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RESUMEN. 

La fotosíntesis comprende muchos aspectos, de entre los 
cuales el estudio desde el punto de vista de la Bioquímica es el que 
aquí abordamos. Aun restringindose al estudio bioquímico cíe la fo-
tosíntesis nos enfrentamos a un enorme l xnorama, por lo que solo-
se ha planteado el estudio del Centro de Reacción de la bacteria -
Rhodopseudomonas spheroides , que es el lugar en donde se llevan a 
cabo las reacciones que trañsforman la energía luminosa en una 	- 
energía quimicamente aprovechable. Se dan ]as características del - 
Centro de Reacción, especulandose alrededor de algunas -de ellas, y 
con base en estas se diseñaron y elaboraron los experimentos aquí 
presentados, conformandose un modelo de como podrían estar organi 
zados los componentes de dicho complejo. 

o 
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1 . 	lllt L'OCdLUCCión. 

l.,a fotosíntesis os cl hl-(Jccc50 de tl rlitsfc:>L tncición do la 
energía luminosa en encl'i;fa.a rluínni.ca os •lcicill is la )r inci»1 	- 
fuente do energía do la biosfera y casi ct Chico i ucailisnlo lx)r -
cl cual se nmant.iene el flujo cic energra en los diferentes ecosis-
tomas. 

De la cnocmc energía luminosa qii incido Oil la bias 
fera solo un l0-jLIeio Ixlrccnitaje es capturada. Sin cnil.lrgo la -
transformación ele esta energía es st rprendclltcmeilte eficiente y 
iuede llegar a valores cercanos al 10(},J, en los fenómenos ele - 
transferencia do energía entre 111olúc'ulas ele clorofila, sin einbar 
go en los eventros Ix)stcriol'es observansos eficiencias do un 30-
a un 2070  (5), siendo aún muy altos. Es loor esto Tlue es inllxor--
tante estudiar los procesos fc.otosinll.útic.os y los flujos ele energía 
que en ellos se realizan. 

El estudio ele los procesos fotosintóticos ha sido alor 
dado desde muchos puntos de vist:n, .lue van desde el complejo - 
nivel ecológico hasta cl nivel pur,innlcntc físico, lz1snclo lxar enfo-
ques internicdios como el celular, el bic:)yufnlico o ei ele la biolo 
gfa molecular. En cualiuier-a clip estos ina reos, es trinm:.,ien hosi—
ble estudiar una multitud de organismos que fotosinteti ;in, y se 
encuentran niveles ele org.mizaición y complejidad :lue varian en -
gran medida 

II 

El teína central de este tira bajo, abordado desde el -
lxlnto de vista bioquímico y en bacterias fotosintéticas, fue el es 
tulio topográfico de las reacciones f_itc.orluáin.ic..ls luc se llevan ci 
cabo en los Centros de Reacción ((.;R). El CR es cal lugar en dore 
de se transforma la energía contenida en las elorofilas a nmctno-r  
za de exitación electrónica, en un Irte nc:ial de óxido  

Las bacterias fotosintéticas son cl sistema del que se 
lean aislado y pui.ificaclo los (::R, se uses la hactecia 
Rhodopseuclomunas spherr000icles v,_1 ricclades silvestre y R-26. H1 a 
n Ii.sis toliol6gico se reaíizó'usanclo ant:icuclrlos inducidos en cone 
jo y (;itocroino C Acoplado rl Scfa rosa. 

Al final sc postula un modelo en el cual se hrolxnnc la 
localización de los diferentes c:on111x)nenties del CR respecto a la -
sulx;rficie del mismo, la lnlai.idad propucst;l sc da con base en -
cxlx:rimentos rclx)t-taclos en la bibliografía. 
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l.l. 	13.1C't(;L'IElS fotosintéticas, sistenialtica y organización celular. 

Luis bacterias fotosintctica.s p rtenecen al OLden 
Rhoclospirillales, y se definen como aquellos hLocariontcs que 
contienen lkictcr-ioclorofila (13c1) y 'lue son calpaces de fotosin-
tetizar usando clollaelo:res de electrones di fe rentes clol agua. 

Orden: Rhodospi rillales. 

Sulx)rcleti: Rhoclospirillinealc; C"ontiollcll 13c1 a ó b, en p p 
tidos .It1CC11I11C t111)Lall ill S. 

Familia: Rhodospi rilladeas; Soil organismos con cre-
cimiento fotoocrga►lolict:erotrúfico, que no u--
san a ufr'e como donador de elctlrolles xtes 
su trarlspJrte es c:icl.i.co. Se reproducen por. 
fisión billa i ia. 

:1 
1 

Género y especie: R_Ilod_opeudomotlas s1)11erolcleS , la va rieclad sil 
vestre es café o c 	L"Cjc¥Sa p lía me 1711.)L'atla i.ilte rna produce iil -
vaginaciones a manera cle vecfculas, en las cuales se localiza el 
aparato fotosintético, y que se inducen en cultivos iluminados y en 
enaereobiosis. Poseen Quinona-10 y los carotenos Esferoidenona -
y Esferoideno. l s esrbbica facultativa en la oscuridad. Auxót.rofa 
ira 13•iotina, Tiamina y Niacina. Son de forma aproximadamente 
esférica de 2 a 2.5 ,um, y su Ixl red es Gram-negativa. El ADN - 
es circular y no hay conlpcirtametltali ación del citoplasma, con 
sistemas de membrana intraci.tol)l¥isinicos. Son Ixicterias que po-
seetl flagelos lxalares. La farieclach R-26 es una tllutante que 
carece de carotenos. 

2 
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I
1.2. 	El a 	alto 	fot:osillt:ótico, 	pigmentas antena y Centros de 	Reacción 

1.2.1. 	Fases de 	la 	fotosillt0sis. 

' La 	f.Otosfntcsis sc encuentra a rhitra ri 	dividida 111111..IltC. 	Cll¥ 1C1LCla 
en 	dos 	fases, 	la 	ffISC 	111i11iIIOS l 	y 	LCi 	OselIl 1, 	(ILICCItlllíl0 	definida 	- 

1 U
la prim era como la que va desde la ca p111 ra de la ene r gfa 111 llli 
r1OSa 	llt]Sta 	lai 	s111tesis de 	A¥,1 P a 	xi 	' ( 	1. lt r de A L)I 	y  Pi con 	la 	con- 
comitante reducción de NADf 	en bacterias y Ni\L)l* en cuca— ' Ciontes. La Segunda sc lleva a cal-0 en un sistema no rnembi'a- 

. nal., se conoce c01110 el ciclo de Calvi I -R,nso11 y 	> es Oil el que Sc 
fija ci CO2 

Otra 	manera de dividir los 	fenómenos fotosint:éticos - 
a mi juicio n1as 	útil, 	e:, 	lit 	auc h -Olx)nc Kanlen cn 	1973 (8), 	en 

' la 	iue se tomó en cuenta 	la velocidad a la 'pie tr..rnscurr•en 10S- 
eventos 	fotos intúticos adenuis Cie SLI 	localización, 	t1Cla(ll.'lnclola 	a 
nuestro sistema queda, 	a sa1Y_ r: 

U 
a) lata Clc 	los 	fenómenos 1L1111i 	10 .nosOS 	l ;¥ a 	l 0 6 seg. 
En este rango se incluyen los eventos que Van desde 

la exitaciC)n misma de los pigmentos fotosensibles hasta Su esta- 
' bilización, 	de 	tal 	manera 	que 	la (Alcrgfa atl'al .ida 	:1LICCI(1 	(:01110 	- 

resOnaI1ciC1 	cle electrones 	int:eumoiccular (>:1r.'a 	ser ti-ansferida 	al 
P870. 

U .  b) Era 	fotociufmica 	1.(j-10 	a 	10-3 
Los fenómenos a_juf incluirlos Ocurren dentro del 	Cli 

n1151110. 	Este p rioclo cO1111)Cendlc desde que Cl 	P870 0 exilado 1. r 
de un cl etr.'óll 	10 cede al aceptor y 	 primario, 	hasta que cl P870 
es 	reducirlo 	l:►Or Cit. C. 

e) 	Era 	bioalllllli(-a 	l.O-•} 	a 	10-2. 
Es 	l.K'1 nodo 	inlClllyc el 	tnallsp:)1'to 	cíclico 	Clc ctectolles, 

la 	formación del 	(x)tcllcial CIO 	membrana, 	la 	síntesis 	Lie A'1'P 	y 	la 

U 

reducción del NAI 	, 	y ¡Dt ültillla la MilÍ'I_ación de estos 	pera 	luan 
tener el 	Illctabalislllo 	general. 	ver 	l'i ;u►'►z 	1.  
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Era de los fenómenos luminosos 

1Oxidacin del P 170 y se 	
-' Doscic la exitación de los 

reducción pr Oit. 	C. 	En )igmentos antena hasta .la 
GR en la membrana. Id 	1:1870. En membrana 

— — — — — — — — — — — — — — — — — 

sC.!uflclos 

1Ó 3 	io, 	 10-11 10-13  
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1.2, 2. 	Unidad fotc)sint6tica y l.c:)5 fLIlbnlc:n )s I IS «ipiclos de 
]a fotosintesi.s 

I..a existencia do unce unidad fotosintética fué postulada 
po 

 
Arnold y I?nlerson cll 1932 (6) ,il medie la cantidad de cloro-

filas !Necesarias para o])teinee llll<l Illol(-Cllla de O2 y Ol)5C1.1'ar :1110 
habra un cxccso (le clorof.ilas par fotón absorviclo. l: n 1936. 	Gaffrom 
y Cuhon (6) argulneriaron •:Iue si tal unidad foto ;intcíticca no existie-
ra, Se de}_x:rfa olbserva.r un ruta edo ell el c-esc do producción (le C32 
aún después de terlrlinaL cl pulso do luz, si este fuea suficiente-
mente intenso para cxitae'a todas las elol:c,filas, tal retardo nunca 
se observó. I...a calidad fotosintética se definió, entonces, corno un 
complejo de clorofilas dedicadas a la captura de luz (complejo arl-
tella) y uno capaz , de .inicia e I,l selxi ración de ca l:s;as aprovechando 
la enelrgra capturada (Can tro de Reacción). 

La era cíe los fenómenos luminosos se desarrolla en los 
pigmentos antena, los cuales contienen Bel y ca rotcnos, Sil lk,so Illo 
lecular es de alrededor de 10 OQO d y tienden a formar agregados - 
de alto peso molecular entre 1O y 1.5 X .1.07 d, par lo cinc se pue-
den sepa roe ir ultracenCl.lfllgar;iún en gradiente cie Sacarosa. Las -
funciones ele este complejo prowlna -I)ig mento son: aumentar la efi-
ciencia de la cal1)cll¥•a ele electrones y Ill. ntence sicnll)re saturado al 
CR. La exitación ele una clorofila del Complejo Antena producida ir 
un fotón puede segada varios caminos: decae  en fluoresencia, deca-
er en forma agitación térmica o ser transforida a otra molécula de 
cloi:ofi.la, esta transferencia do exitaciún entre moléculas de cloro-
fila es sumamente eficiente y se lleva a calan sin lx:rdida de ener-
gia, pudiéndose mediante este mecanismo retener la cllerl ►a el tiem 
pa suficiente para que el P870 se cxite. 

