontrñb.-1n 
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_Fig. 5 • - Microscopía Plectrónica de la membrana plasmática. 32 500 X 
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vesiculñd,s; si no sólo exist!ñn frñgmentos de membrnnñ. Al llevñr ñ cabo el 

procedimiento p.-1rn fonmr lñs vesfculas mencionado en lñ metodolog!ñ, obscrvnmos 

(fig .. 6} que todos los frrigm?ntos de ffi6flbrana se fusionaron ñ liposCXMs, sin 

encontrñr pró4ctic,mente ning(ln frñgmento suelto. 

Detecci6n de un potenciñl de difusi6n. 

En experimentos preliminares reñlizndos con lñs vestculils prep.-'lrñdt1s en 

MES-TEA 10 mM pH 6.5, KCl 1130 mM, ndicionadns ñ un medio sin K+, es decir, con 

~CñCOSil 230 mM, MES-'fEA 10 1nM pH 6.5, ;:il ngrcgi'lrles vnlinonlicinn (fig.7) se 

observó un potenciñl de difusion, negñtivo en el interior, el cUñl se pudo 

detectñr por el ñp.-'lgnmiento de lñ fluorescenciñ de lñ ciñni~~ oisc3 (3} y que fue 

sensible ñ desncoplñntcs ccxno el CCCP. Tñmbién se colñps6 ñl ñññdir K+ ñl 

medio externo. 

Activid~d de ~ de ~ vestculñs. 

Lil ñctivid.;d de ATl?i1Sñ de lns vesiculñs varió entre 0.6 y 1 unolñ {min x mg 

prot)-l (t:ñbli) II}, similñr n li) obtenidñ con lñs manbrñn.-'ls; ñdem1s, lil ATPñSñ 

nostr6 la mism,, sensibílidild n inhibidores que lñ observnda en ln preparncion de 

membrñllÑS. Un hecho intereSñnte es que la actividad de ~\TPñSil de lñs ves!cul;is se 

incranent~ con lisolecitinn (t:ñbla III) y es~, estimul;ici6n no se observ~ en 

Al <'ldiciornr ion6foros como el FCCP y lñ nigericin.,, ñ li)s vesfculr1s, se 

obtuvo un, estimuli'lción muy pcqueñil, pero const:nnte en lri ñctividñd; la 

vnlinornicinn, en cilmbio, aón ilÍl.tidida en presencia de KCl no produjo ningón 

ñ~nto en lñ i)Ctivid..'ld (t:ñblñ II). 
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Fig. 6 . - Microscopía rlrctrónica dr las vrsículas. 6 666 X. 
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Tabla II . - Actividad de ATPasn rn las VC'sÍculas de membrana plasmá
tica. Efecto de inlübidor"s. 

Condicionrs Act. e/i<>cÍfi.ca Act. relativa 
rx.p erimental es nmoles inin/mg o/a del control 

control 936 100 

.º li g omi cina 10 ug 893 95 

vanadato 100 uM 9Z 10 

NaN
3 

300 uM 908 97 

DEB 500 uM 32.4 35 

TFE 500 uM 777 83 

DGGD 143 uM 797 85 

FGGP 10 uM 1008 108 

valinoinicina 50 ng 956 103 
KGl 10 mM 

nigericina 10 ug 1033 110 
KGl 10 mM 

Las vesículas se prepai·aron seg\Ín se indica <"ll la mctodolog{a. Los 
inhibidoi·<"s sc- adicionaron a las concentraciones indicadas• 2 min 
antC's de iniciar la reacción con ATP • excepto el DCCD qu<" se pre -
incubó 20 m.in. · 



Tabla m . - Efecto de la lisolecitina sobre la actividad de la ATPasa en 
vesículas y membrana plasmática. 

Membrana plasmática 

control 

lis ol(>citina 

Vesículas 

control 

lisol<•citina 

Act. específica 
Znmolcs/rnin/mg 

836 

844 

796 

929 

Act. relativa 
o/o del control 

100 

101 

100 

117 

El rxperimc>nto se llevó a cabo como se indica en la mctodologÍa, adi
cionando O. O 1 o/o de lisole>citina. 



Generñci6n de un potcnciñl de membran.'1. 

