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ABREVIATURAS 

ADP: Adenosín difosfato. 

ATP: Adenosín trifosfato. 

CCCP: Carbonll clanlda m-clorofenllhldrazona. 

CoA: Coenzima A. 

CSll : casiopeína 11 gly. 

CSlll: Caslopelna 111-1-a. 

DCPIP: 2-6 dlctorofenol-lndofenol. 

DTT: Ditlotrehitol. 

EDTA: Ácido etilendiaminotetra-ácetico. 

EGTA: Ácido etilenglicol-bis-p-aminoetil-éter-tetra-ácetico. 

HEPES: Ácido hydroxi-etll-piperazina-etano sulfónico. 

MOPS: Ácido morfolino propano sulfónico. 

NAO+ : Dinucleótido de adenina y niacina oxidado. 

NADH: Dinucleótido de adenina y niacina reducido. 

NADP: Dinucleótido de adenina y niacina hsfato oxidado. 

NADPH: Dinucleótido de adenina y niaclna fosfato reducido. 

PMS: Metasulfato de fenacina. 

PTP: Poro de transición de la permeabilidad. 

TPP: Tiamina de pirofosfato. 
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RESUMEN 

La rnitocondria es el sitio en donde se produce alrededor del 90% del ATP que 

requieren las células en los órganos aeróbicos corno corazón, cerebro, riñón, páncreas 

e incluso hlgado. De ahl la importancia de conocer los efectos que pueden ocasionar 

sobre ella algunos fármacos. En este trabajo se hace la evaluación del efecto tóxico de 

compuestos de coordinación con cobre (JI) (Casiopelnas) sobre el funcionamiento de 

las rnitocondrias tanto aisladas corno dentro de la célula intacta. Para el estudio se 

utilizaron la casiopelna 11-gly (CSll) y la casiopelna 111-i-a (CSJll). 

Se determinó que ambas casiopelnas inhiblan la respiración y colapsaban el 

potencial de membrana, de manera dependiente de la concentración y del tiempo. La 

respiración fue más resistente al efecto inhibitorio de las casiopelnas con succinato 

corno sustrato oxidable que con u-cetoglutarato. La CSll inhibió a la u-cetoglutarato 

deshidrogenasa (Cl50 = 10 nrnoles/ rng de protelna) y a la succinato deshidrogenasa 

(Cl50 = 200 nrnoles I mg de protelna). Además, la CSll indujo un aumento en el volumen 

lntrarnitocondrial cuando se incubaban a las rnitocondrias en un medio con KCI pero no 

en un medio con sacarosa. No solo habla aumento del volumen con K+ sino también en 

presencia de otros cationes monovalentes en orden decreciente del grado de 

hinchamiento Rb+ > K+ >Na•> u•. El ATP y el H202 bloquearon este efecto de la CSll. 

El aumento en el volumen interno correlacionó con la estimulación transitoria de la 

respiración (desacoplamiento ) inducida por la CSll en un medio con K•. Estos datos 

sugirieron que la CSll activaba un canal de K+ sensible a ATP (canal KATP ). Después de 

la estirnulación transitoria de Ja respiración se observó que la CSll también provocaba 

inhibición respiratoria, lo cual correlaciona con la liberación de citocrorno c. 

La sensibilidad de las mitocondrias del hlgado, del riñón y tumorales hacia la 

CSll fue similar mientras que las rnitocondrias del corazón fueron menos sensibles. En 

células intactas se observó que la CSll también inhibla la respiración sensible a 

oligomicina e inducía una disminución en el nivel de ATP, indicando inhibición de la 

fosforilación oxidativa. 

El estudio permite establecer que la CSll puede producir algunos de sus efectos 

tóxicos mediante su interacción con la mitocondria. 



INTRODUCCIÓN 

Mitocondria 

La rnitocondria es una parte importante l'!n la generación de energía (ATP) y 

además está involucrada ·•en otros procesos importantes cornó la apoptosis. Es un 

organelo intracelular, qu¡;, varía en . su e tarpaño y forrna. Está compuesta de u ria 

membrana externa que es perrneabi~ • a;;fon'i~ y ~ordíos por abajo de 14 kDá, de una 

membrana interna que encierra a ia ~atr~i.· en fa ~üal están contenidas las enzimas que 

componen el ciclo Krebs y de lá;Jl-o~id:rió~; esperrneable sólo a compuestos corno 
:,:..:··· 

agua, 02, C02, y NH3 . Otro~m~t~b~litos y iones inorgánicos cruzan está membrana 

debido a la presenciáde .canales específicos y proteínas acarreadoras, entre los que se 

encuentran eLacarreador de fosfato, ef translocador de ADP/ATP, íos acarreadores de 

sustratos respiratorios (rnonocarboxllatos, dicarboxifatos y tricarboxifatos) y para iones 

( K+, Na+, Mg2+ y Ca.2+ )(Figura 1A). 

En la membrana interna, se localiza la cadena respiratoria que está compuesta 
>· 

por cuatro complejos: la NAo'i-f"'· deshidrogenasa (complejo 1), la succinato 

deshidrogenasa (6órn,plejo U), el citocromo bc1 (complejo 111), la citocrorno oxidasa 

(complejo IV) ·e in.ter'rnediarios que transportan equivalentes reductores (coenzirnas); 

solo tres de los cuatro complejos (1, 111 y IV) transfocan protones, generando así un 

gradiente electroquímico que es utilizado por la ATP sintetasa para la formación de 

ATP (Wallace y Starkov, 2000) (Figura 18). Para que se lleve a cabo la generación de 

ATP se necesita de la producción del NADH y del FADH2 llevada a cabo por las 

2 
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enzimas del ciclo de Krebs, a partir de lá acetil~CóAproveniente de la ºoxidación de la 

glucosa, de los ácidos grasos y de los aminoácidos (Figura 2). Una vez que se forma el 

NADH, éste es oxidado por el complejo 1 de la c~dena respiratoria que a.su vez reduce 
·- - - . - ; -·7.·;· .,_\. :", 

- .... . 
a la ubiquinona; a diforencia de la. oxidación del NADH, la. oxidación del FADH2 

directamente dona los electrones a la ubiquinona, formándose ubiqÚinol que es oxidado - - .. - - - -

por el complejo 111 que reduce al citocromo e y transfiere los eleetrofles al complejo IV. 
·:' ·: ...... . , <.· . · .. · 

El citocromÓ e es muy importante, ya que además de servir como Un; puente para el 

transporte de electrones entre el complejo 111 y IV interviene en ~I proce~J d~ apoptosis 

( Skulachev, 1998; Lesnefsky et. al. 2001). Por último el complejo IV dona los 

electrones al oxigeno (Figura 1A y B). 

El potencial de membrana acopla la actividad de la cadena. respiratoria con la 

s!ntesis de ATP. Cuando hay una disminución de la concentración del ADPaumenta el 

potencial de membrana y disminuye el consumo d.e ox!geno (respiración en estado 4). 

En cambio con niveles altos de ADP el potencial de membrana disminuye y se estimula 

el transporte de electrones y el consumo de ox!geno (respiración en estado 3), porque 

se activa la sintesis de ATP. Sin embargo, este acoplamiento puede perderse por la 

presencia de agentes que ocasionan la disipación del gradiente electroqu!mico 

(prote!na desacoplante, agenies qu!micos), debido a que solo hay paso de electrones al 

oxígeno y no hay s!ntesis de ATP. 

3 
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Figura 1. A) Representación esquemática de la mitocondria B) Cadena respiratoria, 

piruvato (piru); dicarboxilato (dicarbo); Ubiquinona (UQ); Citocromo e (Cite); ácido 5-

hlroxidodecano (5-HD); rojo rutenio ( RR); Poro de transición de la permeabilidad 

(PTP). 4 
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Figura 2. Ciclo de Krebs. 1) Citrato sintetasa; 2 y 3) Aconitasa; 4 y 5) lsocitrato 

deshidrogenasa; 6) a-cetoglutarato deshidrogenasa; 7) Succinil-CoA sintetasa; 8) Succinato 

deshidrogenasa; 9) Fumarasa; 10) Malato deshidrogenasa. 

En la matriz mitocondrial, también se encuentran el ADN mitocondrial, el ARN 

mitocondrial y los ribosomas, útiies para la generación de diversas proteinas. El ADN 

mitocondrial contiene 37 genes ·. qüe codifican 13 polipéptidos, entre los que se 

encuentran 7 subunidades del complejó 1, el citocromo b del complejo 111 y 3 

subunidades del complejo V (Penta et al. 2001). 
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Debido a que el ADN mitoconarial no -está asocia_do a histonas y que los 

mecanismos para repararlo son muy deficientes. (Clayton et al 1974, Cavaili y Liang, 

1998) es muy susceptible a_I ataque ~e los radicales libres que se están generando 

continuamente en la mitocondri~;du;~nt~ I~ res~iraciém normal aproximadamente el 2-

al 4% del flujo de los electro~~s ;~n la d~cie~a respiratoria da como resultado la 

reducción parcial del oxfg~n~'.~0(1os:~o~k1ej~~ I~ IU~enerándose asf.el ión superóxido 
':::>,: 

('02"). Para fa eliminacióndéest~ioílse¡tequiere\:1e las enzimas superóxido dlsmutasa, 

la catalasa o del sistemaJoÍrllad;~'pclr,elglutatión, la glutatión peroxidasa y la glutatión 
-~ ·_:: ~- : : . ' : .. :'. ;_;_ :: 

reductasa (Lesnefsky et al. 2oon.'-Adelllás muchos de los agentes químicos se unen 
.'.' .. - ., 

con mayor afinidad al.l,\DN;'~ifoc-ondrial que al ADN nuclear como: la aflatoxina B1 

(Niranjan et al. 1982), algunos compuestos aromáticos policfclicos (Allen y Coombs, 

1980; Backer y Weinstelri, -1980; Salazar et al. 1982) y el cisplatino (Murata et al. 1990; 

Olivero et al. 1997). Por tal motivo hay mayor probabilidad de que se produzcan 

mutaciones en el ADN mitocondrial y de ahl que se relacione a la mitocondria con el 

cáncer. A este respecto existen reportes que indican que las células tumorales 

presentan alteraciones en la expresión de varias protelnas mitocondriales. (Cavaili y 

Liang, 1998; Penta et al. 2001). 