1.2.3. 	11 Centro cío Reacción y la l;ra 1:"otoCjufllliCa. 

I..,al existencia (le un CR fue demostrada par Deyscns' en 
1956 (1., 7), usando esl>cctroseolli.a diferencial, 11 observar un blan-
queo rapic]o de la absorción en la zona do 870 nIn y aIdos después 
Witt y Kai: (l, 7) descubrieron un fenómeno pa recido en Clc.)roplasto 
a una longitud de onda etc 700 Illu, el blanqueo cl 870 de bacteria 
y a 700 en clorol:plasto son atribuidos a Bcl y clorofila dime rizadas 
(9). 1311 cuccu:iontes la presencia de eles fotosistetllcls indujo a la -
büsqueda cic evidencias .l favor de dos Centros de Reacción y en 
1.972 D5ring y Witt (7, 13) cllc:ontl ro ron un blanqueo a 6S2 n ni con 
una cinética de reculx0racic.511 100 veces mayol: que la del P700, 
con lo cual se pudieron dife ronda r• .l tubas CRs. 

lál Cclltl:o ele Reacción de la Ixlcteria IZlloclopsr.udomonas 
sl)llc►oicles. es un C0111piojo caos tituido par tres l liiiclós, ¥iiy¥is pe 
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1 
SOS 	Illolecula l'CS 	son 	de 	28, 	24 	y 	21 	Kll, t.l(:'11U111111(lllCloltls 	11 	(sada) , 
1\1 (media) y L (ligera), 	t.'osjectivt11l ente. AJomís cuenta 	con 	1 I)Cl., 
dos 	13acteriofcofitinas, 	das 	ubicltlillodas 	y 	un 	S l'lllx:l 	fj('1't'U 	110 	Veril(. 
Un 	par do 	l.;cl 	rizada iza(1(1 	forma ul 	I'ii70 y 1111 ngra¥ ildo 	fierro - lll)i ' 
Clllinona 	(1'e:Q) Con Liulyc 	el 	aceptor 	1)rj-mtll.io 	(10, I I.). 	I'.l 	(_,R 	es 	

- 

parcialmente Ilidr(ifolxa lo cL1(11 	le 	IN21-1nite 	cruzar• 	la 	membrana. 	Por 
Cll.fl.'Clcción 	(le 	neutrones 	so 	s¥llx 	que 	su 	fOl-11 	l 	es 	rl l)1'¥)\i►11i1(1tllllclll:e 

v ovoidea (16). 

I n el CR se llevan .I calxj los fenómenos de la Eta Fo 
toquíIlliCa, 	' X11 	C'xital'S(' 	el 	1'57O 	I)i)C 	tt'(i11:;for't nci.1 	de 	los 	pigmentos 
antena 6 di recta rllente 	p)r luz, 	codo 111 inedia Cail ciit:e un clectl611 al 

' aceptor prima  rio, 	M111( es donde se inicia Cl trans X)rte ele electrones.
Mi.entris tanto el P870F es reducido 1,ur Cit. (, 	el cual se reduce, 
a 	su vez, 	r un electrón 	procedente ele 	la 	cadena Cle t►.'rl lis l-arte 
de electrones, 	cerrando clsf cl ciclo. 

No fue sjtlo hasta 	1.968 que Reecl y Clayton (2) lograron 

U 
aislar el CR de la bacteria Rliodo scudomonas sl)ileroldes 	R-26 y 
Cinglas 	y Jolchinc en 	69 lo aislaron de 	1111c>cicl,})i► llul» 	tut)rurn G-9 
En la actualidad se pueden obtener GR con altu 	aio de lxlre✓a - 
de diferentes bacterias Tabla 	1 (.i). 

U 

La 	ventaja 	de contar (_'o11 	1)Cel,_l raciones Cie (.1Z 	11111'115 	ha 
l3.rniit:ií.lo conocer mas detallada mente su 	funciona miento y su estas 
tura, en la actualidad sa sabe que el P370 es un chinero de 13el par 

¡ 	' 
tcilicas de 	Resonancia del Spin del I lectró11 (ASP) 6 ia)blc Resonar 
cia Núcleo-electrones (I NDOR). 	El aceptor 1)I'iiiiario del (_;R es la 
entidad. que 	recibe c.l electrón cicl P87O exitaclo, 	Ok mur.a et .1l ha 
propuesto que se trata de un complejo 	fiel'['o -tibP1uiIIC)Ia 	(2), 	utili- 
zando 	evidencia 	alxal-tacla 	1-;:,1: eslx'Ltroscopkl 	lSl'. 

U Tali

mhi 	11 c n se 	1 pr'c'puo:ato un intelnlcdi:lr'io catre cal P8792 
y el aceptor 1)i'.j tnrl ciu, ele vida media muy corta, entre 1.0-6 y 1.0- 
segundos, cuya fullció►l Se atribuye a la bacterio feo fitjl►(i. 

U El. Centro de Rcacció11 queda definido cormlo la niÍrlillla 
unidad estructural capaz ele llevar en su seno la tl.rlllsduc.c.i6Il de la 

• enerbírl luminosa en 1.111 patenc i,al IZII )(.)X. 
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TABLA 1  

Pro 	d.Iad(.s 	fí:)tcxltiin71rr7s cac 	lr_¥s 	(Ic¥ll lcic)r c s (10 010(1 rones 
c1(. trc`,sp¥ c,ics cica 	l 	c-tc i: i7 ; 	ftc) 	inlCtic'r7S. 

, ^.._ Lic);itaol" c1C: • 
el 	c tt:ones 
Pa l 	c,sl->. CI 11 

	

Etn(v)1 	' 	L 
(¥ ;711)l 	111 )1Q:i 	í\11110S 

 

 al oxida rse el 
Centro cíe: Reacción ' 

UL-g 	1710 	I---¥._M.4------ Il 
_ 

--- 

- 

Rhodohseudornona5 splhlcrc¥iclr,s __ 	 ---- 1'87013x..1 	a 
_ 

, -810 	-870 0. 45 a 0.5 
-1.795 	f -1250_' 

1 Riioc.lohser.tcloinonas viridis licl 	1) _ 
.__ 

I 

Chic) l-obium sp 1 	13 S 1O 	c:1 a i; ;Q 	5 1) (l. L5 a 0. 35 
r 

i ;0 	I.1 I GO 
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1 .3. 	IDO leas '-ln 1iCtle I:lx)s y de su ut i l iclulcl. 

Los ¿1CltiCtlCl.1x:)S KOfl I1l(.)1lClll(lS 	iOl)L)116k'nS, C'UyaS 
cal-,lcterfsticas de alta eSjX Cific.id;aca las lineen de es 	ial interes 
ell el eaunIX) do la I ioqurilliea (4). su es lci fi e iclrlt.í con si::cte en la 
Cal l)acida1Cl de l.'CC;OIIC)CC I' lllli VOtCa e 111CC11.11Vl)C(1111CtntC ;l Ut' l'!1S Illol('Cll 
las, llamadas ant:igeno ;, y de lnli rse a calas. Por lo que es lx)si- 
1)l.e cleCi r -luc 11,111 sido hccilcls lxl rol reconoce 1' r! tino y solo u!1 de 
tel: minan te CintigCllico, el ('11,11 1)1ecdc se t' t(Iil l? clucflO como una lllo' 
lccula de 2-1 dinitrofenol o tan s i-nlnde como una fracción 1)rotúica 
de a1)Cox nladalllellt:e 5 tllllilloiícidos. 

No todas las nloIccculas .volt c,,,'I' ices de inducir la res-
1x.1ta inlllilne y lxr ello es necesario que se 01.1111 ¥lilll ciertas ca-
ra cteristiCCls, en -egu¡cia: :-1) :ue la I11C:))t'.C;ula se;a Cec'onloc¡da como 
extraña al sistema rlue : e est(1 Iltili%(lllclo. b) que sea suficiente 
mente granele. Gener(lllllellte se ac•oí)ta :lue u►1 lx;so molecular de 
10 000 cl en 1)rotefna5 ofrece (.ln buen antfg no. Cuando se .auie-
ren obtener anticuel.ios contra una molúcula lxacluclia, se recurre: 
él 1.111irl.0 Con tra 111(15 grande, (IC tal ITNI1lel'.1 que se f01'111¿ llll c0111 
Piojo hal teno-C1Ca1 re 41010)1, siendo el ini[)tC'nc) la 111o1Cct.11tl l '.c:111eña 
cuya cint:igenisidacl queremos l rovoc4lr. e) un factor 1fI11K11'raInte es 
la complejidad estructul-al, ya que resultan Illejoros ilntil;enos las 
ntolúculas 111,1s complejas. 

La iililltlnol-,utencia es la C;l lxlcicizlcí ele unta r, i 5n de la 
nlolúcula antigúnlica de Servir como till CIOLC'C171iIl..lilte CIlItig, Illeo , -
induciendo la forincición de clntir.uerpas específicos, 1-o ra lo cual -
se requiere que sea accesible al medico cicuoso, y en el caso de 
1)coSelltar cargas CIO ,-MI12I.- fiCie su lx)tl'I1C1(1 se ve aumentada. 

D;lcía la enar111e es 	ilie ¡da U Cíe los ill)(k u el'lx)s, es-
tos 11,111 si.clo nluy usados ell la 1n ves iL aeión 1>ict_lu fin ¡ca . I::n c ,t:e 
trabajo Se usaron para íx_)cic't' diferencial' en l.onciic:iOnLs sufic.ien 
teniente suaves, la suparficie c1e1 interior del GR, de tal suerte 
que SC Conserva l'a jiu ac:tiViAild.i. Se 111)1:ovec llc.) su esv ci fieldad - 

I 	
13a1:a, en resumidas cuentas, tener un reactivo :1[1e Riera l'-1Y14 
de cliferetnc.iau los CollIp.o)ncntcs de nue uro lnodio de ronc:cióll y 
solo int:et'accioncll'a con la su 	l'fic.io cicl (R deja mido todos los 
Cíellli'1s reacttllltes intactos. 
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2. 	N'latc t.'inl y Métodos 

2.1. 	Aislamiento de Cro111atú>foros. 

Es posible aislar.' la ►►lc►nl)t-ana interna cic estas luíc-
tet'ias p r dos Il1Ctoddos gene ra1S; si Somelcinos tl la bacteria a 
digestión de su pared con enzimas Congo la l.,isori►1ta en t►11 t lO-
cl1(3 isot:Único, so obtienen esfctuplastos, clue es una membrana 
cuya i)D1,11 dac.1 es 1►1 misma de la bacteria, la otra minora es -
sollleter a la bacteria a L1141 t.C'[1s1011 111Cccíll¡Ca ya sea par un 
choque 

 
choque de presión o lx)r golp-.o sónico, en este caso la 101ai•i- 
dad de la membrana ces invcí'tid.l con res pacto a la célula. 	En 
este trabajo se OIALIhicí:Qf las membranas par sollicaclón y las 
veciculas obten idas son los Croneit.úfo►:os, tc.,clas lis operacio--
nes se hicieron bajo ilulllinaación tenue lxíla proteger los pig--
ílluztos fotosilltúticos. 