[as ATPñSñs, ñl hidroliznr el ATP bombean protones hñciñ el interior de las 

vesfculñs y generñn un potenciñl de menbram, positivo en el interior ;is! como 

un grñdiente de pii .1cido en el interior. Con lfl utiliz..1ción del oxonol que es 

un colorñnte con c,1rgil negntivn ne puede deti?Ct:nr el potencial de membran.-1 y con el 

1CMA que se ;icumuln en los lugares de m;iyor concentr;ici6n de H+, y ap:-1ga su 

fluorescenciñ es posible determinar el gr;idiente de pi!. 

Al nñadir ATP ñ las vestculas en presencin de oxonol V se encontró un 

decremento de lñ fluoresccncii'I (fig.8), prob."1ble:nente debido n lñ fonracidn de un 

p:>tencinl, y.=1 que dis:ninuy6 muy liger;;imente <tl ñgregnr oligomicim y canplet:nmcnte 

p::ir la ñdici6n de vanadato, DEB, TFE. Las concentraciones utiliZAdñs, tñnto de DEB 

como de Tl:'E fueron m.2no::es que lns utiliz..-'1dils p.-"'lril inhibir ln ñctividñd de ATPñsa, 

debido que ilp:tgnn por si solos lñ fluorescencia del oxonol v, y por ello se 

utilizaron l.1s que no ln .!l-._,ctilban. El potenciñl gencrndo por hidrólisis de ATP 

tnmbién podfñ ser revertL ;x>r 1799 y parciñlmente por nigericinñ (D) 

prob.lblemente por un cfec~ !es..icopl..inte de lri misna. 

L:I ;idici6n de-ñnionc:._· ;:crm2 ...... ntes corno el N03 - o el SCN- (fig. 9 ) 

prcdujo una disminución en la m"lgnitud del potenci.11 de menbran;i generado por 

hidrólisis de ATP n~ido ¡:x:>r el n~1gñmiento del oxonol V prob."1blenente por lñ 

frJcilidñd de estos nniones de difundir n tri1vés de l..i mcmbrann, neutrnliü1rdo 

p-"lrcialmente el potenciñl de rranbrana con su carga negntivi'I. 

[a ;idicic!in de aniones perme.1ntes ccxno el t.'O- o el SCN- (fig. 9) produjo 

UM~dissninuci6n en lñ magnicud del p;:>tcncinl de OOnbram generndo por hidrólisis 
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Fig. 8 .- Apar,an'l.i.<'11to tlc- In. íluorC'SCPncia del oxc1nol V <lC"6pu(•s tfc la adi
ción dr ATP c·1i. las vr-sículas de rr1c111brana plasn1ática. F:ít•cto 
de i11hihidorC"G. 
Las v<·Gtcul;is sc- .pre>pa1·ai·on c·n. sacarosa 20 rr1M 1 El)'l.'A l n'llv1, 
MES .. ':rEA 10 1111\1 pl{ (1.5 y sr adicionaron ca11 un an'lortiguador 
sacarn!'la 20 n1M, 1 .. 11<:S-TEA 10 1111\-1 pl·I 6. 5 (-100 ug de· protc•Ínn. 
C"U un ,~olun1c·n Iinnl tlr 2 tnl). b::tjo lns condiciones in.tlicntlas en. 
la lll.c·todolor,.i"a para 111onitorc·nr c·l oxonol V. Las adiciones fue·· 
1·011: A) oligoni.icina 10 ug, van.arlato 100 uM. n) lJl!-:J:z, 11 ul\.f. 
G) •rFl!: 60 uM. D) nigc•ricina 8 ug, 1799 10 u.r-... 1, va11ndato lOOu!\1. 
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Fig. 9 .- Efrcto clC>l 1'TO; y SCN- r.n C'} apagnntlc~11to de.• la señal de oxonol 
V. Los C'X.pC'1·in'lc·ntos !ir i·c>ali~aron cr.1,.rún se dC"Scribc en la Iigl.1 
l"ª 8. bond e- SC' indica se adicionó al ll'lcclio NO~ 100 n"l1v1. scN--
100 mM. 

31 



de ATP, medido p::>r el ñpr,gamiento del oxonol v, probablemente por la fñcilidad de 

éstos Aniones de difundir a tr;:iv~s de lrt menbrflnrt, neutrñliz..-,ndo p,rciñlrrente el 

i;:otcncinl de rrenbrñnil, positivo en el interior, p::>r su cnrgn negativn. Este 

p::>tencial fue revertido totalmente por van~dnto. 