Apoptosis 

La muerte programada o apoptosis es un proceso que es capaz de eliminar a las 

células dañadas (mutaciones) o a las células que han cumplido con su función biológica 

y que pueden ser un peligro para el organismo. En general existen dos rutas para que 

se lleve a cabo la apoptosis, una es mediante la activación de los receptores de la 

muerte que se encuentran en la superficie de la célula y la otra ruta es mediada por la 
6 



mitocondria.-Este último mecanismo-se inicia con"la-liberación-del citocromo e, que 

induce una cascada de eventos en el Citosol que culminan con la activación de una 
-· --· . . . . . 

familia de protelnas llamadas i:aspasas cuya-función,esdlgerir a~la célula. No se ha 

esclarecido totalmente elm~eani~mo por el cual es liberado el citocromo e ; sin 

embargo, se piensa que l_a rnitocondria sufre un hinchamiento que da como resultado la 

ruptura de la membrana y liberación del citocromo c. Uno de los modelos propuestos lo 

constituye el poro de transición de la permeabilidad (PTP}. Se presume que el PTP es 

un complejo formado por la porina, la translocasa ADP/ATP y la clclofilina D, su 

apertura se favorece por la acumulación del Ca2'. por algunos agentes oxidantes y por 

un bajo potencial de membrana mitocondrial. Para que el PTP sea capaz de permitir la 

salida del citocromo e se requiere su asociación con la protelna Bax formando un 

canal especifico para el citocromo c. La salida de citocromo e puede ser prevenida por 

la protelna Bcl-2, por lo tanto el balance entre Bax y Bcl-2 permite vivir a la célula, pero 

éste puede alterarse por diversos fármacos (Szewczyk y Wojtczak, 2002). 

El cáncer y la mitocondria 

El cáncer es una enfermedad que se produce cuando se pierde la regulación de 

la duplicación celular que ocasiona una proliferación sin control de las células. Es 

causado por mutaciones que afectan la estabilidad del genoma, dando como resultado 

la alteración de protelnas relacionadas con el control de la división celular y del proceso 

de la apoptosis. 

Algunas alteraciones en la mitocondria se han asociado con el desarrollo del 

cáncer y con la resistencia a algunos fármacos (cisplatino}. Se sabe que bajas 
7 
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concentraciones. de ~intermediarios reactivos--de oxigeno que son-producidos por la 

mitocondria están Implicados como segundos mensajeros para la inducción de la -. . 

proliferacióncelular,casi coni~ t~~bién que)a producción de ATP puede controlar el 

paso de una fase a otr~ d~I ciclo celular (.borward eta/. 1997). Por otro lado también se 

han detectado ca~bi~s en el ~OtElf]Ci~I de m~mbrana mitócondrial mediante el empleo 

de la rodamina :~23Lqu~;s~ a~J.;,u¡~ e11 la_ mitocondria debido a que es un catión 

lipofilico. En un :estÍJdio.~on~200; lineas celulares de cáncer derivadas de tumores de 

riñón, de ovario, de pán~rea!>, d~ pulmón, de piel, de higado, de cervix, de vulva, de 

estómago y de t/~'qu~a. ~¿ e~c~ntró una mayor retención de está que en las células 
. . --

normales {Dorward et al .. 1997). Se detectó un incremento en el potencial de membrana 

mitocondrial en las células tumorales {carcinomas) de alrededor de 60 mV con respecto 

a las células norrnale_s (180 mV) {Chen, 1988) ; dicha diferencia no se manifestó en 

algunos tipos de cáncer de pulmón, de colón, leucemias, linfomas, neuroblastomas y 

osteosarcomas. Posteriormente se demostró que las rodaminas tenian actividad 

antitumoral debido a que se acumulan preferentemente en las células tumorales debido 

al elevado potencial de membrana que tienen {Bernal et al. 1983; Summerhayes et al. 

1982; Nadakavukaren et al. 1985; Davis et al. 1985; Medica-Napolitano y Aprille, 1987). 

Aprovechando esto se continuó la búsqueda de compuestos con caracteristicas 

similares a las de las rodaminas {cationes lipofílicos), encontrándose hasta el momento 

varios compuestos de los que sobresalen el dequalinium { Weiss et al. 1987) y el MKT-

077 (Koya et al. 1996; Dorward et al. 1997), este último debido a los buenos resultados 

ya está en evaluación clinica {Dorward et al. 1997). 

8 



Fármacos y la mitocondria 

Desde el punto de vista farmacológico y toxicológico, la mitocondria es un blanco 

importante de un gran número de fármacos que ocasionan efectos tanto benéficos 

como adversos. Entre los fármacos que interaccionan con la mitocondria se encuentran 

algunos antitumorales, (etoposido, doxorubicina); inhlbidores y activadores del canal de 

potasio (f<Arp) (nicorandil, diazóxido, ácido 5-hidroxi-dodecano, glibenclamida); 

benzodiazepinas (clonazepan); inmunosupresores (ciclosporina A y tacrollmus); 

antivirales (AZT ) ; anti-inflamatorios no esteroidales ( diclofenaco, plroxican, ácido 

salicflico, dipirona) y anestésicos locales (dibucalna, butacalna) (Szewczyk y Wojtczak, 

2002). 

Fármacos antitumorales 

Los agentes antitumorales (Figura 3) interactúan con la mitocondria de diferente 

manera. Asl la adriamicina induce apoptosis vla liberación del citocromo e por la 

generación de radicales libres (Szewczyk y Wojtczak, 2002), la bleomicina fragmenta el 

ADN mitocondrial (Lim y Neims, 1987), el tamoxifen afecta la respiración (en estado 4, 

en estado 3 y la desacoplada), con disminución del potencial de membrana mitocondrial 

(Cardoso et al. 2001). Además de estos compuestos hay otros agentes que interactúan 

con la mitocondria como el cisplatino (compuesto de coordinación) 

El Cisplatino 

El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino 11) compuesto de coordinación con platino 

(11) (figura 3), es un agente antineoplásico utilizado en el tratamiento de tumores sólidos 

(ovario, testlculo, cervix, cuello y cabeza) (Rozencweig et al. 1977; Williams y Einhorn, 
9 



1982), pero decido ·a sus efectos tóxicos sobre el riñón se ha' limitado su uso por la 

retención y acumulación del platin~ (De ConU et al. 1973; Porter y Ben~ett, 1981; 

Chopra et al. 1982 ; S~firstein et at.1SB4):• Las··leslories •encontrada~; tant() en ratas 
' ' ... _ ..... . : '.- •.-:.:.- ·'<:.-"- <•.:.','.· .. -., ·.· '. '!_,, __ ·_··.:'.'' -·.: .. .,·."" -.;_ .-· ,. __ . __ '-·" 

como en huma~os;tra~~do~ bºn '~isJ(atiQ~'; ~~· ~raci~e:rii~n)Ho~ de:~en~raclón··del 
segmento s3 .d~1 'túbU10.' pro~frna1 > ~rfr d'q11d~C 5~' ~b~ef'/a'ri'· áreas de ··• necrosis, 

hinchamiento. c~1Ü1afco.~de:n~iÍéi16n''cie'i~ cr&'mati~á. hinchamiento de las mitocondrias, 
• ·; ·,,<; ·º . .">,; '1: ~.- -~. ·-<'-~~.'' (''.':- .' ·.;.;:·:··. ··'t-:-·- ·-·--<··- :··· .. 

formación de veslculas Y'.ru~i~ra;de.~e'mbranas celulares (Dentina et al. 1978; Dobyan 

et al. 1980; Jonesel~¡ji19~~; ~~ldsteln y Mayor, 1993), cabe mencionar que la forma 

trans no causa¡ toxididÚd, ~()mo la forma cis ( Goldstein y Mayor, 1993). En ratas 

tratadas con unado~lsde 7mg I Kg de peso, se demostró una mayor acumulación de 

cisplatino en'íiñÓri (40 níg PU mg de tejido) que en hlgado (19 mg Pt I mg de tejido 

después de 72·~~r~·s dé.la inyección, En riñón se encontró en mayor cantidad en el 
- . - --.- :- ~--,_ ' •: . . 

citosol (150 ng, ele. ~ll !1-ig .de pr()telna; 0.77 nmoles de Pt /mg de protelna), en la 

mitocondria (200 n{de,Fy .~g ·d.~ ¡:>;btelna; 1 nmol de Pt/ mg de protelna), en el núcleo 

(250 ng de Pt/ mg de: prote:IÍJa; 1.Wrimóles de Pt/mg de protelna) y en los microsomas 

(300 ng de Pt/ níg de prot~lna; 1 :53 nmoles de Ptlmg de protelna) (Kuhlmann et al. 

1997; Chole et al. 1980). 

El cisplatino tiene gran afinidad por los grupos sulfidrilo (SH) los cuales se ven 

disminuidos durante el proceso de degeneración renal en mayor proporción en 

mitocondria y citosol (Levl eta/. 1980). La formación de complejos estables protelna-S

CP da lugar a la pérdida de la función de varias protelnas asociadas a la membrana y al 

citosol (transportadores). 
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En la mitocondria de células de ·riñón;· el cisplatino ·reduce·· la· cantidad de. glutatión 

(Zhang y Lindup, 1993; Kruidering et al. 1997; Kharbangar et al. 2000) .~· inhibe a 

enzimas tales como la glutatión-S transferasa, la.glutatión-redu.~tasa (K;úidéring et al. 