Apa rti1. de bacterias obtenidas como se descrita. en 
los al ndices 1 y 2, se comenzó la purificación de los Cronla-
tOforos. Las bacterias se lavaron par resuslansiún en un nlc-
dio regulado lar sales del PO } 100 mM pl1:=8, y centriful acion 
a 8000 g durante 1.0 minutos, este proceso so repitió dos veces, 
ver Esquema 1. 	Las bacterias 1 cst►sl>Lnc.licl;ls en el medio ele 
fosfát:os con un volumen en ml de aproximadamente 3 voces su 
liso en g , se les añada DNAsa ele p_í►lcrcas de lx3vi►lo a razón 
de un lllierogra11110 10r mililitro e ióncs Mg1-1-  de la sal cíe 
sulfato o dlort.í.í:o. Inmediata mente se soniccln en ha;io de hielo 
par 3 min. Los resto de pared y llactet:ias que no fueron rotas 
secliiniilnlon lxai c.entí iful acic5n a 8 0001; lx)r 1.0 nim, el sobt•e-
nadante se centrifugó a 200 000 lut: 1. llora. 1;l lic'ecipitcla ob. 
tenido contiene: los Croinatúforos los cuales se ciclil eta ron de — -
piotcfnas cxt:rfiislcas de membrana par tltl lavado t.'t.suSle:ni.lien-
do en PO.-j 100 mN4 111 l 8, l::D"l'A 5 nuMM, 1>> oc.edienclosc a se-
ditncntat: Ix)r cc ntí:ifLI-,IcVii a 200 0004; paL 1 hora. Los c1:Ullla-
tóforos se í: r:E3tís1)J11111Cro11 en el Inedia adecuado (Fs.iucnla l.) y 
se ajustaron a una 1.X.)330-_50. 

2.2. 	Pu mificacióa►1 de Centros de Reacción a lr.írtil: do C;í:onlatóforos. 

Las Illcll:ellas de 1)urific-;tcic5n dependen, e►1 detalle, del 
tipo cíe bacterias utilizado (1, 2, 3, 4, 7). En general, el primer lxa- 
so es fraccionar las ntccílll)l•a I1as con ele tercllt:es, Soluhilizando 	-
gt'an pa rte  de sus c011111,AWImtes. La frace tún soluble es t.rat:,tda 
alloro, con ►MéLodos tradicionales como pt.eei t,ícic5n ¡T) r  sales, 
ultc'accntíifíl ;acic5►l, filtración niolecuiar o frtrcion,.t►nicnto liar in-
te.rcanúo iunic.o. A CO►ltitivac.i6n dcscrilii í:c_eI11os la mnetodologfa usa-
da para lctobtención de ("R en la cela :,>iivc :tic y en la copa R-26. 
La cicsc1:l.1- 1óu so hace detallada i miCnLe 	cc7ntic lie alguna. 1110-

di fi.caciones que llu :11):11'i rocen cu la l i te r,t tura. 
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1')a ;cn rt:7 i: 
sc)lcrel1,i(l,3 nte 

E 	)I) I MA 1, 

Purificación dcl Cent.c:o de R(2,tcci6n. P,intc 1; CConn1(')fonos, 

(;ul ti vu de R i c.: t.e t•iri s 

r p) v c ent ri fiIg,ac.ión 
0(.)(}, 10 I)il)'.ltus, 

' 	 Descartar 
sobrenadantc 

retxtir (JOS 
veces 

Resusix:nder la F stilla en 	 Desccartar 
Na Pi 100rnM j11 8, N1gCl2 	 sobrcnadante 
1.rnM yDNAsa aprox. 1 mg. 4  
'3 veces en va1ci►t7 	el 
2so hurrcrcao 

Jp. 
Sonicar en lnño 
de hiclo 3 cnin. 

¥ec¥ti flc, ar 10 00(x, 10mi. 

lZc: l). ti r una ve/ 
Sobren adaute 	 S( !C tia t• 

la 1cti11a 
Centrifugar 
200 000g 1 h. 

L(lante 	 Rc:3:1 slx¥ncicc' la pc:;t i Ilc can: 
aciót 	 .Cr'1fl Silvc stre; Na Pi10(hc1M pI1 :8, 1 !YÍA 5mM 
22 ) 	 (1c1'3 R -26; '1'► is-(."I - 1 OInM 1p1I -8, IEDTA SnuM 

-I1trifu¥,ai' 
0 00(?; 1 h. 

Rr .,u:,1) ncjer pastilla c.n c31 regulador 
,I 	do :iju:,taido la I)O 	50. 

-• 12 

P.c:,tilla. Re! ;lcc,lx:-ncicrla 
- 	c:n 

 
Na Pi 10OICIM pl l '8, 

5001,11 lxJr .10 1 de n1ccaio 
'le r.clltivo. 

clntu ifuga r- 
8 000g 1Otnin. 



1 
2.2.1. 	Cepa  silvestre. 

Los G roinatúfol:os ajustado al I)O':'0=.50, en un nled1t) de 
I'Oj 100 mM, I1.D"1'A 5 mM, NaCI 20(:) mM llI -S se les añadió un volumen 
igual de la misma disolución co►ltcl)icn(lo I.,I)AO pa ra clac una collccntl:a— 
eión final del cleterg ente de 0. 4111, ver I scluelna 2. Todas las oleraciones 
de purificación del. CR se realizaron en un ambiente exento de luz netfni- 
ca y con una iluminación de color vcl-cle de lk.tja intensidad, ver lcimparas 
y filtros e[1 el apúnldice 5. l..a adición cicl detergente se hizo muy lenta— 
mente y con agitación suave y continua clurantc30 minutos. I_,a suslxalción 
se centrifugó a 200 0001; 1:or una hora. l¥1 sobi•enadante Se preciPPitú con 
Sulfato de Antonio a una concentración final de 22 á añadiendo la sal, en 
baño de hielo y con agitación lenta y constante, clesp úes de 10 minutos se 
centrifugó a 16 000g l:x)r 10 minutos, el levitado se resuspendió en 10 ml  
del medio original conteniendo 2. 07 de I..DAQ y se dializó contra dos litl4)s 
del mismo durante, al menos, 24 horas.  

L1 dializado anterior se precipitó susccsivamente con S olfato de  
Amonio al 22, 20 y 1.8,7o p/v, procecllenclose en cada caso como en ]a prime 
ra precipitación. El levitado final se resuseticle C►1 el mismo medio y con 
un mínimo de volumen, los C R se almacenaron a -30°C, pucíi.enclo conservar 
su actividad durante meses. 

2.2.2. Cepa R-26. 

Los (rotllatóforos ajustados .1 unas D0850 50 en un medio regulado por 
Tris-C1- 10 mM p}i:::$, se les a;iadic5 gota a gota un disolución de LDAO 
al 30% hasta una concentración final de 1%. len esta celar se extremaron las 
P.rccciuc.iottes pa l la protección de la 1LI/, ya que los CR carecen de Caro- 
tersos y las 13c1 se oxidan facilnlente. Dc'slxlós pie aguar suavemente durante 
10 minutos se sometieron a un gradiente de Saca rosa, formado de la sig. 
manera: 1.)cl volumen total del gradiente se coloca ron en el fondo del tul 
4/1.6 de muestra, con unas aguja larga y ancha se depositaron en el fotide 
6/16 del V011lnlllen total de Sacarosa 0.5 M,Tris-Gl - 10 mM plI-S de tal ma- 
nora que la muestre se elevó y la Saca rosa quedó en la parte inferior del 
tupo, la misma operación se repite con 6/1.6 del volumen total cae 1.0 M 
de Sac. Tris-C1- 1.0 mM pi 18. la gradiente se centrifugó en un rotor de 
cíngulo fijo a 200 OO&g durante 90 C111lllttos. 1 a 1xirte sulxarior de la prelxi- 
ración contiene los C;R crudos y la illtcrfase entre 0.5 y 1.0 M (le Sac. con 
tiene los pigmentos .entena.  

1,a puri.ficación do los GR se terminó prcc.1pilalllclolos selecti-
vamente con Sulfato de Aman in en l>;.i:sos sucesivos de 22, 20 y 18% p/v, 
como se deseribi.ó para los CR cle la villicclad silvestre, utilizando en 
vez del medio do- fosffttos un medio de Tris-CV 1.0 mM hl1-8. 
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Centri fuga t 
200 000g HL 

Vresi pi ta r sohrcnada nte con 
(NF1)2SO4 , a ñadiendo la 	 - 1 sal Ictita mente hasta 22570  
de saturación 

Centrifugar 
15 000g 10 mm. 

Rcsp'ndcr el levitado 
en 10 ml de Na Pi 100nM 4________ 	Descartar 
pl 18 y presipitar (.,oil 	 1 rqllidO 
(Nl14)2SO4 20%. 

1 	.- 	 . 	..... 

Descartar 
1" st iii a 

ii 

	

IJ1.JIV1A e 

Ptii:ific.ación dci Centro de Rca'CcOil 1'a de 2; Va riedad Silvestre 

C roinatóforos CC)fl D08 	50 isjii lidos 
en Nal?i 100 1 -11M pi 1 8, 1DTA 5 inM, NaCI 2 00 mM. 

Añadir lenta mente un volumen ua1 de NaPi 100mM 
pl 1:8,  llYFA 5niM NaCl 20() mM, J.JI)AO 0. 8% 
COn agitación lenta y continua, esp:nl r 301-11i11, 25t. 

Centrifugar 

1,5 000g 1.0 111111. 

• U.. 	 Rcsusjxndc r ci lev tXi do 	 Descartar  1 fc1u ido 

en 1.0 ml (:1e NaPi 1.00 jnM 
1)1!. :3 y prcsi pi t:a. t (.,oil 
(NI 	1 8% 

ri fugar 
15 000g 10 mill. 

I.)csca ita r 	 Resu1nde r el. levitado en 
liquido 	 Na Pi 10 ¡aM p11 "8 en un 

volumen de 2 a 4 ¡nl. 
Centros de Rea:ciÓn ¡'u ros. 

/ 



IJescr.31'tLl r 1. iciu i  

a r 
0 min. 