El mismo efecto de los aniones sobre la m-,gnitud del potencial generndo, se 

observó en vesículas preparad.,s y/o incub.-"ldas con Sñcarosn 20 m.'1, 'Kcl 10 mM o 

i'lcetrJto de potasio 10 mM {fig.10). En ves!cul;:is Ci'lrgndñs con 10 mM de KCl (fig.10 

A) o 10 mM de ncetnto de potnsio (fig.10 C) ñdiciomdas nun medio con S.-"lCñrosa 2a 

mM, MES-TEA 10 m.'1 pH 6.5, si se cain¿:flrñn los controles con los de lñ fig.9 que son 

ves!culas cargadas con s;icarosa 20 mM, los potenciales obtenidos son 

ñproxi1rodamente un 30 % mayores. 

Formaci6n de ~ grñdiente ~ J2!!.. 

Siguiendo el nprtgr.imiento de lñ fluorescenciñ del ACMA ñl adiciomr ATP-113, en 

presencia de NO- en el medio, a diferentes tiempos de sonic"lci6n se observó la 

Cilp.-"lcidr:1d de lns ves!cUlñs de generar un gradiente de pH. En la. figur<l 11 se 

observa que a los dos minutos de soniCñci6n, las vesículas ya estAn selladas y 

Mst;.., los 15 min, aunque disminuye un (X)CO el gradiente de pH form,do, l;i señal es 

buen.-1. l\ estos mismos tiempos de sonicnci6n se midió lii ilctivjdad de lñ ATPñs.:"l, 

tanto de lils vesículas como de las rranbrñn."ls solils y se encontró que hñst:,., los 

15 min de sonic.=tci6n no se produce disminución de la actividad. Por est:ñ 

rnz6n, aunque con pequeños tiempos de sonicación (de 3 ñ 5 min) erñ posible 

obtener vcsícUlils selladas, se escogió un tienJ.X> est:Ao3ñr de 10 min. 
, 

El afecto del Dlill y TFE sobre la forinaci6n del grñdiente de pli no pudieron 
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F,ig. 10 .- A) Apagamiento de _la fluorescencia de oxonol V por adición de ATP en vesículas cargadas con 
KCI 10 mM, en-ün medio C'xterno de sacarosa 20 ni.1\1, lvíES-TEA 10 mM pH 6.5. Efecto del N03 
100 mM y SCN- 100 mM. 
·B) Apagantlento de la fluore>scencia del ACMA bajo las condiciones indicadas en la metodología 
<'n las tnismas vesículas que en A. 
C) Apagamiento de la fluorescencia del oxonol V por adición de ATP en vesículas cargadas con 
ac€'tato de> K+ 10 rnlv1, f'll el mismo medio que en A. 
D} Apaga1ni<·nt.o <le~ la nuorPsc('ncia del AC?vLI\. en lns mismas vesículas que en C. 
Tanto rl potc-ncial de membrana como el gradientt- de pH formados fueron colapsados con van!!:. 
dato 100 uM. e : control 
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Fig. 11 • - Efc-cto <lc:l ticn1po el" so1ti.cac1un sobi·c· ln capasidnd cll' las vcsi"
culas <le• g<-n("ra1• un gra<lirntr <le pII, ni.onitorc•aclo con AC? ... IA. 

El c•xpc·rinl.r·n.to ::>e· llPvÓ a cnbo con"lo se t.lPticribc c·11 ln nl.ctodo
logÍn · c•n Vf'sÍculns prcpnrndus c•n sacarosa 20 n"l~l, l!:DTA l 1111-.-t, 
MES-'l'l~A JO 1111\1pl-I6.5 1 incubarlas c·n c>l nús1no ni.cdio sin J;:D
TA c•n prcsC'11cia d0 NaN03 100 nU...í. La varinblc.o fu(· rl lic.•n1po 
de• sonicación de• Jn!l ni.rn"lbr¡inas plasn1títicnn con lo~; liposon1as 
c1C"spnt·!1 d<.· 11abc·1·]0.s congt•lnclo y tlc·scong1·lndo 2 vc.-c~s. La con
cc·ntrnción ele· vanadato fue• 100 uM. 
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ser medido5 y.:t que por s! solos incrementabr,n ln fluorcscenciñ del A01A, i!~n a 

muy br~jas concentraciones. 