1997) y la glutatión-peroxidasao Por· lo ·anterior; al dis~inuir ~I glutaiión por la 

exposición al cisplatino, comienzan la acumulación de radicales libres que tienen como 

blanco la membrana de la mi.t.e>condria (peroxidación de lfpidos) (Zhang y Lindup, 1993) 

y el ADN (Kuhlmann et al .• 1997) ocasionando cambios morfológicos (Gordon y Gattone, 

1986 ; Singh; 1989; Roseo et al. 1992; Meléndez-Zajgla, 1999) y funcionales tanto in 
,· ;.:' . '·.:;.,,. -',-.· .-· 

vitro como in vivo. S:e ha reportado la disminución de la respiración en estado 3 en 

tubulos proximal~~'. de riñón de conejo (permeabilizados con digitonina) (Brady et al. 

1990) y en mifocondrias de riñón de ratas que previamente hablan sido inyectadas con 

cisplatino (Gordon y Gattone, 1986); hubo inhibición de los complejos respiratorios en 

células de túbulo proximal de cerdo ( inhibición de 15-55%) (Kruidering et al. 1997) y en 

mitocondrias de ratón se reporta inhibición de los complejos 1 y 11 (Rosen et al. 1992) y 

se presentó una disminución del transporte de ca2
• (Rosen et al. 1992) y el colapso del 

potencial de membrana mitocondrial (Kruidering et al. 1997). Estos efectos se 

presentan de manera tardia a una concentración de 10 µM, que es la que se alcanza en 

los pacientes, sin embargo si estas concentraciones son mayores, los efectos se 

presentan rápidamente (Kuhimann et al. 1997). 

El mecanismo propuesto que favorece la actividad antineoplásica del cisplatino 

es la formación de aductos con el ADN con mayor afinidad por el ADN mitocondrial que 

por el ADN nuclear (Mu rata et al 1990; Olivero et al. 1997;Gonzalez et al. 2001 ). Esto 
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trae como -consecuencia -una--disminución en la sintesis -de proteinas--importantes 

(Kharbangar et al. 2000), que pueden propiciar asi la inducción de la apoptosis por 

diversos mecanismos (Meléndez-Zajgla, 1999). 

También en células tumorales se han descrito efectos a nivel de mitocondria, asi 
:.· ·;" .-''-. _._· 

en las células resistentes al cisplatino, se observan cambios morfológicos, una 
--

elevación en él poÍ~ncl~I ~e membrana mitocondrial (Andrews and Albright, 1992), un 

incremento en la concentración de la citocromo e oxidasa , de glutatión, y de 

metalotloninas (Ara et al. 1994). Además presentan una mayor sensibilidad a 

inhibidores de la fosforilación oxidativa como la oligomicina ( Dorward et al. 1997). 

Casiopeinas 

Debido a los efectos tóxicos provocados por el cisplatino se han buscado nuevos 

complejos de coordinación con una menor toxicidad como el carboplatino (Lebwohl y 

Canetta, 1998), sin embargo éste es inaccesible para la población de nuestro pals por 

su alto costo, de ahi que se siga utilizando el cisplatino. La utilización del cisplatino en 

la cllnica ha impulsado la búsqueda de nuevos compuestos con actividad antitumoral, 

incorporando metales a las nuevas moléculas. En la actualidad se han desarrollado 

compuestos con galio, germanio, titanio, vanadio, rutenio, platino, cobre y oro, de los 

cuales algunos de platino, germanio y titanio están en fase de pruebas cllnicas (Kopf-

Maier, 1994). 

En la Facultad de Qulmica, UNAM, se seleccionó al cobre para sintetizar una 

serie de compuestos de coordinación de éste metal con ligantes quelatos diiminas 
13 



(N-N) y quelatos- aminoacidatos- o· donadores (0-0), denominados caslopelnas 

(Ruiz- Azuara, 1993_, 1996 y 1997 ); considerando que un fármaco compuesto de un 

metal endógeno serla menos tóxico debido a que. se utilizarla los mecanismos 

establecidos en el organ:is~~ para iJ eli~in.aci6n. 
-.· :.:·· ,' ', ' 

Las casiopefnas son corripJ~stos:registrad~s·y pate'ntados por la UNAM , han 
- - . ' . - ··;-___ ·¡_:;.'<''~ ;·,·:'"':" -. ::: __ ,. \ ',' -.'.º" ::_..: - - ,· --

sido caracterizados por análisii{eíemental, espéé:trofotometrla de infrarrojo y UV-visible 

(Ruiz-Ramlrez y Gracia-Mora, 199¿); adem~-s sci h~ establecido su estructura por rayos 

X (Solans et al. 1987 y 1988; Ruiz-ka~Íre~·~t ~,: 1(~92 y 1b93). Estos compuestos han 
. '-· ,·.·. ,)' - ·- '·__,'. 

.. ·.·.. , .·.; \«' ';' 'o· > ~ 

demostrado actividad antineopláslea ¡fl·vitrC>'; e~· cuÍÚvo de células humanas de cáncer 

de cervix en diferentes fases (HeLá[Si~a?t3;~A. Ca Ski)) y células de origen murino 

(melanoma 816 y carcinoma de R.a1~}é>n~~; L~~i~). Las concentraciones inhibitorias 

medias establecidas para estos~co~p~-'~stqsA~ro~ menores a las estimadas para el 

cisplatino, mostrando mayor activicj~d 1~/ca~iop~ln~ 11..gly (Figura 4) (HeLa: CSll 0.095 
_. - __ _._ .: 

nM y cisplatino 35 mM: Siha: CSll 1.6 nM y cisplatino 4.5 µM) (Gracia-Mora el al. 

2001). En estudios in vivo empleando el modelo tumoral murino (modelo recomendado 

por el "National Cancer lnstitute", EUA), que consiste en implantar células tumorales 

(Sarcoma 8180 o Melanoma 816) a ratones que posteriormente reciben un esquema 

de tratamiento con·Íos fármacos en estudio se obtuvieron resultados muy alentadores, 

ya que dependiendo del esquema de tratamiento, dosis empleada y de la casiopeina de 

elección se lograron remisiones totales y un incremento en el tiempo de vida en 

comparación con el cisplatino (Huerta, 1992; Maye!, 1992). 
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En ensayos de toxicidad en ratón -y en rata, evaluados- mediante estudios 
,-. .- -

histológicos se demostró la presencia de lesiones importantes - en -hfgado y_ riñón 
. . - . . . : . 

(Quiroz, 1992; Tinoco, 1992). AJ continuar c_on esta lfnea ele inv~sti~~ción _Marfn (2001) 

caracteriza las lesiones a nivel celular rnediani~, la._utiHzabfón de- fa n1icroscopfa 

electrónica de transmisión, en rato_nes traléÍdos con ~dosis -c:rcanas -ª la dosis fetal 

media de la es fff-i (14 mg/kg). Los ratones pr,esentaron diferentes manifestaciones 

como trastornos circulatorios, taquicardia, convulsiones, disnea y ataxia. Encontrándose 

a nivel microscópico lesiones y alteraciones en núcleos y organelos. Siendo la 

mitocondria uno de los organelos más afectados principalmente en las células de 

hlgado, del músculo cardiaco y del riñón, en donde se observo principalmente dilatación 

de crestas, gigantismo y pérdida total o parcial de sus membranas (Marin, 2000). Esto 

hace suponer que las casiopeinas pueden ejercen su toxicidad a través de la 

mitocondria y también se sabe que la interacción de las casiopeinas con el ADN celular 

(formación de aductos) es la responsable de su citotóxicidad (Arnaudeau et al. 2000). 

Por lo tanto es importante caracterizar el efecto de las casiopeinas sobre la mitocondria 

midiendo parámetros como la respiración y el potencial de membrana mitocondrial, que 

van mas allá de las observaciones morfológicas. En este trabajo los compuestos que se 

utilizaron fueron la casiopeina 11-gly (CSff) y la casiopeina ffl-i-a (CSlll-1) (Figura 4). 
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CASIOPEINA 11-GL Y 

Acua(4,7-dlmetll-1, 10-fenantrollna) (glicina) 
cobre (11) nitrato. 

Figura 4. Estructura de las Caslopeinas. 

CASIOPEINA 111-1-A 

Acua(4,4' ·dlmetll·1, 2'-blplrldlna) (acetllacetonato) 
cobre (11) nitrato. 
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HIPÓTESIS 

Algunos de los efectos tóxicos a nivel celular que ocasionan las casiopelnas se deben a 

su acción sobre la actividad mitocondrial. 

OBJETIVOS 

• Evaluar el efecto de las casiopelnas sobre diferentes funciones en mltocondrias 

aisladas de células no tumorlgénicas y de células tumorales (AS-300). 

• Determinar a .. nlvel de mitocondria cuales son los sitios sobre los que actúan las 

caslopelnas. 

• Determlnár las"electividad de las casiopelnas hacia las mitocondrias tumorales. 

• Evaluar el eféCto de las casiopélnas sobre la fosforilación oxidativa en células 

intactas (AS-300); 
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DESARROLLO EXPERIMENTAL 

A1slam1ento de las rnitocondrias del hígado Aislamiento de las mitocondrias de 

do "" T °''"'" '"mº"'" (AS-300). 

Diferentes 
concentraciones 
de Casiopelna. 

/ 
Medición de la respiración con< Acoplada 

diferentes sustratos. l Desacoplada 

Medición del potencial de la 
membrana mitocondrial. 

1 
Medición de la actividad de 

las enzimas especificas. 

Medición de la respiración y 
de los niveles de ATP en 

células tumorales (AS-300). 

TESrn r.rn-J 
F.ALJ/ :;¡,· . 1·:xi':N 
--~·- ·-----~-~- ··-·---·· ·---- ~-
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MÉTODOS 

Propagación de la lfnea tumoral AS-300 

La línea celular AS~30D fue propagada por inoculación de 2-4 x 108 células, 

suspendidas en 2 mL·de Hquido de ascitis, a la cavidad peritoneal de ratas hembras de 

la cepa Wistar de 250 g de peso. Las ratas inoculadas fueron alimentadas ad libitum 

por 8 a 11 días .. Posteriormente se les practicó dislocación cervical y se extrajo el 

líquido de ascitis de su cavidad peritoneal. 