Restrspender el levitndo 
en 1.0 till `hrid--(,1-1OirmM 
}¥Il g y 1:) 	Sipit.I1- con 
(NI 1,1)2SO4 saturado 
hasta 18% 1 

cntrifltgar 
15 000' 10 t»in. 

r.,rrtar 	 l..,evitci(1o.Centros ele 
lc'uiclo - 15- 	

— 	Reacción PUrific:.idos 

1 
1 
1 

1 
7 
1 • 

1 
1 

1 
•, 

1 
1 
1 

1 

I', SQIJItiMA 3 
Put-ificcicii611 ctCl C-;rntro de Reacción. Parte 3; VíariccLid R-26 

Cronrcrthfor•(¥s con IX)870 ::;50 
en Tris -Gi - 10 t>>M IA 1 8 

AiFin(Iir gota z gota y con agitación lenta 
unja cliluciún de 1,DAO 30 h/v hasta 
llegar a tina conc_.cnrr--acióii de 1%. 
Posteriormente, cristales de NaCI 200t'nM. 

I7C osiiAL''sobre rlrl gradiente (1S GCltr►luo 
de Sacarosa, 0 5 y 1.. 0 M en Tris-C;1 
1.0mM p1-! 8 

Centrifugar en 
rotor ele ángu10 fijo 
200 0008 90 min. 

Colectar banda strlx:rior 

Precipitar C.orl (NI-1 })250,1 :satu.r-aclo 
hasta el 22% p/v ¥ 

Centrifugar 
1.5 000g 1.0 niin. 

Resuslx;rnder 1(.vit;zdo en 
'fr-is -Cl - 10 mM pI í -8 
1>resipiLar c..on (NI 1,1)2SO4 

., 
 

saturado hasta 20%. 

Desea rtar 
liquido 



la p.1i. za de los C'R se corlip.olx5 siti, uicndo :3 crito nos ; 

gil) I."L L?: 1t ro do a 1)50 l c ión cic .l c..; R OX[dado y ccoclu ciclo,  
La forma do los os lpct nos do ,l Uso cc;rhn CO►:nidos de :350 a 900 ►lrn 

nos dicen do la hueca do la P':clz•' 1C1( ll con 	 pl:tcfiias  
Co►1 clorof.i.las, La contaminación mas frcc►lcrltc do los CR es por pigmentos 
antena a los cuales so encuentra estrechamente asociado. E?l espectro 1l1ues 
ira en estos casos tul aumento cicl pico de 870 ►1111 y u►1 blanqueo inc0m1)letO 
(101 mismo pico al oxidarse cl CR con L c:rr ici lnul:o cie Potasio.  

b La relación entre la absorciónM" } . en 	r 800 am expresado corno 
D0280/800")1.2. 	 1  

c) Un 1 atráil de cloctroforosis en ;,ales do poliacnilamida en 
presencia de SDS que pesca tres bandas can la zona do 30 000 cI.  

Cuando los C R no satis facie ron los criterios (lo lxtreza, so hicie- 
ron h.,1s..lr per tina columna de intorcclmbio Tánico do DF'AI---Celulosa, como  
la descrita para la prclxu:;ic.:ión do gamma -globulinas en el apéndice 4, solo  
que la columna y la muestra se equilibran con Tris-C1 .1.0 mM pll=8, LDAO 
0.2% y los CR se cluyeron con NaCI ).1.2 M. 

LI 
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Li 	 l ( 	1i1tt1t!l;L) vn: Ni,, 
:.;LiiLIk) Ji 	yi 	('ii 	 íD) 1: 	H 	 14.( 	k tttt;l:(11 tic 

4 1,ji 	 1 	[) 	 1  

j• 	 it) iL 	1dL u; 	\(0•I)\V2a, 
tó 1111 1110jIt)t)i11;l lo i. :1 	( 	liti:l) yt:;i ililtit)), 
:-;c ihiiiiji6 t:iI Ui l)a/: tic Nc' ttjt 1til1icI, y :c t)h.( 1111 HILi.o ccn1lc- 

	

tiCflijfljt) t.'i)ínUtc :iI. rt'1 	[Nt:idut', tic 	il 	jILti 	tic 	a:c L&lt) 	C-- 
('iI)I la iti. tic 	 lit 1, 	tic 	) y LOO 11111, 	.ti: l:t 	'tili-i 	1 1 y l 	ci ci 
a 1)I)(UCC D. 

i: 	CA t t'iiL 111 fl11xiolo fl lii VI) LIC 1 i)Lt i:ci6ii a 600 U U cuando 
nc clit lcntra cii 	ii t:i.!it) lo-ii, ii c\cilarlt) Lli lux ci N$70 LU oxida y so 
tjlinc.i:va III) It1I I cuIcoCid 	i.1() 1W 1 	ILtit) i;i 	1!;  u1'iCtI;I :i 	85 11111 
sill Ciii) lIjo, 6n1C N1 U) 	11Awt j:; 	IL 1 itt) Vi pc Mt) Li iii Ha al ox ida rSC 
(.4 18i0. Fon ci 	:iyt); 	tcili/:H'íi Lii 1111 111cdio tic 	 is 	ID in\i 	I 1-8 
y la cmi id:id tT (iR, dci' iciiic y a 	icuc Iv)n II idon : c C 	'1. i ITCa u co 
la 	fiu,:an y ii 1)1:IS. 

2.3. 1.2. 	)xjdaitn dH. 	iiocIoiln) C. 

	

&: ) It )tÓ il la t'Ii Li i titI 	1lLi yo 	iii ti rclit Ml k ( R y tic Cii. C 

I 

do 	( b 	1 	 I A 	I 1 iii 1 i( 1 it tt"tii 1 	1 0, 	1 iii) 1 III 	k) tl 	LI s C 1 	1 	111 IM  
1)I1::3, ci 	c1 t 	y ca lit Hiti 	tic :.tlii'icIvtn ;-:t 	:ciríi cu cadi Dg. 
o tabla. 	Ji. ' 	):Ci:01016i1n:i it) tic 	lic Ii;I Acc ;ijiicl6 un i ID y :3() nin 

2-11. 	 L t!11.1.110.11O & 	)t 1 III /, 	(ti 	) 	II 	1 	1 	t ) 	ii,l t 1 it) 	, 	y (A. Cit. 	1 1' liC 
tui h1aiitju O 1) ) 0 i [ i 1 	 Zll P1870. O 

I
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3. 	Resultados, 

3.1. 	Funcionalidad y pureza dcl Centro de Reacción. 

3.1.1. Espectros de absorción. 

El espectro cle absorción del los CR purificados indica la presen-
cia de pigmentos tetrapirrolicos; las bandas de 600, 800 y 870 nm son debidas 
a las 4 Bcl del CR (figuras 3 y 4) y las bandas a 530 y 760 nm las producen - 
las 2 bacteriofeofitinas de CR. len la cepa silvestre se obsevan ademLís, tres 
bandas 440, 475 y 505 nm quo corresponden al Caroteno (.1, 2). 

La relación de los picos de las longitudes cíe onda a 760, 800 y 870 
nm de 1:2:1 nos muestra que hay 2 Racteriofeofitinas (760 nm), 4 13cl (800nm) 
dos Cle las cuales al dimerizarce nos dan la absorción a 870 nm . Con esto 
pudimos decir que nuestra preparación se encuentra libre de pigmentos del 
complejo antena; pues si estos hubieran estado presentes, el pico cíe 800 nm 
a parecerfa con una realac.i.ón mayor con respecto al pico dei 760 nm y el 
m¥iximo de 870 nm se correría al 850 adenl s de aumentar la absorción y 
disperzarce la curva. En los espectros de absorción no a pa

/80o 
la zona del 

ultravioleta cercano, faro la relación medida de la D0280/ 800 fue igual a 
1.. 22, lo que nos dei la relación de protnfna/pignmeinto reportada (3).. 

Cuando lo CR son exitados Ix-)r luz actínica se producen cambios - 
en el espectro de absorción, cambios que pueden nlimetizarce oxidando al 
CR con Ferricianuro de Potasio. El CR purificado fue oxidado con Ferricia-
nuro y se observó (figuras 3 y 41): un blanqueo parcial a 6.00 nm, corrimiento 
hacia el infrarojo del pico a 760 rinl, corrimiento hacia el azul del pico a -
800 nm y blanqueo total. del pico a 870 nm. Este es el comportamiento normal 
del. CR al porder un electrón cl P870, ya sea por exitación luminosa o por - 
reacción con agentes oxidantc.s suaves. F31 aumento brusco de la absorción - 
r 	r debajo clo 500 nm se dele a la presencia dcl Fer .icianuro. 

3.1.2. Electroforesis del Centro do Reacción. 

Los CR purificados se sometieron a an¥íl¥.sis por electroforesis 
en presencia de SDS. El patrón eleCtrofrótico (figura 5) muestra que los 
CR que no habían sido depletados de LDA() contiene bandas de 78 y 45 Kd 
y en la zona de 3() Kd. Las bandas dr. alto IC SO molecular corresponden 
al CR completo (78 000) y las subuniclades L ;' M sin separar (45 000) son 
debidas un efecto de "protección" del l.DAC) contra la desnaturalización 
par SDS. Cuando el CR fue dializado o sometido a extracción orgánica del 
detergente por alcohol i.soamílico (a¡>ndicc 3), la mezcla 1c digestión 
entonces si fue capaz de separar las tres subunidades del CR completan u n 
te (figura 5). 
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rlyOtO  l 	 ico de 	I:-s de 	d 	(._j:i1a iHa :dos CO!! a zul. de C . 01.1111.1sie, 
1 	iiI)Cl COlit_iliUi replcsClli;t LIS bIlid;tS ()bLCflid.iS dCSf)US do 24 hC)Uis de diilt 
sis 	la 1 Çnca putilcada dc;pu&'s de 18 bu ras. 1 os GR que no fuc ron dializados 
1).Lesca)(a ron artefactos 'como la no LIC fin ic i5n de bit idas, en algunas ocaciones 
A ¡8 000. ; 13 45 000. ; C y C' 28 000. ; 1.) y D' 2.4 000. 	I 21 000. 
I..os pesos moiccula res fu&.. ron ci Iculados con I)ASC en un pi tI.6n constituido 

i•: 	i\ll.)ulilina bovina Tri ps ma y G it. C. 

3.2. Propiedades inmunolúgicas dci GR y sus subunidades. 

La fig. 	flOS fl%iest U( que los GR de las cepas silvestre y R-26 
1)0 son 1 n tiitiiioiógi Ci l)1(:IltC dist i ngu ¡ 11)1 es, pues Ilay 1111"I co r res i'ondcnci a in - 
munológici total. Cuando los anticue upis di rijidos contra el GR de R-26 
SC pL0b3 COfltULI las stihutiiiidcs del CR, 	4.11CU011 bil)da dC ¡flifluflopre 
si pitación, lo :jue nos dice que las 3 su hun idades contienen determinantes 
antigénicos, y JU lo tanto lis tres sul:)unjdadcs CXjTOI1CI1 una parte de su su 
peficie al medio acuoso. 