1\1 ndicioMr r~o3- el grndiente de pJI se incrementó como eril lo esperñdo, 

nl hAberse disminuido con el ani~n el potencial de membrana y por lo tñnto la 

diferenciñ de potencinl el~ctrico (fig.12). Este gr;¡diente tñmbién es colaps;:ido 

por vann&to o por el desricopl;¡nte 1799. En lñs vesículas cargrid;Js con l<Cl 10 m.'1 

(fig.10 B} o acet:ñto de potasio 10 mM (fig.10 O} los gr;¡dientes de pH obtenidos en 

presenci;¡ de NO- son m-,yores que en las vesículas c,rgndas con S<lCñros.-1 20 mM. 

El SOJ- no se pudo utilizar ix>rque npñgil lil fluorescenciil del ACMA. 

Efecto del _e::9? y la vnlinanicina sobre ln fonn=:ición del Potencial y ~ gradiente 

~ Pll. 

Uno de los inhibidores de la ATPaSñ de manbrñn1 plasm1tica es el O:CO (11); 

por lo que se hicieron experimentos p.,rn determirlñl~ su acci6n inhibitoria sobre ln 

generación del potenciril y el gradiente de pH, los cU"lles mostraron que aun 

utilizando alt:ñs concentraciones del inhibidor y preincubñndo éste durnnte 20 min 

con las ves!cul;¡s antes del enSñyo, se observó Unñ inhibici6n p=¡rci~l 

(fig.13). Esto es~1 de ncuerdo con lñ relntiv;¡ insensibilidad observndn en la 

ncti v idad de lñ A'l'Pñ&,. 

[;J vnlinomi.ciílil, que nl snc;ir K+ deberla disminuir el potencii')l de 

membram, y especiñlmente si se comp."1ra con al ni tr;ito, produce sólo una pegueññ 

disininución del npagnmiento del oxonol v, n~n CUñndo lñ incubr,ci6n y 

preparñción de lñs vesfculns se lleve a c-,bo con KCl 10 tnM (fig.14); lo miStro se 

observó en las ve::.tculils cargadas con ncet;ito de potasio. 
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CC"ncia del ACMA sc>gÚn se indica en la metodología. Las vcsícu
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Fig. 13 • - Efecto clrl DCCD sobre> ln g<"llí"'ración del pot<•ncinl tlc! rncrnbJ•a-
11a y gracliC"ntC" clr pl-I ni.cdicJos co11 o:-.:onol '' y AC1\1A rrf:ipc·ct.i ... ·a
mrntP. Lns co11t.1icionc•s 0:-..-p<"r.imrntalus son las nüsni.a~ que· e;n 
la figura 8 y 11 pC'l'O antC's el<" la adición ele~ A'l'P las vrsículns 
Gí" prrincnbaro11 20 nün. con DCCD a las concrntracio~1f_•s ul\·1 
indicadns rn la figura. 

37 

) 



. ·-~ 

Fig. l4 

Oxonol 
/\TP 

t 

Control 

ACM/\ 

ATP 
_i 

Apagamiento 

2 mln 

• - Eí<>cto de la valinorrúci11a sobrC" el pot:C'rlcial de ll'lcmbr.nna y gra
diente- de p1-l 111onitor«a<lo co:1 oxonol V) .. ACMA l·c·spC'cti:,·an1f"nla• 
c11 Ve>sÍculns cnrg:a<lns con J<Cl 10 1nM. adicion.:i.<lns en sacnrosri 
20 inM, l'v1ES-Tl'.:A JO n'lJ'v1" pJ·I (.,. 5. Se i11cluyl• un ti·azo con i1it1·.!!:, 
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Trñ~sporte de K+. 

,_, 
1 · Pñrñ medir la Siilida de I<+ de lns vesículas, lo cu.'ll equivñldrtñ ñ liJ 

""' entrndñ del catión en lñs cllulas, ~ que lñs ves!culils est.1n invertidas, se 

cargnron con 50 rn.~ de KCl de lñ !Tulnern menciOfk-ldñ en ln metodolog!a; 

posterionnente se pasnron por UM columnñ de Sephadex G 50 fino, }?r1rn quitar el K+ 

externo que pudiera interferir con la detecci6n del electrodo y poder medir la 

Sñlidr1 de K+ de lris ves!culas. 