Obtención de suspensión de células de AS-300 

Una vez que se extrajo el líquido de ascitis se centrifugó a 1800 rpm por 2 

minutos a 4 ºC . El sedimento, que contenía las células tumorales y componentes 

celulares sanguíneos fue resuspendido en 30 mL de medio Krebs-Ringer modificado 

( NaCI 125 mM, KCI 5 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 1.4 mM, KH2P04 1 mM, HEPES 25 mM 

y pH 7.4) y centrifugado a 1500 rpm. Este procedimiento se repitió 2 veces más, con 

centrifugaciones a 1300 rpm. Después de haber cuantificado la proteína por el método 

de biuret, las células se ajustaron a una concentración final de 53 mg de proteina 

celular/mL 

Aislamiento de las mitocondrias 

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar con un peso aproximado de 250 a 

300 g. 

Del hígado y del riñón (Moreno-Sánchez, 1985). 

Se extrajo el órgano y se homogeneizó en aproximadamente 25 mL de medio 

SHE (Sacarosa 220 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1mM y pH 7.3) a 4° C. Se centrifugó a 
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2500 rpm durante 1Qr11inutos a 4ºC: Se recuperó el sobremidante~ se filtró. a través de 

una gasa y se centrifugó nuevament.~ a 9800, rpmpor 11o minutos a 4ºC; El botón se 

resuspendió en 1 mL éle:m~dlo·SHE cbnci.1 °/o'de albúrrÍina libre~de ácidos grasos y 
' ."'e-,.·.,,-·;./"::/·-··.:,,,;;>>·::/~; ... ~'·.>·:•,,,· ... ,.:<,',·-~'.:---'7, .•. :.;.·:_e,;',-~::':-' ~!.'.';_·-·!.ó·.,: '-~'O·:':,·.; ... 

1mM de•ADP '. Se;lncubó}o!~inuto~ia¡~c.·al• .. fi~aU~ar:~ltiern~ode •• incubación se 

agregaron 40 mL de, m~~lo ~~·E, Y.se ~~n;t~l~u;§ a~~~~ rp~ ~ir 1,d ~inu;os a 4°C. El 
},,)·.'.. -'.>~«·:-· ;'<;:·, -\: ; 

botón se resuspendló en 300 ¡1L de medio SHE y se'.rllidiÓ la prótefna por el método de 
~ . -. : . - ' ,. __ ,.. . """ ... --

biuret (Gornall el al. 1949), utilizando un estándar.' de'aÍbÚmfna de 100 mg/mL. 
'· .··» .,·. ·,e· . 

Del corazón (Moreno-Sánchez y Hansford, 1988) 

Se extrajo el corazón y se cortó en.trozos pequeños. Se homogeneizó en 25 mL de 

medio SHE en presencia de 2 mg de proteasa Nagarse por cada corazón durante 9 

minutos a 4°C. Se centrifugó a . 9800 rpm por 1 O minutos a 4°C. Después se 

resuspendió el botón en 25 mL de llledlo SHE mediante el empleo de tubos de ensaye 

llenos de hielo. Se homogeneizó nuevamente en el poter. Posteriormente se centrifugó 

a 2500 rpm durante .1 O minutos a 4ºC . Se recuperó el sobrenadante, se filtro a través 

de una gasa y se centrifugó nuevamente a 9800 rpm por 10 minutos a 4ºC. El botón se 

resuspendió en 1 mL de medio SHE con O. 1 % de albúmina libre de ácidos grasos y 

1mM de ADP . Se incubó 10 minutos a 4ºC. Al finalizar el tiempo de incubación se 

agregaron 40 mL de medio SHE y se centrifugó a 9800 rpm por 1 O minutos a 4°C. El 

botón se resuspendió en 300 ¡1L de medio SHE y se midió la proteina por el método de 

biuret (Gornall el al. 1949), utilizando un estándar de albúmina de 100 mg/mL. 
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De la linea celular As::30D
0

(López~Gómei et al 1993; Moreadith y Fisl<um, 1984) · .. 

Se extrajo todo el líquido d~ ascitis (60. mL) y se centrifugó a 1700 rpm por 2 
:: . .;:·"'.-

minutos. Seresu~p,epcji.ó,131 botón en el medio NKT (NaCI 150 mM, KCI 5 mM ,Tris/HCI 

1 O mM y pH 7.5) y se centrifúgó a 1700 rpm por 2 minutos: Éste proceso sl'l rt:ipitió dos 

veces. Después se resuspendió el botón en 25 mL de medio SHE y s~ centrifugó a 
. . - .. : - ''.; -.- . - . 

' . 
1700 rpm por 2 minutos. Se resuspendió el botón, se mldióJa proteína y se llevó a una 

concentración final de 30 mg/mL. 

Con agitación continua y con una concentración de 0.4% de albúmina se agregó 
' . . 

gota a gota 30 µg de digitonina (marca Sigma, 50% pureza y lote 122H1068) por mg de 

proteína. Se incubó durante 3 minutos a 4°C. Al finalizar se agregó SHE dos veces el 

volumen inicial. Se centrifugó a 2500 rpm por 10 minutos a 4°C, al terminó se tomo el 

botón y se homogeneizó. Se centrifugó a 2500 rpm por 5 minutos a 4ºC, se separó el 

sobrenadante y el botón se volvió a homogeneizar . El proceso para obtener el 

sobrenadante se repitió 2 veces más. 

Los sobrenadantes recolectados se centrifugaron a 9500 rpm por 1 O minutos a 

4°C. El botón se resuspendió en 0.1 % de albúmina y 1 mM de ADP. Se incubó por 1 O 

minutos a 4°C. Al finalizar se adicionó SHE y se centrifugó a 9500 rpm por 10 minutos a 

4°C. Finalmente el botón se resuspendió en SHE y se midió proteína. 

Preparación de las partículas submitocondriales de hfgado. 

Una vez que se obtuvieron las mitocondrias de cinco hígados se siguió el 

procedimiento indicado por Thayer y Rubín, 1979. Se resuspendieron las mitocondrias 

en el medio SHE y se adicionaron 0.1-0.2% de albúmina libre de ácidos grasos. Se 
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ajustó la cantidad de protelna a 50 mg/rnty se agregó digitc:mina (0.07c mg de 

digitonina/ mg de protelna) en agitación aAºC. De~puésde J5 minutos de agitación se 

agregaron 3 volúmenes del .medio SHE yse ~entrifu~Ó a.'12Óoo,~pmpoL10 minutos a 4 
;:-.':'" - ,' -'.~;, ;:·,"('" . ,~, ·-

NADH 0.2 mM, succinato. 1 · mM, A fp: F~~; M~C::1r 1: ~~;::, ~~p~ 1 o\nM y albúmina 
:.>:·;-;:. ~:·:-,,~-'" ':'."(,' '; <~----: 

1mg/mL y se centrifugó a .. 12ogo,r'pm1i>oi:\:191íllin11tas·.~··4 ·0 c. Posteriormente se 

resuspendió el botón en 10 ml dé.'meclió~de•t;cinica6ión · y se agregó MgCl2 hasta 

obtener una concentración flnaL;cl¿\12 ~M. Se sonicó cuatro veces a O ºC por 15 
•:C.:_"',"·_·,,.:;::.:,· 

segundos con intel"(alos ele< un. minuto de descanso, al finalizar se centrifugó a 15000 

rpm por 5 minutos a4: 0~.'Se sepáró el sobrenadante y se centrifugó nuevamente a 

45000 rpm por 45 minutos a 4 ºC. Por último el botón restante se resuspendió en medio 

SHE y se midió protelna. 

Consumo de oxigeno (mitocondrias) 

El consumo de oxigeno se midió por medio de un electrodo tipo Clark en 1.9 ml 

de medio KME (KCI 120 mM, Mops 20 mM, EGTA 0.5 mM y pH 7.2) al cual se le 

adicionó de 1 a 2 mg de proteina, K2HP04 5 mM, u-cetoglutarato 1 O mM o succinato 

10 mM + rotenona 1µM. Al terminar el tiempo de incubación se agregó en el caso de la 

respiración acoplada, 600 nmoles de ADP y para la desacoplada 0.4 ¡1M de CCCP. 

Tomando en cuenta que a 30 ºC y a la altura de la ciudad de México se tienen disueltos 

400 ng átomos oxlgeno/ml en KME. 

TESJS r,n~r 
DAIT i¡ i~f·' .':l!'!lfN l' ..... L: . ' . J : ' ' ) L\.1 Í .l.I 

11. .... _.,. ____ ··-"·---- --·---------
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Figura 5. Trazo representativo de consumo de oxigeno. 

Potencial de membrana 

Se hizo la deiermina.ción cualitativa del. potencial de membrana mediante la 

utlización de Safranina 05 ¡1M •. s.~ccinato 10mM, K2HP04 5 mM, rotenona 1µM, 1mg 

de protelna /mL ~h·~ME}~;:fo'0c)~ri·~n'~~pectrofluorómetro a 495 nm de excitación y 

586 nm de emlsi¿A ( Wie·cl~o~~ki ~tal 1998) . 

La determlna'CiórÍ cuantitativa se hizo mediante la distribución de 

tetrafenilfosfonio [~H ] TPP+. Se resuspendieron 2 mg de protelna en 0.5 mi de medio 

KME que contén!~ K2HP04 5 mM , a-cetoglutarato 1 O mM o succinato 1 O mM + 

rotenona 1 ¡1M y [3H ] TPP+ 0.8 ¡1M (actividad especifica 27.0 Ci/mmol) y se incubaron 

durante 4·minutos, SI era necesario se hacia la adición de ADP 10 mM al medio e 

inmediatamente se centrifugaba a 14000 rpm por 2 min a 4ºC en una microcentrlfuga. 

Al término se tomó del sobrenadante 150 pL y el botón se resuspendió completamente 
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Figura 6. Trazo representativo de la medición cualitativa del potencial de membrana. 

en 150 ~il de una solución de SOS al 0.5 %. En las muestras se hizo la medición de la 

distribución· del [3H ] TPP+ y se calculó el potencial de membrana como lo describe 

Rottenberg, 1984. 