LosGR probados fueron i islados jor los 111CA0JOS ya descritos. 
1 a s subu nidades se obw bic ron de un gel pi) LIC rl la ni ida SI )S, I'01  lo TJUC no 
tienen segura ii]CfliC S11 CstUiICtu ra ;tiVa. LOSantjcucrx)s Liado que fueron 
inducidos contra un GR cuya estructura era funcional, cstan dirigidos con 
tra deterniinantcs antign icos unica in'n te de la superficie dci GR. 

La su 1)- iC in dc que los a ti t ICI iC U L05 CS ti fi LII tij idos con tira la - 
estructura ni uva dci GR su hisa en el hecho de qite el adyuvintc de F rcund 
es de naturaleza lip)fUlica y el úlditio desi fío ji-)r vía intravenosa se hizo 
en presencia de DL;'s )\ ¡cola tu de 	1 lo, el cual es ml de tu ¡-gen tC quo plan—
tiene al GR fuiich mal. 
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3.3. Reacciones; de óxido - UCducci.ón. 

Los siguientes exix rilrlclttos fueron diseñados IxirO localizar to-
1xn16gicattlent.o las difcrentcs ftlttc_ioncs llevarlas a calo en el CR, mediante 

I 
Su iIltc1'aCCi(511 con sur fM_'.V 111tcs, Cit. C, Sefa rosa -C1C. ( y 11liCii UGl'IY s, C[1l: 
toros todos ellos quo afectan las reacciones que so 1 levan 'a cabo en el CR. 

:3.3.1.. 	Rolcac:iÓ rt CR-Cit. C. 

1¥1 transj JIIC (10 c loc.:tc'on 	en este cipo de bacterias es cíclico 

I 	1' el donador.• de elect:roncs del CR es cl Cit. C. Cuando se O.XMIc al CR de 
su t»etlll)r-ana sigue conservando su actividad y es c'alxlz de excitarse lar 
luz, reducir su aceptor prirncl>_'io y su 1'570 oxidado puede :i su vez aceptar

' 
 

Un electrón (101 Cit. C. Son triúltihles los factores que afectall a todas es-
tas reacciono., l ¥t'o los mas importa ut s son: el dcte rt;cl:ec: -luo se usa 

tnrultenc r al GR en disolución y la fuerza iótliccl (lel medio. 

1 
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3.3.1.1. 	Efecto de los detcr'f cates y la fuerza .fónica. 

El Cit. C reacciona a una velocidad y con una cinética que caepenclen, 
entre otras cosas, del surfactante que se use y de la cantidad de iónes en - 
el medio (4, 5). Cuando la reacción do oxidación del Cit. C par cl CR exitado 
con luz se verifica en un medio en presencia do I,DAO la reacción transcu 
rre con una cinética de 2"- orden y es )-asible disminuir su velocidad si se 
añade KC1 al medio, a una concCntración ahroxi.macla de 200 mM (5). En el 
caso de que la reacción se lleve a ca in en presencia de ':Tritón X-.100 la 
cinética es de orden cero, l..a técnica para calcular estas cinéticas es con 
base en registros r apiclos y est:i'mulos con destellos muy cortos e intensos, 
de sólo algunos rnicrosegunclos (4, 5). 

En lugar de utilizar destellos cortos, se estimuló al CR durante in-
tervalos amplios (fig. 7). Cuando se: usó I...DA() se produjo un estado estacio 
nari.o al estimular al Cll, que al alxlgar r- la luz de: cstfmulo el Cit. C tiende 
a regresar a su estado basal. Este estado cstacionaario puede ser debido a 
que se forme un ciclo (esquema 4) ele oxido reducción, el cual es roto al - 
apagar la luz. 

En el caso de la reacción en presencia de Tritón X-100 (fig. 7), la 
cantidad de Cit. C oxidado fuC: mayor y no se mantubi ningún estado estado 

Figura 7. 	Oxidación del Cit. C parrnCR exitacdo con luz. El ensayo se 
.,reau ¿6 en tan volumen final de 3 ml,. en 'Fn s-C;1 .1(l mM p11:-8 y detergente, 
50Á/f; de CR DOSU0.-0.75, i10» de Cit. C7.5  1114,/ini. A. - LDAC:0.2% p/v. 
B. -Tritón X-1.00 0.1% v/v. 
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u.. 
nario lo que nos dice que el transporte de electx-ones no se efectúa cicli- 

' 

	

	 camente (esquema 5), adcms el CR se desnaturaliza pues pierde su capaciad 
de oxidar Cit. C aún después de un nuevo estímulo. 

I 	

El CR fue calma de interacciona r con el Cit. C no obstante haber 
sido unido covalentenlente a sefa rosa 4B. Como 10 muestra la Tabla 2. 
Esta interaccic5n depende tanto del detergente como de la cantidad ele ión 

I 
en el medio. El tritón X-100 permitió que el CR se pegara a la Sef¥-Cit. C 
revirt:icndme. ral 	rVn p r KCI 50 mM. 13l 1_DAO no permite que el CR -

TABLA 2 

--a 

1 

1 

cieCRenel 
Condicio 	obrenadan 
nes del ensayo 	te 

1.,DAO Tritón X -100 Desoxicolato 

CR 100 100 100 

CR + Se fa rosa 93 .108 59 

CR +Sefarosa-Cit. C 82 31 61 

CR + 	efa rosa -Cit. C 
KCI 50 mM 

99 90 74 

Tabla 2 
Que muestra ]a relación del Cit. C unido a cefarosa 413 activada 
con Bromuro de Cia nógeno. Se incuban por 5 min. 1.001 de se. 
fa rosa -Cit C (la sefa rosa contiene_ 10 rng de Cit. C lur ml de - 
gel y esta equilibrada con tris-C1 1.0 mM pl-1= 8;1..DAO 0.6770 - 
Tritón X-100 0. 1.% o ;Desoxicolnt.o de Sodio 0. 6% según el caso) 
con 101 de CR con DO= 0.75, los cuales fueron dializados 
contra 4 1 de Tiis -Cl - 1.0 mM pli= 8 con cambio diario durante 
15 cofas a 4 °C . Después de la incubación se lleva la muestra a 
3 ml con la disolución reguladora de 'Tris y el detergente ader 
cundo. F:,1 KCI sejjñade después ele la incubación antes de aforar 
de una disolución ele KCl 2.0 M, la concentración de la tabla es 
la final.. La muestra de 3 ml se centrifuga a 2 000 rprn jor 3 
min. y el sobrenadante se t.orna para gr ficar su espectro de -
absorcic5n desde 400 l)! ata $25 nrn, los l )rcientos se dan con 
base en lea ni,íxiIfla .absorción a $00 nm, ninguno de los espec-
tros dió ¡nuestras de desnaturalización. 
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se pege significativamente ala Scf-Cit. C . Resulta un Hecho intere-
sante que la reacción CR-Cit. C en tritón X-100 sea de orden cero, 
y que esto se pueda explicar através de un complejo CR-Cit. C, 1n contra 
posición, la reacción en presencia de LDA© la cinética es de s-!gundo 
orden, de menor magnitud que en tritón X-100( figura 7) , y el CR no se 
acompleja con el Cit. C (tabla 2) lo que hociriamos late rpreta.r como que 
el orden de reacción si corresponde a la nmolecula riclad. 

3.3.1.2. 	Ifecto Cie los anticuez pus anti-CR. 

Los datos anteriores nos sugieren Clue debe haber una interac-
ción directa entre las superficies del GR y el Cit. C mas estable que 
un simple encuentro fortuito con un fingulo y una velocidad adecuarlos, 
para que puedan reaccionar. Al bloquear la suporfici.e del CR con reac 
tivos tan específicos como los anticuerpos, deberiamos ver una inhibi-
ción de la oxidación del Cit. C por CR. 

0 0 
x Un 
o ¥ 
o,U i 

yI 	á - globullnas 
. 

' 	Figura 8 Inhibición Cie la oxidación del Cit:. C Ix.)r GR exiraclo con luz 
debida a ]a presencia Cie camina -crlobulinas ,inri-CR. Se incube ron -
2.5p1 de CR-R26 c.onl Q800-9.0 durante 5 min. con anticuerpos anti- 

' 	-CR, posteriormente se agregó 2.5v1 de Cit. C 7 rng/ml y regulador 
de Tris-Cl- 1.0 mM p1I=8 LILAO 0.2% hasta completar 1 ml. 

1 
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U Las gamma -globulinaspreparadas contra los CR se hrolxlron 
cobre la reacción de Oxidación del Cit. C, pioclUcicnclose una inhibi—
ción de dicha reacción figu ras 8 y 9. 

El hecho de que los anticuerpos inhibieran la oxidación del Cit. C 
por el CR exitado, poclrfa deberse a una i.nactivación o desnaturali ación, 

U 
para poder eliminar esta lxxsiblilidad, medimos la actividad del P870 en 
el espoct•rofotórnetro de doble haz, como el blanqueo a 600 nrn, tanto en 
presencia como en ausencia ele los anticuerpos anti-CR, lxldiernclosc de- 

' 	 mostrar que no obstante obtener una completa inhibición de la reacción 
con el Cit.0 la actividad del P870 queda intacta (figuraa9), tumbién se 
pudo observar que el espectro ele absorción del CR no se ve alterado - 

' 	 por la reacción con los anticuerpos anti-CR, explicandosc el aixirente 
aumento en la DO como un aumento en la dispersión ele luz, provocada 
por la turbidez generada por los complejos antígeno-anticuerpo (figura 
10). Los controles con gamma -1 lobulinas preinmunes no clan tales efectos. 

A 

1 , 
A D. O, 

U 10'O 

U 

AD.O. 

U 
0.OI • 

D. 0. 
).005 

Figura 9 
A. - Oxidación del P870 1or luz, el trazo superior es el cOn-

trol con -8lobulil¥as pi-cinrnunes y el inferior c_on fl-•glo-
bulinas anti-CR. 

13. - Oxidac.ión del Cit. C por CR cxitado con destellos de ls 
indicados Loor las flechas, el trazo superior es el control 
con j' -globulinas preinmunes, y el inferior Con gg-globu- -
linas anti -CR. 

Se inculxlron por 5 min. 2. 5 1 de CR con l:)O`'00- 9.0 en pre 
sencia de 1 mg de¿'-globulinas, llevandose a un volumen fi- 
nal de 1 ml con Tris -Ci - 10 nmM p1-1 - 8, LDAO 0.2%, NaCl 0.9% 
En los tra/os marcados con 13 ,,c realizaron añadiendo a la  
misma culta de A 751¥g ele Cit. C. Las longitudes ele onda --
usadas se indican en cada caso y en la metodología. 
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1 3.3.2. Oxidación cicl CR hor Ferricianuro de Potasio. 