Al adicionar las vesículñs ñl medio se observ6 que no esti1n totñlmente 

libres de K+, Y<'l que se obtiene ul'lñ señnl equivalente ñ 15 uM de K+ y existe 

c"lden.1s unn ~lid,".! p:1siva lenta, como se observñ en lñ fig. 15. /\1 adicionar las 

veslculas al medio con ATP-Mg 1 m.'1 existe UM salid?.. fl"lñyor y m;::is rApidñ de K+ 

hastn 50 U/1, lñ cual no se observñ en liposom=::is control en lñs miSITEs condiciones. 

A estas concentrnciones de /\TP-Mg el potencial de membrñn..1 generado es menor que el 

que se observó con 5 mM de ATP-Mg'. que fue el utilizndo [:l<""lril todos los demis 

experimentos, esto se debió r.1 que el Mg++ 5 rnf·t interfer!a con el electrodo en 

liJ medidñ de lri salid;:, de K+· 

Transparte ~ 01++. 

L;J adición de valinanicina a vesículas cargñdñs con KCl sa mM, genera un 

potencial nrtificinl negñtivo dentro, que indujo lñ entrndñ de 45ei++ de 24 

rrnoles de 450t¡1:ng de proteín~; si ñd~s se ñdicio0<1 un ion~foro de e~++ 

<::."Olro el A23187, lil entrflórl es de 61 nmoles 45Cñ:)íng de prote1n-"l.. El efecto 

45 ++ l . inductor de l~ vnlinonicina sobre lñ cntr~dñ de 01 es d sm1nu{do por un 

dcsacoplantc {fig .16). 
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Fig 15.- Mpdición dP la salida de K+ en vesículas cargadas con 50 mM de KCl, t:.·n ausencia y en 
prPs rncia de ATP 1 mM. Las condiciones d("l experimento se indican en la metodología. 
En la barra se indica la concentración total de K+ en el medio externo. Se muestra un · 
trazo de potencial de m("mbrana medido con Ox.onol V bajo las rniscnas condiciones en que 
a e núdió la salida de K+. 
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DISCUSION 

1) Carñcterimción de lri mcmbrñnñ plasmolltic"J purific,dñ. 

En lñ menbrallil plasm1tica purificad;i se determinó ;ictividr.id de ATPñsa, 

sensibilidi'ld ñ diferentes inhibidorcs y a distintos pH. tñ inhibición del 5 nl 10 

% producida p:>r ln oligomicin"l probr,blemente no se deb.::i ñ que ln prep.1rrtción se 

encuentrñ contñmin;ida con ATPñs."I mitocondrial, y.=i que existen reportes (11,47) de 

que lil ATP;is;1 plnsm4ticn es inhibid.1 por ln oliganicilli'I hastñ en un 15 n 20 1> esto 

;iunado .1 que no se obtuvo ;ictividñd a pll 9 nos confinna lo nnterior. Tnmbi~n se 

desc;irt6 li':I p::>sibi 1 iclad de unn contñminñcil!ln con ATPr1sa v;icuolilr ya que ¡;i 

octividnd de ATP."'lsn roodidn fue sensible ñ la inhibición por vamdnto y l;i ATPñS.-"l 

vacuol;ir no lo es (19,23). 

2) Fonnación de vesJ:culñs sellndéls. 

En lñ form-1ci6n de las ves!cul;is, exist!;i discrep.-,nci;i con los d;itos de 

Fr;inzusoff y Cirillo (47) resp2Cto al tiempo de sonic-,ci6n p..,rn obtener la 

fusión de las membriH"klS con los liposorn;:;is, ósto se debió prGbr,blcmente nl 

sonicador de br,ño utilizndo, yn que en nuestro caso se requirieron tiempos 1l\1s 

largos de sonic,ci6h que oscil;iron entre 2 y 10 min que corresp:::n1di6 a la 

clariíicaci6n de la muestra, por lo que se tonó este pr.~r~metro cano fndi~ 

_de que se Mb!ñ alcanui:do lri fusidn. Esto se pudo conprobar ;il medir lil 

existencia de un potcnci;:il de meinbrrJn.-"l y un gr;idiente de pH. 
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3) Actividfld de ATPflSfl. 

La flctividfld de ATPas;:i tr"lnto de lfls 1nenbrñnñs ccxno de lns ves!culns se midió 

en el ;unortigu-,dor de sacarosn sin iones fldicionñdos trnt:ando de que l;is condiciones 

de incubación fuer;in lñs mis sencillas posibles y probr"lr que la prep.-"lrncion de 

vesfculas funcion"lba bien en estas condiciones, yn que lfl existencia de iones en 

el medio, estimul;i ln rictividñd de l;i ATPns;:i (45,47). 