!:t. 'l' = RT/ZF In (RcVo-Ko)/(Vi+ Ki) a 30° C es igual a 

!:t. 'fl = 60 mV log (RcVo-Ko)/(Vi+ Ki) donde : 
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Re= la re ladón entre elccinfoni~o delealión en· las"mifoconarias y én el medio 

(cuentas en el pelle!/ cuentas en el sobrenadante), 

Vo= volumen del ~edio externo. ( vol~me[l que se torno del sobrenadante), 

Vi= volumen de lamatriz mitocondri~I (1 ~Lpor ni~ de protelna), 

Ko= coeficiente de partición Interno (i.9 iu mg de protelna para el TPP+), 

Ki= coeficiente de partición externo (14.3 µU mg de protelna). 

Consumo de oxigeno ( Partlculas submltocondriales.) 

El consumo de oxigeno se midió a 30 ºC en 1.9 mL de medio SHE con KCI 20 

mM, se adicionó la .concentración correspondiente de casiopelna y partlculas (0.5 mg 

de protelná), - . se incúbó-- por·-· 4 minutos. Al término se agregó NADH 2 mM, 

posteriormente se agregó rotenona 1 µM, poco después succinato 5 mM y finalmente 

antimicina 1 ~1M. A la altura de la ciudad de México y a 30 ºC se tomó en 

consideración que la solubilidad del oxigeno en medio SHE es de 390 ng átomos 

oxigeno/ mL. 
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Figura 7. Trazo representativo del 
consumo de oxigeno de 
partlculas submitocondrlales. 
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Medición de las actividades de diferentes enzimas. 

a-cetog/utarato deshidroqenasa (Rodrlguez-Zavala et al. 2000) 

La actividad se midió al cuantificar la aparición de NADH a una longitud de onda 

de 340 nm de excitación y 460 nm de emisión, calibrando la señal de fluorescencia con 

una concentración con6cidadé NADH. En 2 mL de medio KME a 30 ºC y con agitación, 

se suspendieron:Jas mitocondrias (1 mg de protelna ), en el medio que contenla u

cetoglutarato 1 O mM, Tritón 0.02%, rotenona 4 µM, MgCl2 15 mM, TPP 0.85 mM, NAO+ 

mM. Se incubó 4 minutos en presencia de la casiopelna y al término del periodo de 
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incubación se inició la reacción con la adición de CoA 0.1 mM. La adición de DTT 
·~""· . 

4 mM se hizo de acuerdo con las necesidades de los experimentos. 

Tiemoo 

Succinato deshidroqenasa 

Calibración de la señal 

Figura 8. Trazo representativo de 
la medición de la actividad de la 
a-cetoglutarato deshldrogenasa. 

La actividad se. midió al cuantificar la reducción del DCPI P a una longitud de onda 

de 600 nm a 28 ºC. Se mezclaron mitocondrias (1 mg de protefna) en 2 mL de un 

medio KME que contenía DCPIP 0.2 mM, Tritón X-100 0.02% , PMS 0.2 mM; 

antimicina 1 µM y al término de la incubación con el fármaco se inició la reacción.con 

Succinato 1 O mM. 
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Citocromo bc1 

Fue determinada la actividad del citocromo bc1 a 30ºC en 2 mL de medio KME al 

que se le adicionó 1 mg de protelna, 1.6 mM KCN, roteriona 1 µM, ferricianuro 1.5 mM. 

La reacción se inició agregando 5 mM de succi~ato.· ~e registró l~activldad rned;ante la 

medición de la diferencia de absorbancia a 440-4f 96 nm,
0

calcul~~do la a~tividad ~sando 
el coeficiente de extinción del ferricianur.o de0.5~ mfy1"1 cm·1 (St~ner,19S"7). 

A TP sintetasa (Pacheco-Moisés et a/, 2000) 

Se midió la hidrólisis de. ATP en 2 1T1L en un medio con KCI 120 mM, 
:,:,", 

HEPES/KOH 40: mM; · MgÓÍf 5 mM, EGTA 0.1 mM, Plranina. 2 µM, y de partfculas 

:'" '.'~.,·; .; ' .; - .. '"- ~ .-. ::· - . - ; - . -. . 

oligomlcina 1 µM; l.~' rn~éJi~iÓns~ hÍ~o¡;;,longitud de onda de450énm de excitación y 

507 nm de emisión; la ~in~?d~fluor~s~ncia se calibró agregando'una concentración 

conocida de NaOH. 

Partlculas CSll 

. .,~.(..,. 
1 . 
1 • 

' r. 
1

:; .. 

!1111/ 
ATP 

Figura 9. Trazo 
representativo de la 

medición de la actividad de 
la ATP sintetasa. 
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Hinchamiento mitocondrial 

El hinchamiento se midió a 28 ºC mediante el, cambio de densidad,óptica a 540 

nm, en 2 ml de medio KME en presencia de las sales de amoniode succinato o a-
-. :.:'. ::· >,::· :,: ·-,: 

cetoglutarato 100 mM. Se Inició la reacqiÓn agregar,do .!11g ·~~ protelna; Este 

procedimiento. fue Ú~ilizado lnl~i~lmeríte, al trat~r ele· ~valuar el· '~recto sobre .los 
' 

transportadores. Al flhaí?solcFse'utllizaba medio KME coh1 mg~·dé proteína ·y se 
•••• - •: ;· ,· '.' - .•• ,_ - ::;. ,:: • • •• • • ' • • • :.,~ "' i • - • ' ' 

iniciaba el trazo, ~gr~ga~~() r'25 nm61es/ mg de proteíná de CSÍI ; al utilizar ATP se 

agregaba desde ~I inicio ~ligÓrniclna 1 µM. 

En la cúrv~ de sel~ctlvldad se utilizó un medio cori MO¡:'S 20 mM, EGTA 0 .. 5 mM 

y pH 7.2, en' 2 mí.: de este medio se adicionó 25 nmoles/ing de proteína de CSll, 120 

mM de cada una de estas sales RbCI, KCI, NaCI y LiCI. Sé inició el trazo adicionando 1 

mg de proteína. 

e 
e: ~L 

100 s 

¿ Mitocondrias 

"-., 

\ CSll 
25 nmoles I mq de protelna 

1 
\ 
\ 

Tiemoo 

Figura 10. Trazo representativo de hinchamiento mltocondrlal. 
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Medición de citocromo c 

Las mitocondrias (10mg de proteina) eran incubadas a diferentes tiempos a 30 

ºC en agitación orbital, a 120 rpm en 3 mL de medio KME que contenla succinato 1 O 

mM, rotenona 1 ftM, K2P04 5 mM y diferentes concentraciones de CSll. Se inició la 

incubación agregar;ido las mitocondrias, al término se centrifugó la mezcla a 14000 rpm 

por 3 min a 4 ºC. Posteriormente se tomó 2 mL del sobrenadante , para cuantificar 

citocromo c. 

La cuantificación de citocromo e se determinó por la obtención de los espectros de 

absorbancia de la muestra reducida con ditionita menos el espectro de absorbancia de 

la muestra oxidada con persulfato . Para calcular el contenido de citocromo e se calculó 

la diferencia en absorbancia de 550 menos 540 nm y un coeficiente de extinción de 19 

mM'1cm·1 (lnomoto et al. 1994). 