Cuando se grafica el csl)ctro de abosorción oxidado y reducirlo 
(figura 10) del CR en presencia de SUS anticuerpos, la turbidei que -
provocan los complejos CR-Anti-CR no 1x:rnliten una apreciación ncic--
cuada de la cantidad de CR oxidado, aunque si se ruede vcr que con -
la misma Cantidad de Ferricianuro no se logra oxidar: totalmente al —
CR cuando se proteje con sus antic.uegx-)s (ver figura 10 trazos 1 y3) 

En obvio de evitar este efecto se graficaron los espectros di-
ferenciales (figura 11) y con base en ellos se trazó una curva de titu-
lación de la oxidación del CR expresarlo corno un blanqueo en 870 nrn 
contra la cantidad de ferricianuro añadida (figura 12), en esta se ve 
claramente que la cantidad de CR que es fosible oxidar con fcrricianuro 
es aproximadamente el 50%, en condiciones satur.IIlteS. 	 . 

Figura 10 
?sp¡retro de a liso rejón del C.R variedad silvestre de 430 a 900 nm 
1. - Oxidado con 4 InM de Ferricianuro de Potasio 
2. - Reducido 
3. - Con Y-globulinris satui-,3ntes, oxidado con $ mM ele Ferricianuro 
4. - Con ?-globulinas saturantes, Oxidarlo ron 1 rnM de Rerricianuro 
5. - Con -i lobulinas ::7atu.trantos, reducido. 
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Figura .11 
Espectro diferencial del CR R-26 oxidado menos reducido 
de 600 a 900 ni-n. El CR se oxida'con Ferricianuro de Po-
tasio que va desde 0.4 mM a 4 mM (ver figura 10 

1 	- 6b0 	 7 	 8FO 	 900 

1 	 A. - 5y1 de CR con D0800  =9.0 llevados a 2 ml con Tris -C1 
1 	1 	10 mM pH8 y LDAO 02% , se coloca 1 ml en cada cuhe- 

do los CR de lacubera de referencia reducidos. 
ta, el Ferricianuro se añade a la calesa de ensayo dejan 

1 
600 	 7í00 	 800 • 

B. - 5jl de CR se incuban durante 5 mm. con 2 mg de anti- 

I 	
cuei-1g anti -CR y p3sterior I)cntc se situar) en las mis 
mM-13 condiciones que el cnsaYo A. 

900 
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Figura 12 
De las grrlfic:as de la figura 9 se toman los incrementos de la DO 
en 870 nm y se grafican contra la cantidad de Ferric.ianuro de h+  
que le co:rreSlx)nde. 
A. - En ausencia de aM1'iC11erp s anti -CR 
B. - En prgscnclade anticl►erlos anti-CR 

•1 
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4. 	Discusión y conclusiones, 

1 

El fraccionar un sistema pa ra estudiar sus parte, es una meto-
dología tradicional, que conllplerncnta los estudios en sistemas íntegros. 
El estudio de los CRs en sistenlaIS fotosintéticos se ha alxonado en tres 
diferentes grados de complejidad; a) Cl estudio de los CR in situ, ya sea 
en cloroplastos, bacteris fotosintdtica o en las membranas reslx¥ctivas 
purificadas, b) el estudio del CR purificado, congo en las bacterias o en 
preparaciones enriquecidas colno.en cucaniontes y cianoficeas y c) los -
estudios realizados en el CR purificado y reconstituido en membranas - 
artificiales, controlando tanto la cantidad cuino la calidad de los fosfolí 
pidos usados. 

La purificación del CR se raliza rompiendo la membrana del -
cromat:óforo con detergentes, laspprimeras preparaciones del CR se hi 
cieron con Tritón X-100 y frecuentemente aparecían contanlinaciones 
de proteínas del complejo antena, Cit. C y Cit. b562. Las preparaciones 
con el detergente LILAO son mas reproducibles y con menos posibilidad 
de contaminación (1). 

El comportamiento diferente del CR al ser solubilizado con - 
Tritón X-100 o conLDAO no solo es en lo referente a su facilidad de ser 
purificado sino que estos detergentes también afectan el orden de la ci-
nfica con la que reaccionan el. CR y el Cit. C. Esto'lx)dia sugerir una in-
teracción directa entre el CR y el Cit. C, de tal manera que formaran un 
complejo en presencia de Tritón X-100 (tabla 2). 

En la figura 7 se ve .lue la cantidad de Cit. C oxidado debido a la 
excitación por luz del CR, se mantiene en equili)lrio dinámico mientras 
dura el estímulo luminoso, cuando la racción se lleva a calx) en presen—
cia de LDAO. El esquema 4 nos muestra :lue el electrón queda atrapado 
en un ciclo en dónde la reacción cuesta arriba se provoca al exitar el - 
P870, esquemativado como P870*, inmediatamente el electrón tiende a 
un estado mas estable, y reduce al aceptor primario. Cuando el Fe:Q -
es reducido tiende a su vez a ceder su electrón .lt1-avcs de un quinona -
(no esquetatizada) secundario al Cit. C, reacción que es sumamente len 
ta. 

El hecho de que el aceptor primario redusca al Cit. C és conl—
l¥letament:e artificial y es posible gracias a que el Cit. C puede moverse 
libremente y en un momento dado, interaecionar jr "el otro lado" del 
CR. Como se demuestra en la figura 7 a apagar ]a luz la reacción 6del 
esquema 4 se realiza con un vida media del orden de segundos, reacción 
que debe ser tan lenta congo la reacción 5. 

Cuando el ensayo se lleva a cabo en presencia de Tritón X -100 .. 
en lugar de LDAO, se lxuede observar en la figura 7 que la cantidad de 
Cit. C oxidado es mayor, e inmediatamente se reduce, no obstante el es-
tímulo luminoso, es Alas, cuando cesa el estímulo la velocidad de reduc 
ción del Cit. C no se altera. Este fenómeno puede explicarse si se supone que 
el Cit. C en 
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Fluoresencia o decaimiento 

Cit. Cf j t 	térn.1ico 

ESQUEMA 

it. C:; 

rs 

I I 

,seas condiciones, forma un complejo con el CR, tal hip tesis es apoyada 
m los datos discutidos en la sección anterior. La reacción 3 tanto en el 
,squema 4 como en el 5 tranSCLir -en tan rApiclamente dile nuestra manera 
le registrar no sirve, lx. ro  por da tos bi bl.iogr ¥i ficos (.1., 2) salamos doces 
mucho mas r.ípida en presencia de Tritón X-100. En Cl esquema 4 es — 

probable que el Cit. C redusca al CR como Lill evento de choque molecular, 
ecambi.andose este, ele manera constante Ixor Cit. C reducido, sin embir 
o en presencia de Tritón X-100 el recambio es mucho mas lento, corvó se 

ve en las reacciones 5, 6, y 6' se tiende a un gC6111ulo de electrones en -
a Juinona secundaria, y un aumento en el tiempo de perm.anecia del P870 

Oxidado, lo hace Inestable y susceptible de ser desnaturalizado, el P870 -
desnaturalizado queda representado corno 18701. 

n 

LI bit. c1-+- 
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1  
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leQl 	 Q 1'e:Q 

1 	 O 	 X11` 	 O 	I 
P870 	 P870 { 	-tes. 

fw____ _¥¥,-_._ _--.____-1 	 17870 	 P870• 

Una de las v•eacciones supe rficic-superficie mas valiosa en la bio.luf-
mica es la reacción de reconocimiento específico del antígeno por su anticuer 
po. Aprovechando esta caracterfstica se prol¥G, mediante el efecto de los an- 
cuerpos anti-Cl. sobre las reacciones del CR, :lue al formarse el complejo -
antfgeno-anticuerlx) el sitio de reconocimiento del Cit. C queda bloqueado, de 
mostrandose que es menester una interacción directa y estrecha entre el CR 
y el Cit. C . Afortunadamente el CR posee un monitor interno de su actividad, 
el esl:>Lcti-o de absorción no se modifica (fig. 1.0) y la reacción de exitación - 
del P870 y reducción del aceptor prima rio :jUcda intacta, manifestandose este 
último como un blanqueo en 000 ntn fig. 9, 

De esta manera henos creado, a i-tificialmente, una delimitación de - 
los Conllx3nentes del CR y de su interacción con el. Cit. C, de tal suerte que es 
posible, hasta aquf, decir :lue: a) los conllxanentes del CR (P870 y Aceptor pri 
orarlo) son internos y no hay relación directa con la superficie, b) el Cit. C tic 
ne 'al tllenos un sitio en el CR par el que es reconocido tanto por carga congo 
estóricamente. 
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De manera congruente con lo antes dicho cabria esperar que los 
anticuerpos fueran capaces de proteger al CR de la oxidación por Fer.ri 
cianuro de Potasio, pues este ,_-activo debe penetrar al CR pura lx)dc - 

' 	 actuar. Experimentos hechos por Crufts y (_:élis (1977) en ligo orlas Cie 
muestran que el sitio ele acción del Cit. C esta dianletralmcnt:e opuesto 
al sitio del Ferricinnuro con respecto al plano de la membrana. 

En la figura .12 se ve que el 1'erricialnur-o si es capaz ele oxidar 
a aproximadamente la mitad de los CR, este efecto parcial de los anti 
cuerl.)Os se debe fundamentalmente a dos factores: el mas obvio es el 
que se observa en el espectro de absorción de la figura 10 en donde se 
ve que el hecho de tener complejos antígeno-anticuerpo genere unconsl 
derable aumento en la t:urbides de la muestra, tul-bides que disminuye_ 

I en presencia del Fer.rici.anul-o, 	por lo cual el Ferricianuro "per se" 
rompe la'uniún del anti.cuel-lx) con su antígeno dejandose el camino 	- 
libre para oxidar al P870. 	Otro factor no observable tan directamente, ' 
aunque no por ello menos importante, es 1n estreches (?) de la región 
superficial loor la cual pasa cl Ferricianuro, en este caso bastarían 	- 

' dos determinantes 	antigénicos suficientemente Cercanos para poder 
ser , utuamente excluyentes, es decir, cuando uno es ocupado por su - 
anticuerpo el otro no puede reaccionar , de tal !llanera que uno bloquea 
la entrada de Ferricianuro y Cl otro la deja accesible. El primer factor ' 
Mencionado explica la inhibición parcial a altas concentraciones de Ferri 
cianuro y el segundo ell concentraciones lajas. 