Cano existen vflriflciones de ln flctividnd espec!ficn entre diferentes lotes de 

leVildurn, los v;:ilores rep:>rt:ñdos en !;;is t."lbl;is no son estadfsticos; sin enbiJrgo, 

lo;:; efectos de los inhibidores en cnd;;i pre[-lt'Jrnci6n fueron simil;ires. Por otro 

~do, con cadñ pre~r;ici6n de membrnra los experimentos de actividñd fueron 

re~tidos ;il rrenos tres veces bajo lr:is mism"ls condiciones con resultados 

id~nticos, pre~rñndo ~"lra cndfl uno de ellos nuevos liposOffii'ls y ves!culñs. 

Probablemente lñs vñrinciones observnd;:is entre cndn lote de leVf!dUrñ se podrfñn 

ñtenll."1r. hñciendo un "pool" de membrnn-,s purific=:1das de diferentes pr"lquetes parñ la 

pre[Jf"lraci6n de !;is vestculñs. 

a) Efecto de ion6foros y deSilcoplñnte. 

Con respecto a lñ ñctiv~dad de ATPnSi'I medidñ en lns ves!cul;is en presenciñ de 

los diferentes inhibidores, desr1coplñntes y ion6foros, y n diferencia de lo 

esper.,do, con el FCCP y lil nigcr icina, se observó soln:nente una pequeñisim, 

estimulaci6n lo eral in:::1icñr!ñ un grCJdo mll'J b."ljo de ñcopla;niento cie la ñctividnd 

de la ATPasa con el bombeo de protones, en canp-"lración con lns prep"lrnciones 

repor~"ldas por otros ñutores con la enzirn;:i purif icndn incorporada ñ liposo:1Hs 

(10,26,34,35); ~sto podrtn deberse probablemente ñ que ln inserci6n de lñs 

ATPaSi'lS en l;i 1ncmbrnM de nuestrñ preparnci6n no. es lñ adecrada o que lns 



vestculñs se encuentran poco sellñdñs. La Vñlincmicina no estimuló la ñctivid;id 

y esto coincide con el hecho de que éste antibi6tico tampoco disminuy6 el 

potenciñl de nlembrana como ocurrid con el nitrato como se discutir~ m1S 

;ideli'lnte. 

4) Forrn.'lci6n de un potenci;il de difusión. 

se observó la form1ci6n de un potencii'll de difusión en vesículas 

c.arg;idas con lCHJ m."1 de KCl ñl fldicioMr Villinomicin"l, lo que p;irece sugerir que lns 

vestculns si se encuentrnn sellndñs lo suficiente i;:nrfl generñr un potenci;il r1unque 

por los dntos de los ion6foros sobre lñ ñctividrtd de lñ 1\TPas.'l no nos indiquen 

esto. 

Otro d.-1to que npoya el hecho de que se encuentrnn sellñdns es que ñl ;idicion;ir 

lisolecitin;i a lñs ves!culas éS~,s se ronpen, exponiendo as! ATPilSi'IS que se 

encontrnb.-,n en el interior vesiculñr que no ernn cñp..1ces de hidrolizar el ATP 

ññndido, observandose entonces un numento en 1.-l nctividad de l;is ATPASi'IS. Este 

F.1umento de i'.lctividñd no se debe a un efecto de la lisolecitinñ sobre lil propirJ 

ATPi'JSiJ yn que con lns rnembrnms soli=ls, donde tcdns lrJs ATPnsas se encuentrñn 

expuest:ñs ñl nx..=idio, este i=lumento no se observ~. 

Es m.is prob.,ble que los resultñdos obtenidos con los ionóforos se debñn ñ 

uM nr1lñ orientñci6n de l;is 1noléculñs de ATPaSñ en lñs vesfculñs ñunque 

algunñs que se encuentrñn bi~n orientndas, si son Cñ~ccs de generar un potenciñl 

de membral'li\ y un griidiente de pH nl actunr cano bontbñ de protones. 