550 

540 

~~~r record number far over lay o~~ero <CR> Longutud de onda 
630~ 

o 

Figura 11. Espectro representativo de la cuantificación de citocromo c. 
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Células 

En un volumen final de 1.5 mL de medio Krebs-Ringer modificado se adicionó 41 

mg de protelna celular, después se Incubó 5 mln en agitación orbital (1500 rpm) a 37 

ºC, al terminó del periodo de incuti'a,ción, se adicionó la CSll a las concentraciones 

establecidas y se incubó el tiempo necesario tomando como el tiempo cero la adición. 

Una vez que finalizó el tiempo de Incubación se tomaron 4 mg de protelna celular para 

medir la respiración y 27 mg para la hacer la precipitación ácida. 

Respiración 

En 1.9 mL de medio Krebs-Ringer modificado se adicionaron 4 mg de protelna, 

durante el trazo se agregó oligomicina 5µM. Cuando el consumo de oxigeno se 

mantuvo constante se agregó rotenona 2µM. A 37ºC se tomó en cuenta que en el 

medio Krebs-Ringer se tiene (disuelto) 380 ng atemos oxlgeno/mL (190 µ H20). 

Cuantificación de A TP 

Las allcuotas de las Incubaciones fueron digeridas a 4°C en ácido perclórico 

(HCI04) al 3% - EDTA (10 mM). La fracción proteica y membrana! fue removida por 

centrifugación. El sobrenadante se neutralizó con una mezcla de KOH (1 O N) - TRIS 

(0.1 M). El KCI04 precipitado se eliminó por centrifugación y el sobrenadante 

neutralizado fue dividido en varias alícuotas y almacenado a -70 ºC. El ATP se midió al 

cuantificar la aparición de NADPH mediante la hexocinasa y la glucosa 6-fosfato 

deshidrogenasa en un medio que contenla 50 µL del sobrenadante obtenido en la 

precipitación ácida, MgCl2 2 mM, HEPES 50 mM, EGTA 1 mM, glucosa 5 mM, NADPH 
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0.1 mM, pH 7.4 y una temperatura de 30 ºC; La medición se hizo a una longitud de 

onda de 340 nm de excitación y .460 nm de emisión, calibrando la señal de 

fluorescencia con NADH a una concentración conocida. 
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Figura 12.Trazo representativo 
de la cuantificación de ATP. 
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RESULTADOS 

Respiración y potencial de membrana en mitocondrias 

Como lo único que se tenia hasta antes de la realización de éste trabajo sobre la 

interacción de . las caslopelnas (CS) con la mitocondria eran datos morfológicos, 

inicialmente.se planteo como objetivo determinar el efecto de estos compuestos sobre 

la respiraci~n .. Se Emcontró que las caslopelnas inhibieron la respiración acoplada 

(Figura 13 B) e Incrementaron la relación ADP/O (inserto de la Figura 13 B ). Dichos 

parámetros son afectados de la misma manera por varios inhibidores de la fosforilación 

oxidativa, a diferencia de un agente desacoplante que hace que disminuya la relación 

ADP/O. Las casiopeinas también colapsaron el potencial de membrana que fue medido 

inicialmente mediante el empleo de safranina O (Figura 14). Tanto la inhibición de la 

respiración como el colapso del potencial de membrana fue dependiente de la 

concentración de ambas casiopelnas y del tiempo de incubación (Figura 14 8). Esto 

último sugirió que las casiopelnas no difundfan rápidamente a través de la membrana 

mitocondrial. Cabe notar que la CSll inhibió la respiración a concentraciones menores 

que la CSlll (Figura 13). La diferencia en las concentraciones sugirió que la CSll 

(fenantrolina metilada) podla pasar más fácilmente la membrana mitocondrial que la 

CSlll ( bipiridina). 

Una vez que se demostró que las casiopefnas inhiblan la respiración y 

colapsaban el gradiente de protones, se diseñaron experimentos que ayudaran a 

descubrir cuales eran los sitios sobre los que actuaban. Al utilizar el a-cetoglutarato se 

caracterizó el efecto de las casiopelnas sobre la a-cetoglutarato deshidrogenasa, la 
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NADH deshidrogenasa, el cito.cromo bc1 y la citocromo oxidasa~ En cambio al utilizar el 

succinato, se estudio el efecto sobre la- succinato deshidrogena~a. el citocromo bc1 y la 
. . . ; 

citocromo oxidasa.\ El sistema fosforilante (la ATP sintetasa, el tra~locadorADP/ATP y 
: '· .. ·. . . . . ·' .. . .. _f'' -_•, .. ·' •' 

el transportador de fosfato) se evaluó cuando- \ai:respirai:ión ~r~ acoplada. 

Conjuntamente con la respiraCión nuevamente se midió el éfecto sobre el potencial de 

membrana peroah~ora cu~ntificando el potencial median!~ lapistribución del H3 -TPP• 

utilizando los deis sústr~to~. 

Cuando se lltiiizó como sustrato el succinato se encontró que las respiraciones 

(acoplada y desacoplada) eran menos sensibles a la inhibición provocada por las 

casiopeinas, lo que no ocurría al utilizar a-cetoglutarato (Tabla 1 ). Esta diferencia en 

sensibilidad ponla de manifiesto la existencia de al menos dos sitios de inhibición. Sin 

embargo de inicio se descartó al sistema fosforilante, debido a que entre la respiración 

acoplada (sistema fosforllante activo) y la respiración desacoplada (sistema fosforilante 

no activo) no habla una diferencia en las concentraciones inhibitorias medias con un 

mismo sustrato. Asl que fos posibles blancos de las casiopelnas estarfan ubicados en 

las enzimas de la cadena respiratoria (NADH deshidrogenasa, citocromo bc1 y 

citocromo oxidasa) y del ciclo de Krebs (a-cetoglutarato deshidrogenasa y la succinato 

deshidrogenasa). 

Otro punto importante que se valoró fue la selectividad de la CSll hacia 

diferentes tipos de mitocondrias, de ahf que se hayan utilizado mitocondrias aisladas 
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Figura 13. Efecto de las casiopelnas sobre la respiración a diferentes tiempos de 

incubación. A) Se muestra un trazo representativo del consumo de oxígeno en donde se indica 

el orden en que se agregó la casiopeína (CS), las mítocondrías (mito), el ADP y la ditioníta. B) 

Éste gráfico índica la inhibición provocada por la CSlll • (73 nmoles/mg de protelna) y la CSll 

"' (8.9 nmoles/mg de proteína), con respecto al control O a diferentes tiempos de incubación 

(sustrato a-cetoglutarato). El inserto muestra el efecto sobre la relación ADP/O con respecto al 

tiempo. C) Inhibición de la respiración provocada por la CSll "' , con respecto al control O a 

diferentes tiempos de incubación (sustrato succinato). Los ensayos se realizaron en medio KME 

con r1-cetoglutarato 10 mM o succinato 10 mM (+ rotenona 1 ¡1M), fosfato 5 mM, 2 mg de 

proteína, ADP 600 nmoles y 30 ºC de temperatura. 
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Figura 14. Inhibición del potencial de membrana mitocondrial. A) Trazo representativo de la 

medición del potencial de membrana con safranina O. B) El gráfico muestra diferentes 

concentraciones de CSlll ¿ y CSll • contra el tiempo en que despolarizan la membrana 

mitocondrial. Se ensayo en medio KME con succinato 10 mM , rotenona 1 ¡1M, fosfato 5 mM, 1 

mg de proteina, safranina O 5 µM , a una longitud de onda de 495nm de excitación y 586 nm de 

emisión y 30 ºC de temperatura. 

TESIS CO~T 
FALLA DE ORIGEN 

36 



del hfgado, del riñón; del corazón y de la ffnea celular AS-300. La concentración de la 

CSll para inhibir el 50% d.e la_respiración acoplada y desacoplada en las mitocondrias 
' . .. - . ~· .. 

del hfgado y de la ffneá celular AS-300fue la. misma (Tabla 1, Figura 15). Sin embargo, 
·,' :'- -,.:;.·,: ',:_·· 

las mitocondrias de corazón presentaron mayor resistencia al efecto de la CSll (Tabla 

1 ). La diferencia en la sensibilidad entre las mitocondrias del corazón y del hfgado a la 

CSll pudo deberse a que en el corazón existe una ·lllªYºr cantidad de enzimas de la 

fosforilación oxidativa que en el hfgado. 

' ·.· 
Con a-cetoglutarato, la relación AOP/O aumento en presencia de' CSll tanto en 

las mitocondrias del hfgado como en fas mitocondrias de l~Un~a é~lularÁS-300 (Figura 

16), debido a la inhibición de fa• respiración :enjest~do: 3.• ton:·succinélto; la relación 
- •·.· . - ' ·, - ' ' .....•• - - -~-. i .¡ ' .•. . .,_ ._, ' . '· • . .-

ADP/O disminuyó en las m.itocondria~ ~~I tifga~6 v',P.E!rniafü~d16 ~in ciambi() ;en las 

mitocondrias de fa ffnea celular AS-3fü). fa r~~pirlci~Q e.~~siadJ1 c~~ ~~cetogl(Jtarato 
se mantuvo constante en presencia d~ C~U ~11 'a·m~~s! tipo~ de mÍtoéondrias a 

diferencia de con succinato (Figura 16 A), effdo~~~' est~ últf~a se i.ncreménto hasta 

un 300% en fas mitocondrias del hfgado y ligeramente en fas mitocondrias de fa ffnea 

AS-300 (Figura 16 B). 

El colapso del potencial de membrana por la CSll fue de una sensibilidad similar 

en las mitocondrias del hfgado, de la ffnea celular AS-300 (Figura 17) y del riñón, 

mientras que las mitocondrias de corazón fueron más resistentes al efecto de fa CSll 

(Tabla 1). 
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Cuando se llevo acabo la comparación de la· concentración necesaria de CSll 

para inhibir un 50% de la respiración y del potenci~I de membrana, se encontró que no 

hubo diferencia cuando se utilizó a~cet~glutarato 8~mosústrato'(Tabla .1). En cambio, 

cuando se utilizó el succinato; las co~ce~tracion~s,_parl.!i:1n;ibir el 50% de ambos 

parámetros resultaron ser diferentes (~1 ;t: o,7' yf~.1'± {)~* tmOi,es Í mg de protelna 

respectivamente), necesitándose ulla mayo~ ccmc~~trabi~~ p~ra inhibir la respiración, 
: 1 - • '·, • :. • ' • - ' - ' _, .. • • ~. :1.:' , .. '·, 

que el potencial de membrana. EstC> último sugiere qúe la CSÚ~dÚa como un agente 

desacoplante cuando la mitocondria utiliza cómo sustrato de la respiración al succinato 

debido a que se estimula la respiración en estado 4 y se presenta una disminución en la 