1. 	..  Por técnicas de marcaje y de digestión lar l)rote¥.lsas se ha demos 
trado que las tres Sllhullidíide.s del CR cruzan la membrana y presentan 	- 
l.Jarte de SLl superficie al predio acLIOSO (4, 5, 6 y 7), 	apoyados en esto 	- f',e 
puede añadir fue el CR solubilizado también I)resenta larte cíe su super- 
ficie expuesta al predio acuoso como lo demuestra el hecho ele tener bandas 

I 
de innlunopresipitación pera las tres subunidades, 	pues es sabido que la 

U Es 

antigenicidad depende col mucho de quo el determinante antig6llico exponga 
su superficie al medio acuoso. 

posible entonces, propones un Urodelo corlo el del esquema 6 en 

I 

el que se compara con uno propuesto po Clayton (1978). Nuestro experimen 
tos no fueron hechos en la membrana paro basandonos en los experimentos 

' 

de Crofts y Célis,ya lllencionados,es posible darle un sentido al CR en la 
membrana. La subunidad I-1 Ix rrnanece en tela de juicio, pues no se ha en-
contrado ninguna función a1:1 rente en ella, aquí Se eSgLleillatiza como c ru 
?.ando la membrana pues hay evidencia que tISi lo demuestra (7), El P870 
se pone de manera tal que interacciona con el gruIX) homo casi di rectarncn 
te, si.11 tener por ello relación inmediata con la superficie, asl es corno se 
explica la cinética de orden cero (1) y su comix)rtanliento frente al Ci.t. C 

I 

tanto en complejo con :'cf,,ll"osa cornoCilléticamente, ndemas de sil comlbr - 
tami.ento frente a los anticuerpos. 	ES in11)Jrtante I'GC'alCaj: Clue los antaCuer - 
pos no afectan la estrucwral interna del GR. 

U 
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5. Aindiccs. 

S. 1. 	Apndi.cc 1. ciii ti yo y medios de cultivo. 

5. 1.1. Crecimiento en medio sólido 

Es ixSiblc mantener a las cc1us fi) r mucho ticmj (6 a] 2  meses) 

en un medio sól ico, el cual conti ie:'\a r 2, extracto de levadura 3g, y 

bactojptona 2g, 1-viva 11. de medio. Se esteriliza en frascos pequeñOS (15 

a 20 ml), 1 lenandose a proxi ma da mente hasta la mitad. I.l inóculo se rea Ii - 

jor lxirción, se mantienen I-,x)r 14 horas en la oscu viciad y so innon en un 

I

higa r con iiu mi nación constante 1)._)L7 1 i ni pa ras con fila mento de Tungsteno. 

5.1. 2. Crecimiento en medio lfqu ido. 

Con cl objeto de obiene y grandes cantidades de bacterias, se culti - 

van en medio 1:iuido. Se utilizó ci medio vcjirmclo ir  Cohen Bazire y col. (1), 

modificado del de Huntner, el cual se detalla en seguida: 

1.. - Base concentrada 1-vira dos litros: 

Acido Nitrili -Acútico N(CI12C001 1)3 20 g 
Sulfato de Magnesio MgSO4. 71120 28.9 9 
Cloruro de Calcio CaC19 	21.120 8.7 9 
Moli bda to de Amonio (NI 14 )Mu7C)21• 411)0 0.1.85 g 
Sulfato Ferroso FcS0. 	71 b)0 0. 1,95 g 
Metales "44" 100. 0 ml 
Se ajusta a p11=8 con Na ('.)I 1 

Metales "44" para un litro. 
ED'fA 2.5 9 
FCS04.71-19C) 5.0 9 
ZnSO4.71120 1.1.0 g 
MnSO4 1.54 9 
MuCI'4U 90 1.37 g 
CuSO.1.51120 0.392 9 
Co(NO3)2•(1'l0 0. 248 g 
NaIL1O7. 61 1)0 0. 	1.77 g 
Al final so acidi rica cl 	nedio comi cinco guias de 119504  concentrado, 
pa va cvi la u 	piwción. 



2. - Fosfato de Potasio monol sico 136g en 1. litro de agua, pI1-8 con KOH. 

3. - Succinato de Potasio 1008 en 1 litro, p11:-6. 8 con KOII. 

4. - Sulfato de Amonio 100 en 1. litro. 

5. -Cloruro de sodio .5G un 1 litro. 

6. - Ácido GlutLimico 25g en 25O tnl, pi 1=6. 8 con NaOl 1. 

7. - Acido L-Asliírtico Sg en 270 mo. p116. 8 con íNaC i. 

Teneiendo las disoluciones de reserva se mezclan corno sigue 1xlra obtener 

12.5 1. de medio: 

1. - Base concentrada 250 ml 
2. - Fosfato de Potasio 250 ml 
3. -Acido Succinico 250 ml 
4. - Sulfato de Amonio 62.5 n11 
5. -Acido L -Aspa tico 25 ml 
6. - Cloruro de Sodio 125 till 
7. - Ácido L-Glut(ínni.co 25 ml 
S. - Hidrolizado de Caseína 12.5 g 
9. -Ácido NicotÍnico 12.5 Ig 
1.0 Tiamina (Ancurina) 6.25 mg 
11 D-Biotina 0. 125 t114;. 

Se mezclan los Co111pJnCtntes y se a justa el p1-1 a 6. 8 con Na01-1, se 

lxonen en frascos de volumen conveniente y se cstei.ilizan en autoclave a 

1.5 libras luz 45 mili. 11l medio se precipita cuando esta caliente, l ero - 

cuando se enfria queda tiansl'u i ente. 

I 
Con el objeto cíe obtener cultivos grandes de cst<zs bacterias, se cam 

bian suscesivamente de volúmenes lx¥que►ños a volúmenes grandes. Se comienza 

' 	 con frascos de 15 a 20 ml de medio sólido, los cuales tienen la celar deseada, 

a este se le a4;I aga nlédio 1rquido y se agitan, se Lieja toda la noche en la os- 

cu.ridad y al terminar SCC colocan bajo ilurninacián con liíi1)1Oras de Tungsteno 

' 	 de 40 \vates a 30 cm. Desl :i s de S días se ven b:¥c t` I i is n "1 IIiCLlio lia 1 r uido, 

' 	 y es Cuallldo se ll'ausdere ii frascos Cíe 100 1111, si ;ili_ndo i 1 mislno pro .Cdi - 
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1 
miento. Después de 8 rifas sc transfieren a frascos de 1. litro y 1-Dsterior- 

mente a frascos de 12.5 litros. Los frascos se sellan con talán de hule - 

, 	con el objeto de tener un cultivo anoxigénico. 



5.2. Apcndice 2. curva de crecimiento. 

El cultivo cíe las bacterias, en las condiciones que hemos impuesto. 

no crece a velocidad constante, loor lo que resulta ini1X)rtante determinar 

en que momento la velocidad l cle crecimiento es tal que no conviene dejarlas 

crecer mas. 

La forma que presenta la grfifica de la magnitud de la lx blación 

(expresada en Lin.iclades Klett) contra el tiempo ( en horas), es una curva 

logística típica y esta dada I-or: N - 	 , en donde N es la - exp. a-rm t 

magnitud de la población, "a" es una constante que es }¥roliorcional a 

la magnitud inicial, rm es la capacidad de crecimiento y K la capacidad 

de carga del medio p ra sostener una determinada población. 

Aparentemente si se mantiene la canl Liad l de medio constante, tanto 

en nutrientes como el luz, K permanecería constante, pero es importan te 

aclarar que esta también depende de la velocidad de deterioro del medio, 

che tal suerte que si se introduce un inóculo pequeño este se va a tardar mas 

en "clis para rse" y a la misma ma gnit:ud pablcaciona1, comparando conotra 

población originada par un inóóculco mas `cande, el deterioro del medio 

debido a productos de desecho del rneta}xllisnio va a ser mayor, por lo 

cue la calidad es diferente y, es consecuencia, su K cambia. Esto sin con- 

tar con el estado de las bacterias que constituyen el inóculo. 

Debido a esto a calda cultivo KO le u.) ntrola su crecimiento y se 

cosecha inmediata mente dcslpus t1c que eiupieza a decrecer la veloci- 

dad cle crecimiento, corno un ejem jpl t r,,n nos una griíficca que muestra 

tanto el crecimiento corno su velocidad hasta llega . a la fase estaciona- 

ria, es decir, a el I11O111cilto en que la 1):)l¥laci(5n deja de crLecl r, un general 
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no se permite que los cultivos Ilegen a esta fase pues el deterioro celular 

es exesivo (14). 

24 	 lOO 	 150 

TIEMPO EN HORAS 
Figura 1.3 
Curva de crecimiento de las bac t:c rin s fou )5 intC'ticn s en medio 1 fquido, 
la cantidad de bacte rin s se considera di recia 1 1COVC propni-cional a las 
unidades Kleut (LJK), lfnea s(di:ia Fn línea (11scoI11.inua se grafica la - 
velocidad promedio de c reci miento. Las l)iCt rias Sc cosechan justa - 
mente cuando la curva cic velocidad ciopioza a decaer. 



5.3. 	Apéndice 3. eiectroforésis en gel de íoliacrilamicla en llresncia de sds. 

La electroforesis on gel de poliacrilalnicla es una técnica muy po-

derosa lacra yoder determinar la pureza de prelxiraclos macromoleculares, 

si se le añade el detergente SDS, 1T0(lCnlos además, determinar [-'esos mo-

leculares de proteínas con gran precisión (3, 4, 5, 7) 

El gel se prepe l-á con una concentración de Ac r. ilaniicla del 10% y 

una relación N, N -Í\setiienl:bisac1'ilrllllida/Ac1.-ilafllida de 0.0265. 	Tanto el 

el como los t'eselvolios se 	a Llll 1l1=S.0 regulado Xlt Tris-C1 g 	 ajustan1 	i¥ 	1 

' 50 in N4 y una concentración de SDS de 0.1%, para holime.t'izal el gel se 

1 agregan i51il de "TEMED y 50 ,';l de 1?crsulfato de Antonia al 1 	por  

cada 20 ml de gel. 

Se usaron geles e11 tuba Lie 0.6 cm de clizInie.tro por 10 cm cíe largo, o 

1 
placas de 1.0 x.10 x 0.8 cm, los cuales se corren a 6 volts por cm durante 

6 horas. 

1 La muestra SO C1eSllatu rail za Co11 ulla mezcla de digestión que contiene: 

SDS 4% y 3̀ -Mercaptoetanol 10%, lx:il•a evitar que la muestra se diluya al 

ser colocada, se hace la mezcla de digestión con Glicerol al 5% o sacarosa 

So va a correr una muestra 	cle 	no con - 10%. 	Cuando 	 de Centro 	Reacción 

' 	 viene hervirla pues esta se preci pita (16) 

La proteína conviene colocarla Con Una concentración de •cuando 

menos 1 nlg/n11 , soportando los tLllos muestras Co11 un contenido total 

de hasta 1.00..g. (n las placas, cuando se usan selelradores de 1. cnl, la 

111LIGst.ra lxlecic: ser cle hasta 50 .g. 

1 
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Dos cosas importantes cabe aclarar en este punto: tanto si la muestra contiene 

alta fuerza fónica, como si presenta :restos de otros detergentes, se producen 

artefactos. En unestro laboratorio se utilizan columnas ele Penefsky 1-ora desa- 

lar y una extracción orginica ele alcohol isoam liso para eliminar los detergen 

tos, a continuación detallamos am bas técnicas . 