5} Potenciñl de manbrñM y grñdiente de pi!. 

pl Pll 6ptimo report.,do p:>r otros autores p.,ra ·li'J nctividr1d de liJ ATPa&-, vnrf,, 



entre 5.5 y 7.5 (11,12,13,14,15,16,17). En el presente trñhr'ljo se utilizl!I el pH 

de 6.5 en todos los experimentos ya que el oxonol V utilizado prirñ medir el 

potencii:il de mañbrñn.'l, dis:ninuye mucho su fluorescencii'I ñ valores de pH menores de 

6, debido ñ que lñ fornlR proton;idñ del colorante tiene poca solubilidad en medio 

i'ICuoso (67) 1 y ñl pro~'lr lñ cap.<:icidad de generilci6n de un potencii'll de manbranri en 

l.lls ves!culi'ls ñ diferentes p!is externos, cncontrñmos un mAximo ñ 6.5. Esto 

difiere de lo encontrndo por Perlin et Rl. ('15) quienes observñron un óptimo a pH 

7.2.p-'lra lris ves!culñs de N.crass;i. Con el grñdiente de pH, medido con AW"1r\, la 

sef'ii'll t.-·unbién fue mejor ñ prt 6.5. Por óltimo, el pi! 6ptimo pr1rn la actividnd 

de.ATPaSñ en nuestras condiciones fue de 6.5. 

Iñ rmnera en que actllt'ln los colornntes fluorescentes parri ser sensibles al 

p:>tencinl de membraru:J generado es, p.--'lCi) el caso de lil cianiM con ln Cllñl se midi6 

el potenciRl de difusión, com[.JOrtandose como un cation pez:me..'lnte que al entr;ir n 

lñs ves!culas en respuesta ñ un potenciñl, forma agregados no fluorescentes del 

colorante a altas concentraciones interrms de lñ form:i libre. Este mecanismo no 

funciona pñCil el oxonol v ya que no se ht1n detect:ndo agregñdos en solución ncuosa 

;. pH G.s, i'l las cu-,les lo est:nmos utiliZAndo, n6n n concentri'lciones hñsta de 26 uM. 

(65). Su acción se explica por efecto del campo eléctrico ñsociado al potencial 

transzrenbrñMl, el cual c.1mbifl lñ ribsorci6n del colorilnte (65). 

Existe otro mecanismo que dice que el potencial trRnsmanbrñnal deteanina lñ 

unión del colorante a l;i membrñM y los cambios ópticos se origimn por lñ 

di(erenciR entre el color;inte libre y el unido (66,67). 

El potencinl de membtnrvJ generndo p:>r lri nctividad de lN ATPasa al adiciol'li'lr 

ATP~~J disminuye en presenci;i de ñniones permeantes cOOK> el tiociñmto y el nitr.ito 

en el medio y congruentemente con el hecho de que lrt J\TPnsn es elcctrogl:nÍCil 

encontrn1nos que el gradiente de pli form,do ñunenta. Este efecto del tiocirinato y el 

nitrnto pueden expliCilrse p:>r un efecto ccmpens...'l.torio de Cr-'lrgñ t1l pcrrne..,r lñ 
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membriJtliJ, disminuyendo el potenciRl de membrr1na y como consecuenciñ perini tierrlo que 

aumente el banbeo de protones (45,47). Aunque las concentrñciones us.:ldas de estos 

aniones son muy nltas, el efecto observado no p.,rece deberse n un efecto 

O'lotrópico, pues lR señal se revierte al ridicionar los inhibidores y si se 

adicionan a un medio con la mism• concentración de KCl que la utiliz..>dñ de los 

aniones no sucede n.1da. 

En este trabajo se corroboró que el movimiento pasivo de iones que colilpsa el 

potenciiJl de membrñnñ, estimulñ el bombeo de protones. Este es el caso de ln 

valinomicina, nitrato, o tiociilnnto. A este respecto ln ATPilsa de menbrana 

plasratic• difiere de ln ATP;isa u+;K+ de lñ mucoSA g<'lstrica que funcioM de 

una mr,nerñ elcctroneutril (40). 

il) Efecto de inhibidores. 

Para inhibir la formñci6n del gradiente electroqu!mico, encontrnmos que las 

concentraciones usildas de rx:co, TFE y DEO ¡x>rñ las 1n....~iciones de los c;imbios de 

fluorescencia, son menores que las utiliz.adi'ls en la actividad de ATPaSA y sin 

embargo se obtienen valores de inhibici6n similares. LO ims proh,ble es que 

exist:..'1 una frñcción de ATPaS<ts deSAcopladil.s menos sensibles ñl OCCD que no 

intervengan en ln generñci6n del potenciñl de membrArn y el grñdiente de pH pero 

que si sean detect.-•das Rl medir la nctividñd. 