relación ADP/O como sucede con otros agentes desacoplantes. Sin embargo esta 

propuesta no explica la inhibición de la respiración desacoplada. 
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CASIOPEINA II Hígado 

Sustrato Resoiración Potencial 
Acoo Desa Est3 Est4 

Succinato 21±0.7 16±3 
3) 13 

a-ceto 

CASIO PEINA III 

Succinato 239±12 330±15 
(3) (3) 

a-ceto 77±4 90±12 
(3) (3) 

AS-300 

Potencial 
Est3 Est4 

Riñón 

Potencial 
Est3 

6.3 
(2) 

Corazón 

Resoiración 
Acoo 1 Desa 

12±2 10.5±1. 
(3) B 

3 

Potencial 
Est3 

9.6±2.3 
(3) 

Tabla 1. Concentraciones Inhibitorias Medias para las Casiopeínas (nmoles/mg de proteína) en mitocondrias. Se muestran 
·-----,,media± SO, el numero entre paréntesis indica las preparaciones realizadas. Se calcularon las concentraciones a partir de las curvas 
, :-:..--:¡ lde % de respiración vs concentración de CSll. Acop: acoplada: Desa: desacoplada: Est3: estado 3 y Est4: estado 4. 
".:. 1 

: •..__ 

!3.: .... _ 
r~:: 
/:.cj 
2: 

'--3 ,==:¡ 
V:l ::;;; 
~ 
':::> 
•-:;;.11 -,_. 
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Figura 15. Efecto de diferentes concentraciones de CSll sobre la respiración de 

mitocondrias de hlgado y de la linea celular AS-300. A) Inhibición de la respiración en 

estado 3. 8) Inhibición de la respiración desacoplada. Mitocondrias del hlgado (a-cetoglutarato 

•. Succinato A) y de la linea celular AS-300 (u-cetoglutarato O, Succinato LI.). Se ensayó en 

medio KME con a-cetoglutarato 10 mM + 2 mg de proteína o succinato + 1 mg de proteína 

+ rotenona 1 pM, fosfato 5 mM y 30 ºC de temperatura. 
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Figura 16. Efecto sobre la relación ADP/O y la respiración de estado 4. A) Relación ADP/0. 

B) Respiración en estado 4. Mitocondrias del higado (a-cetoglutarato •. Succinato A) y de la 

linea celular AS-300 (a-cetoglutarato O, Succinato 6). Datos calculados a partir de los 

resultados obtenidos de la respiración acopiada (respiración en estado 3) a diferentes 

concentraciones de CSll. 
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Figura 17. Inhibición del potencial de membrana. El gráfico muestra la inhibición que 

provocan diferentes concentraciones de CSll en mitocondrias de hígado (cx-cetoglutarato •. 

Succinato .t.) y de la llnea celular AS-300 (cx-cetoglutarato O, Succinato ~). El inserto 

relaciona la inhibición del potencial de membrana y la inhibición de la respiración en estado 3. 

Los experimentos se realizaron en medio KME con cx-cetoglutarato 10 mM o succinato 10 mM 

(+ rotenona 1 µM) , fosfato 5 mM, proteina 2 mg, H3-TPP' 0.8 µM, ADP 600 nmoles, y 

temperatura de 30 ºC. 
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Medición de la actividad de enzimas específicas 

La medición indirecta de la actividad de la ATP sintetasa mediante la hidrólisis de 

ATP en mitocondrias intactas, cuantificando el potencial producido fue sensible a la 

CSll (Figura 17). Sin embargo, (midiendo directamente la hidrólisis de ATP) de la 

actividad de la .ATP sintetasa no fue afectada por CSll (datos no mostrados). La 

actividad del citocromo bc1. y de la NADH deshidrogenasa no se al,teró en presencia de 
' .,e - . 

la CSll, pero si la ~ctividad de la succinafo deshldrogenasa' y de la cx-cetoglutarato 

deshidrogenasa .. 

La actividad de fa1,s~C:Ci~~to,de~~idrorié~asa;fue lnhlbláa a concentraciones por 
. - ,., ... -,·-.- _.,_._ ·.·-- ,-,,.-.·.·- .... ·-·-

arriba de 75 nmoie.··. s '· rng pr~tefn~ (~igM~ ~9 A..>. encontrándose una Clso de 200 '···· ·-· ·,,, "• ... -...... . : 

nmoles/ mgde proteirla';·.qu~'cipíll~~rkci.a:C:on'l~s·doncentraciones inhibitorias medias 

reportadas para la resf?Jrafi~n~on~u~{~ato en mitocondrias intactas (21 ± 0.7 y 16±3 

nmoles/mg de prot~in;~·~para la respiración acoplada y desacoplada respectivamente), 

resulto ser 10 veces mayor. Por lo tanto, la inhibición de la succinato deshidrogenasa 

no esta relacionada con la inhibición de la respiración. 

En el caso de la actividad de la cx-cetoglutarato deshidrogenasa, inicialmente no 

se vio alterada, pero al parecer fue debido a que en el medio de reacción se adicionaba 

DTT, necesario para mantener a la enzima y a sus cofactores en forma reducida (Figura 

19 B). Una vez que el DTT fue retirado del medio de reacción, la CSll inhibió la 

actividad de la enzima, sugiriendo que la CSll podrla estar afectando grupos SH 

esenciales . Tratando de dilucidar si era el cobre de la CSll el responsable de la 
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inhibición, se-enfrentó a la enzima a una concentración de 75 j.IM de Cu(N03)2, pero 

solo hubo una inhibición del 50% de la actividad comparado con una concentración de 

12 ¡1M de la CSll que inhibió casi totalmente a la enzima. Esto sugirió que el cobre al 

·-·---·--------
·~ 
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Figura 18. Efecto de diferentes concentraciones de CSll sobre la hidrólisis de ATP en 

mitocondrlas Intactas. Se ensayo en medio KME que contenfa diferentes concentraciones de 

CSff, antimicina 0.25 µM, ATP 3 mM, fosfato 5 mM, H3-TPP• 0.8 ¡1M y temperatura de 30 ºC. Se 

iniciaba fa incubación (4min) adicionado 2 mg de protefna. 
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Figura 19. Inhibición de la actividad de la a-cetoglutarato deshidrogenasa y succinato 

deshidrogenasa. A) Inhibición de la actividad de la a-cetoglutarato • y la succinato 

deshidrogenasa ..t., por diferentes concentraciones de CSll. B) Comparación de la inhibición 

producida por CSIJ 25 nmolesf mg de proteina, CSll 25 nmoles f mg de proteína + DTT 4 mM y 

Cu(N0,)2 75 µM, con respecto al control. Se midió la actividad de la u-cetoglutarato 

deshidrogenasa en medio KME con a-cetoglutarato 10 mM, tritón 0.02%, rotenona 4 µM, MgCl2 

15 mM, TPP 0.85 mM, NAo• 1 mM, CoA 0.1 mM, 0.5 mg de protelna f ml y 30 ºC de 

temperatura. La actividad de la succinato deshidrogenasa se determinó en medio KME con 

DCPIP 0.2 mM, tritón x-100 0.02%, PMS 0.2 mM, Antimicina 1f1M, succinato 10 mM y 1 mg de 

protelna, se cuantifico la reducción del DCPIP a 600 nm y 28 ºC de temperatura. 
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estar asociado a una molécula hicfrófóbicfa p-cidrla. irlforaCtuár más fácilmente que -el 

cobre libre con grupos SH importantes de la enzima com~ ,lo es el ácido lipoico. 

La CSll inhibió totalmente la actividacl cie l~ierí~lma con 25 nmoles/ nig de 

protelna (12 ~1M). La Cl50 fue de 10 nmoles/mg de protelna (Figura 19 A), que 

comparada con la Cl50 4.7±0.7 nmoles/ mg de protelna encontrada en 1.a ensayos de 

respiración con cx-cetoglutarato, permitia establecer a la cx-cetoglutarato 

deshidrogenasa como uno de los sitios blanco de la CSll. La diferencia en las Clso 

podrla deberse a que la actividad de la enzima se ensayo en condiciones de velocidad, 

máxima, mientras que en los ensayos de respiración la cx-cetoglutarato deshidrogenasa 

funciona a una menor velocidad y su inhibición requiere , por lo tanto, de una menor 

concentración de CSll. 

La inhibición de cx-cetoglutarato deshidrogE!nasa permitió aclarar la inhibición de 

la respiración con cx-cetoglutarato. Sin embargo, todavla faltaba esclarecer que ocurrla 

con la respiración con el succinato. Los últimos resultados indicaban que el sitio no se 

encontraba en la cadena respiratoria, porque en partlculas submitocondriales, al 

medirse la respiración con el NADH y el succinato para evaluar el efecto sobre la NADH 

deshidrogenasa ( complejo 1 ) y sobre la cadena respiratoria, no se detectó inhibición en 

ninguno de los dos casos (Figura 7 en la sección de Métodos). 

Como no se encontró efecto sobre la cadena respiratoria, ni sobre la succinato 

deshidrogenasa a nivel de partlculas submitocondriales y la única diferencia entre las 
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mitocondrias i las cpartfcufas son los transportadores, se - propuso- -que sobre el 

transportador de succinato era donde actuaba a CSll. 

Hinchamiento 

El transporte.de _succinato ~!'.-midió mediante el hinchamiento producido por fa 

sal de succinatci de amónio>Esta técnica se basa en la entrada del amoniaco a la matriz 
' ... -,::>." .· : .. ::·.-. >·· .· . : . .- .. ·~---:- -- :/ . . ' 

mitocondriaí en donde. se genera el ion amonio que posee una carga positiva y que se 

estabiliza con su contraión(succinato), que al entrarutmz~ su transportador. Cuando 

ocurre est~ la mitocondria se hincha y éste ca~lJi~-·~r,'el vblu~en interno puede 

medirse por una disminución en el paso de faluz 13n un espe~frofcitó~etio (LaNoue y 

Schoolwerth, 1979). 

La presencia de CSll no inhibió el hinchamiento prod,ucido por fa sal de succinato 

de amonio, por el contrario, lo estimuló. Se o'bs~..Vó' que diéha estimulación dependfa de 
·.-"- -' - . --

la presencia del potasio (Figura 20 A) pues-al emplear un•medio con sacarosa este 

efecto no se observaba (Figura 20 C). Con a-cetoglutarafo se encontró un hinchamiento 

menor (Figura 20 A). 

Los mejores cationes para inducir hinchamiento con CSll fueron el Rb+ y K+ 

seguidos por el Na+ y finalmente por el u•. El perfil indicaba que se estaba abriendo un 

canal o transportador con selectividad a cationes monovalentes de radio iónico alto 

(>1.3 ºA). En la mitocondria se ha reportado la presencia de un canal de potasio (K ATP). 

que su apertura ocasiona hinchamiento de la mitocondria (Szewezyk et al. 1996; 
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Kowaltowiski et al. 2001 ). Una caracterlstica importante del c¡;¡n-al l(ATP es que presenta 

un perfil de selectividad a cationes monovalentes semejante (Szewezyk et al. 1996) al 