5.3.1. Eliminación de sales lar filtración llnolecula r. 

Se utiliza sefadex G -50 mediano, el cual es hidratado y equilibrado 

con Tris-C1- 50 mM pl-í=8, SDS 0.1T, tina vez preparada la resina se empaca 

en tubos paqueños ( jeringas de 1 ml taponadas con plástico poroso) y se centri 

fuga a 2 000 rpm por 1 min. , se coloca la muestra conun volumen de 0.05 a 0.2 

ml y se vuelve a centrifugar para recu parar la tnucstra, colocandose la je- 

ringa en un tilo de ensayo. Esta técnica es ca pi z, también, ele eliminar 1><arte 

del LDAO, r ro no es suficiente lacera quitarlo lar completo, sin emlx1rgo es 

capaz de eliminar restos de Sulfato ele Amonio o de Cloruro de Sodio (8). 

5.3.2. Eliminación de detergentes por extracción orgóirlica. 

	

1 	Las t cllicaS usuales pa ra eliminar dotcl'gentes son , en general, 

	

1 
	

demasiado lentas, l¥..)r ejemplo; l l ra joder el irninar. el 1 DAO del CR es 

necesario dializar contra voll.lnlenes grandes causante 15 cenes. En nuestro 

laboratorio ciesari-ollamos una técnica con l-xisc el la extracción de detergente 

	

LI 
	a una fase ele alcohol isoa►nzlico. Se torna el volumen desea (10 eje la muestra 

y se le añaden 3 volúmenes de alcollo isoa1117fiico 1xil•a agitar can "vo.rtex" 

durante 3 n-uin. , 1>astcriormcnte se c:unti:ifuga n 2 000 rpm par 15 min. . 

	

11 
	

Se elimina la fase org(inica y se lava el c:xeso de alcohol con cloroformo 

1 
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1 

U 
por último, el cloroformo se elimina por evaporación por arrastre de aire 

I 

o N2 si la muestra es muy labil. 	Generalmente cuando la proteína es muy 

hidrófoba se precipita 	queda entre la fase acuosala orgánica. precipita y 1 	 y 	€¥ 

U finalmente se resuslx:nde la muestra en un volumen conveniente 

de SDS 5°70, se determina proteina y se añade la mezcla de digestión. El 

SDS tiene la ventaja de no genera r a rtc:faetos on la cICte'i minación de 

proteína laos 	Lowry. 	(6, 9, 10). 

1 • 
• • 
U 

1 

U 
U 
U 



5.4. Al Indice 4 Obtención de anticuerpos. 

5.4.1. Obtención de ant..isuero. 

Una de las condiciones para crear anticuer. líos específicos contra 

un antígeno ciado, es su pu reza, no es i•cconlenclable tratar de inducir la 

formación de anticuerpos Si no se esta seguro de la pureza de la muestra. 

Para inducir la formación de anticucrlx)s, es de uso generalizado 

los adyuvantes que son mezclas que potencian la respuesta inmune (11), con 

lo que es posible trabajar con cantidades realmente pequeñas de antígeno 

La formación de anticuerpos contra el CR se realizó, en conejo, 

de la siguiente manera: 

a) Se mezclan 500 g de CR en un volumen de 1. ml de una disolución 

de N'aC1 150 mM con un ml de adyuvante completo de Freunds, agitando 

vigorosamente, dcslxic's se lisa varias veces por una aguja hipoder- 

mica con una jeringa hasta que se logra una mezcla cle alta viscosi- 

' 	 dad, de tal manera que una gota lxiesta en agua no se disperse. Esta 

mezcla es inyectarla intrramttscularmente en las pealas traceras del 

conejo. 

U 
b) Quince días después se reinocula una muestra en las mismas 

condiciones. 

u ¥lo des 	se obtiene una pequeña C) Una 1 senl¥¥n¥i después del sc¥¥, n _ . ¥¥5 ¥ 	 i  

U cantidad de suero i .ira ver sise ha iniciado la formación de anti- 

I 

cuerpos ( corno cal titulo de 'Ailticue r}x) en esta ctapa es muy pequeño 

no conviene cst raer mucha sangre ). 
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d) Una semana 1 sterior al sangrado se realiza un nuevo desafio, 

como el conejo ya reconoce al antígeno no es necesario utilizar- ad 

yuvante, pues se corre el riesgo de generar una respuesta violenta 

y pasder al animal. En este caso se inoculan 100 g de CR Icor una 

de las venas de laoreja en un volumen de 1.0 ►111 de una disolución 

regulada por fosf,.tos (POj 5 mM lpl-1-7 . 2, NaC;I 140 mM, Desoxicolato 

de Sodio 4mM ), en esta sisoluciun es necesaria la preseincia de 

un surfactante no tóxico como el Desoxicolato para poder rnante- 

ner a la proteína en disolución. 

e) A la semana de este último desafio se obtienen 40 ml de sangre, 

ya sea loor una inci ión de la vena externa de la oreja o, de manera 

mas conveniente, por punción cardiaca. La sangre se guarda en el 

refrigerador (10t) hasta el día siguiente, con lo que forma un .coha- 

Bulo que es fácilmente removible, se puede centrifugar la muestra 

a 5 000 rpm durante 10 illin. , el antisuero asi obtenido se prueba 

contra el antígeno, en este caso lx)i- doble innlunodifusióin. 



' 5.4.2. Del esnsayo por doble i1ll1lLl1lodifL1si61l. 

En esta técnica el antisuero o las '-globulinas purificadas, se ponen 

en un medio propicio para que gneren un halo de difusión a l-jcartir de un pun- 

to determinado de tal manera que los halos de difusión se intersecten. Con 

tal se hace una placa de altar al 1% con un eslx:sor de 0.2 mm la cual contiene: 

NaCl 1.40 mM, Tris -C l - 10 mM 1 11=8, anida de Sodio 0.05% y Tritón X-100 1%. 

En estas placas sostenidas [Or un lx3rtaobjetos 1`11 ra nlicroscopfal se hacen per- 

foraciones de 3 mm de diarn. a una distancia de 4 min, nosotros usamos una 

disposición de roceta, en los mozos se introduce la muestra y el anticuerpo, 

esperandose a que difundan por un lklpso de 16 a24 horas, en una cí mara hu- 

moda, cuando se detectan rindas de pre:sillitación se "lava" la placa durante 

6 horas en 500 ml de NaCI 130 mM y Tritón X-100 1%. 

Inmediatamente después se seca la placa al aire (lxira que el secado 

no sea muy brusco y se fracture la placa, se cubre esta con un papel filtro 

empapado en la sisolución de lavado). U na vez que la placa ha secado se ti- 

ñe con Azul ce Coumasie 0.25% durante. 10 Mill. , en una disolución de Met. 

30% y Acido Acético 7%. El exceso de colorante se lava Coll una disolución 

de Met. 30% y Acido Acético 77. 
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5.4.3. Purificación de cama -caahalmas • 
5.4.3. 	Purificación de a ma-lcol)uliIlas 

El antisltúl'o Ol)tc1lid_10 SC enfría cn hafi o de hiclu \` se le a i.-e al 

gota a gota y agitando suave lili'Ill". unas di sal llchan s:itllrada de Sulfslto d 

Amonio, hasta 1c74'L'ar un 33i", de saturación, s:' deja a._',1tanda de 20 ü :30 

• I 	

min. , la muestra se enturbia y el prc •;ipitado se colccra par ccentrifuga 

etón, a 2 500g durante 10 uulin. I l I.X.)tón elle se forilla se 1't.s.ts ende en ¥ 	 t 

PBS (NaC1 135 mM, KC1 3 mM, PO; 10 mM pi! =7. 2) . Con un volumen 

Con un volumen igual cti dc1 antisucro oil i!. ina1 

igual al del antihuero original, esta upe ración se repite das veces mas, 

al resuspender 1x)1 tetera oca c:.íón se usa un \'oll.irnen I-VClueñ (al')roxinla - 

damente 1 / 10 de volumen original) y se dializa ir 24 horas contra cuatro 

litros Cie Tris-C1- 10 mM pll¥'-S y NaC1 1.10 nlM, do esta rnallcra queda 

suficientemente la prelztración de j`-globulina (12, 13). 

Cuando se requiere de un mayor grado de pureza la dialisis se realiza 

Únicamente cont re Tris -.. l 10 ti-Nl 1")) 1:=S pal'a pa Sar la ¡n'IIIestral a ira V6S CIO 

Una columna de illtle real n111io ióIlieo. 
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5.4.3. 1. Purificación por intercambio catiónico (deae-celulosa) 

a) Activación de la DEAE-Celulosa: a cada 1C de Celulosa se le 

agrega n 150 ml de una desolución de 1-ICl 0.5 N con una agitación lenta 

surante 30 min. procediendose a lavar la celulosa con agua destilad, cuan- 

do el pI-1 del agua este cercano a 4 se resusi ncle la Celulosa en una disolución de 

NaOH 0.5 N durante 30 min. lavandose también con agua destilada, cuando 

el pl-1 este cercano a 8 la Celulosa queda lista Ixi ra ser usada. 

b) Columnas: La Cclulosa lavada y activada se empaca en columnas 

de tamaño apropiado, en este caso usamos columnas de 2.5 cm lx¥r 80 cm, 

la columna empacada se equilibra con un regulador de pH apropiado, noso-

tros usamos PO4 .1.0 nM pli 7. 2, a la columna equilibrarla se le aplica la 

nuestra con 50 mg de proteína Ix)r gramo de Celulosa como máximo, al 

aumentar la fuerza fónica de el regulador de elación salen la -globulinas 

en las primeras fracciones del eluato (13) 
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5U '  .5. Apéndice 5. espectros de absorción de los filtros usados y de emisión de la 
lámpara del cuarto de purificación. 

400 	 600 	 800 	n m 

Figura 14 
Espectro de absorción del filtro rojo, usado para estimular los CR 

2 

D.O. 

400 	 600 	 000  Tnm 

Figura 15 
Espectro de absorción del filtro azul usado pera eliminar la luz es-
timulante y permitir solo el liso de los haces de medida del espec-
trofotómetro, si se compara con el filtro de la figura .1.2 se verá que 
son filtros complementa nos. 
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D. O. 

400 	 600   	800 ñnm _~ 

Figura 16 
Espectro de absorción del filtro verde usado para proveer al laborato-
rio de ilumninación no actínica, durante la extracción y purificación de 
los CR. Si se compara con los espectros de absorción de los CR de las 
figuras 3 y 4 se verá que no hay absorción de las Clorofilas en la zona 
que no corta el filtro. 
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Figura 17 
Espectro de emisión de las línlxaras usadas para iluminar el laboratorio 
durante la extracción dellos CR, que junto con ei filtro de la figura 16 - 
nos da una ilurninación solo en la zona de luz verde (15). 
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