6) Trñnsporte de K+ y ea++. 

Al estudinr el transporte de K+, con un electro:1o selectivo, la salid;i [X!Siva 

inicial que se observ6 se puede deber a que el pH interno de las ves!cultts es un 

(X>CO m1s alCillino de lo esperndo lo cUñl provOO"t un."1 cntrildñ pr'lsiv;1 de u+, que 
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puede estar di'3da yn sea p:>r un potenciñl de membrnnJ que existe en este caso, o por 

e1 grñdiente de pH {37) , as! como a que la concentrnción intern~ de K+ es 

rmyor que ln extern.1. 1\denrfs el 11echo de que a pii 6. 5 el FCCP saque K+ {dn tos no 

rrostrndos} nos indic;i que existe ura entrnda p--"lsivñ de 11+ ill interior de lris 

ves!culñs en auscnci;i de ATP-l'lg, que provocñ un .. ., S<ll ida pasiva de K+, ñunque 

te6ricñ:ncnte el pi! interno y externo de lñs ves!cul;is .s&J el mis.'TlO. Al 

ñdiciollñr ATP-Mg este intercñmbio se hñce nctivo. En c•mbio con el en++ no 

pucl~mos ver el efecto del ATP-Mg sobre los movimientos de este cati~n Yñ que el 

Mg++ interfer!n con las determinaciones, y provocaba que lns vestculns se 

ñdheriernn " lñ colunna utilizad;i, ñdem.'1s que el ea++ en presenciñ de Mg++, 

inhibe li'l ;ictivid<1d de éstñ ATPñSil (12,22). Sin emOOrgo, al adicionar 

valinomicin.:t en vestculns cargndns con K+, generamos un gradiente de K+ que 

nos permitió observnr los 1novimientos de ea++ ñl interior de lñs veslculñs 

procjucidos por dicho grñdiente. 

Los resultñdos obtenidos demuestran que es posible logrñr u~~ preparación de 

vesJ:culas sellñdas de manbrñna plnsmitica de levadura mediante ura 

rrodifiC'lción del procedimiento de Franzusoff y Cirillo (47). 

Esta prep:"'lrñción de rocmbrñntts prirece tener ventñjñs sobre las reportñdns por 

Fuhrmnnn (16), y Peters y Borst-Pauwels (14); en dichas prepnraciones se observaron 

muy bajas ñcti vid..Jdes de ATPaS<J y no fue posible generar un potenciril de manbrnn."'l, 

probñblcmente p:>rque no se encontrabñn sellñd,.Js. Recientemente Ahlers {22) obtuvo 

una preparnci6n de vesiculns de mcrnbran.-"'l de s .cerevisine que p."'lrece ndecu;=id.'l 

p"'lra utiliznrse en estudios del trnnsporte de salutes. 

f~l sistemtt de ves!culñs es cspecinlmcntc valios'o p"'lril investigar ol 

transporte de solutos que no se ñlteran qutmic"lmente durante su movimiento .1 

través de lñ manbrñM; estñ prep.-"lr<1ción de ves!cµlñs ofrece muchas vent.-"'ljñs, 
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lR primeri"l es que se encuentran todos los componentes de lR menbrr1m p1Rsm.1ticil, y 

con ello se .1bre la posibilidad de estudiar el tr;insporte de metabolitos tilles como 

ea+, K+, nminwcidos,c,rbohidrñt:OS que depcnd.1n del gradiente de potencir1l 

electroquímico generñdo por lri J\'fPñSñ de protones. ra segunda es que [XX]emos 

estudiilr los efectos de diferentes medios (interno y externo) y de diverSñs 

composiciones lip!dials de las vesículas sobre el transporte de los 1netr-ibolitos .. 

Lri terccrn es que la prep.,ración de l;is vesículas se real iza en ñproximñdamente 

1 .. 5 hr, se pueden modific,r los tianpos de sonicación; desde los 5 mino menos 

observamos lñs vesfculas sellndas y esto puede ser importr,nte parñ el CilSo de 

ñC'ltreildores sensibles ñ largos tianpos de sonicaci6n corno el acarreador de 

glucoSñ (47) 
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