canal o transportador que activa la CSJJ (Figüra 20 B).· Además; Ja activación del canal 

KATP. estimula Ja respiración y di~mi~Jye';~I ~~t~~~ia.1~9~jm~~~~~n~Fdi~~os efectos 

también son observados en las mito'co~dria~ incubadas co~ C~ll. ,Por t~I ~olivo no era . . - ·-· . -. - .. - .. - -- . . ' .. ,.___ . . '' '" ' ' ~ 

descabellado pensar quE! el ,caria! ~ctiv~do ~or Ja CSll kra f!ld~~K~rP , (;orno ~I ATP es 

inhibidor del canal KArP. se pro~uso utilizarlo para inhibir el hin(;Ji¡{~iento ( lnóue et al. 
. ,. . ' ' 

1991; Paucek et al, 1992; Beavis et al. 1993; Szewczyk et éÚ'. 1996 y Jaburek et al. 
. ;1 ,' 

1998). El ATP disminuyó el hinchamiento inducido por la CSU (en un medio con K•), 

pero no el que provocaba Ja valinomlclna (Figura 20 C).' Este .hallazgo era una prueba 

de que el canal que era estimulado por Ja CSIJ podrla ser el canal KArP . 

Debido a que Ja activación del canal KArP explicaba solamente Ja Inhibición del 

potencial de membrana y el aumento de Ja respiración del estado 4 pero no Ja inhibición 

de la respiración, y a que existían reportes de que Ja apertura del cana.1 KArP lr:iducla Ja 

liberación del citocromo e dando como resultado una disminución de la respiración y 

sabiendo que la CSll tenia efectos muy similares al activar al canal. Ki>.TP, se decidió 

cuantificar la liberación del citocromo c. (Holmuhamedov et al. 1998; Chiandussl et al. 

2002). 

Liberación de citocromo c 

Se observó una liberación del citocromo e cuando las mitocondrias de hlgado se 

incubaron con diferentes concentraciones de CSll (5, 15 y 25 nmoles/mg protelna) y 

diferentes tiempos de incubación (1, 4 y 6 minutos) (Figura 21 A). La liberación del 

48 



citocromo e al parecer ocurre ininedfatameliite después de adidonai' ~na concerltraciéin 

de 25 nmoles I mg de protelna de CSll, pues no se obseNó ~ría diferencia en la 

concentración de citocromo e liberada ( 60 pmóles I ing de'prot~lna) e11tre 1 y 6 minutos 

de incubación. En cambio cuando se utilizó una cbhé~rrtra~ió~ 5 ~~oles I mg de 

protelna hubo una liberación de 15 pmoles / mg de protelna en 6 minutos (Figura 21 B). 

También se demostró que la liberación del citocromo e dependla de la presencia 

del potasio en el medio, ya que cuando las mitocondrÍéls se incubaron con CSll en un 

medio con sacarosa no se detecto la liberación del c.ifocronio e a pesar de que se 

utilizaron concentraciones de 25 y 50 nmolés l mg de pfotelna de CSll e Incubaciones 
:':·-·--·--- -.-'"" 

de hasta 6 minutos, en los cuales ya existla la liberaóiórí 60 pÍll()les I mg de protelna del 

citocromo e en un medio con potasio. 

Una vez que se determinó la liberación de. citocromo e, se decidió establecer si el 

poro de la transición de la permeabilidad (PTP) estaba involucrado. Para ello se utilizó 

un inhibidor especifico de dicho poro la ciclosporina ·.A (CSA), la cual inhibió 

parcialmente el hinchamiento producido por la CSll; además de est() también se utilizó 

H202 que se ha reportado inhibe a un canal semejanté .ál i<ATP en plarítas (Figura 200) 

(Chiandussi y colaboradores 2002). Con este compuesto se obtuvo una inhibición 

semejante a la producida por el ATP. 

rR~m rn~r 
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Figura 20. Hinchamiento Inducido por la CSll. A) Diferencia en el hinchamiento producido en 

presencia de a-cetoglutarato o succinato , con CSll 25nmoles/mg de protelna. B) Hinchamiento 

inducido por la CSll en presencia de 120 mM de KCI, LiCI, NaCI y RbCI. C) Inhibición del 

hinchamiento por ATP en presencia de 25nmoles/mg de protelna de CSll. O) Efecto del H20 2 

(4.411M) sobre el hinchamiento inducido por la CSll. 
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Figura 21. Liberación de citocromo C. A) Espectros representativos de cuantificación de 

citocromo c, a) Estándar, b) Espectro de sobrenandante despues de incubar mitocondrias en 

KME 4 min· en presencia de 25nmoles/ mg de proteina de CSll y c) Espectro de 

sobrenandante despues de incubar mltocondrias en SHE 4 min en presencia de 25nmoles/ mg 

de proteina de CSll. B) La cuantificación de citocromo c liberado despues de haber sido 

incubadas las mitocondrias a diferentes tiempos y diferentes concentraciones de CSll. 
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Células intactas 

Una vez que se estableció cómo la CSll alteraba el funcionamiento de la 

mitocondria aislada, se procedió a evaluar su efecto sobre la respiración celular, el cual 
' ···-·- ' 

es un sistema mucho más complejo (la célula intacta).~E!;to tendr[a q~e reflejarse en un 

efecto sobre la respiración sensible a oligomicina '(fosfbriiacié>'n o~ictativa) y en los 

niveles de ATP. Para ello se utilizó en los ensayosJa~lin~;a'c~l~l~;as~ruca AS-300, que 
-, ,_,,_-.. ""'•',. "'"'" ,_. --·- ' . 

tiene su origen en el hlgado de rata, que s~ ci~IJW efe ~clministrar 3'-metil-4-

dimetilaminoazobenzeno intraperitorialmente a ralas'.w;.S/ar (Smith et al. 1970). Según 
. . :··,:- ;:;, ;· .. -

la clasificación de Pedersen (1978), esta llnea ~~rl~Óe6e a Ías células tumorales de 
-_ <··:. ,;.-<. . .<· i ... ::·_~ 

rápido crecimiento. Presenta una alta velocidad ~~e fo_;;forilacióri oxidativa mayor que la 

velocidad de glucólisis y además el 95 % del-.~~~pri~iene ~e la fosforllación oxidativa . : .. ::'' : ' . ·<. -,,\:' ··. '. º' ~-'". -

(Rodriguez-Enrlquez et al. 2001) . Por lb tanto, este tipo de éélulas es un modelo 

adecuado para establecer si la CSll aitera la función mltocondrlal in situ, es decir, en la 

célula Integra. 

Debido a que se habla observado que el efecto de la CSll era dependiente del 

tiempo de incubación, se inició incubando desde 1 a 1 O minutos utilizando una 

concentración de 3 nmoles/ mg de protelna de CSll. Se observó disminución en la 

respiración sensible a oligomicina desde los 2 minutos de incubación e inhibición de 

un 80% a los 10 minutos (Figura 22 A) sin cambio en los niveles de ATP y la respiración 

resistente a oligomicina (Inserto Figura 22 A). Con base en estos resultados se tomó la 

decisión de incubar 4 minutos a diferentes concentraciones de CSll, en donde se 

observó una disminución de un 80 % de.· la respiración sensible a oligomicina con una 

concentración de 6 nmol/mg de protelna de CSll (Figura 22 B), sin cambio en la 
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- ' ---- · .. '-. ' -

2.5 nmoles I mg de proteína,.que fue menpr a la encontrada en mitocondrias .aisladas. 

En estos experimentos a pesar. de~atl~~s~inhi~id:o,casitotalm'~nte la respiración 

sensible a oligomicina los niveles de ATP ~o .6~mbia~¿l1 prob~bl~mente porque los 

tiempos de incubación eran muy c~rtos.:·p6f:·1c;/taniJ ~e i~c~baron a las células por 

tiempos prolongados, (Figura 23> con 'º cu~i~~ ~gnsi~uió observar cambios en 1os 

niveles de ATP (Inserto Figura 23). Sin embargo/se detectó un desfasamiento entre la 

inhibición de la respiración y Ja disminUci¿hdt1 ATP, porque a una concentración de 6 

nmoles I mg de proteína de la C~U,la rEispir~ción habla sido inhibida en un 80% a Jos 
-~ . . '- . ·. ' ·. 

10 minutos, pero una disminüción~n ¿fn;iVel<de ATP de 12 a 2.5 nmoles/mg de proteína 

a los 20 minutos de incub~ción. l.~· ~ism~o~~rrió con 3 nmoles/ mg de proteina.de la 

CSll, en donde el nivel de_ÁTP dis~in~yÓ;de.:12 a 8 nmoles / mg de proteína. 

Para descartar que el efecto de la .. CSll se debía a la acción sobre otros sitios 
. > ,_ - :_, ·_;. :-;,.,~_ . -·. -·. .' .·- : 

diferentes a Ja fosfódlación oxidatlva; se utilizó a Ja oligomicina, inhibidor de la 

fosforilación oxidativa, a uiia conceniración de 4µM. El experimento se acompañó con 

concentraciones de és11 que inhibían casi totalmente la respiración sensible a 

oligomicina (Figura 24). En estos ensayos se observo que con la oligomicina, a pesar 

de que se inhibió Ja respiración totalmente, los niveles de ATP no disminuyeron 

concomitantemente. Una explicación es que la glucólisis también puede generar ATP, 

evitando su disminución inmediata. A esta concentración, la oligomicina inhibe 

totalmente la fosforilación oxidativa incubando a las células por 2-3 minutos a 37 ºC . 
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Figura 22. Inhibición de ta respiración celular y cuantificación de los niveles de ATP. A) 

Inhibición de la respiración sensible a oligomicina con respecto al tiempo (CSll 3 nmoles/mg de 

protefna O y control e). Insertos muestran el efecto sobre la respiración resistente a 

oligomfcina y los niveles de ATP. B) Inhibición de la respiración sensible a oligomicina por 

diferentes concentraciones de CSll en una periodo de incubación de 4 min. El inserto indica los 

niveles de ATP. 
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Figura 23. Inhibición de la respiración y disminución de los niveles de ATP. Efecto de 

diferentes concentraciones de CSll sobre la respiración sensible a oligomicina. CSll 6 "V, 3 O, 

1.5 t::,. y control e. Inserto muestra los niveles de ATP. 

íil15 
.5 
.fil e 
a.10 

i 
g 5 
.s 
~ 

D 10mdes/mgCSU - 6mdes/mg CSll CJ Oigo4 mM 

0..1-f--'-'--'-tl-W'-'-'--+-'-""-.1-L;-""--~.¡--.ul.....l...l.-+--

20 o 5 10 15 

Tierrpo (nin) 

Figura 24. Efecto de la oligomicina y de diferentes concentraciones de CSll sobre los 

niveles de ATP. Las células se incubaron en medio Krebs-Ringer sin glucosa. 
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Discusión 

Los resultados demuestran .que la CSll interactúa con la mitocondria tanto 

aislada como en la célula intacta; con efecto en diferentes sitios que ocasiona la 

inhibición de la fosforilación oxidativa, trayendo como consecuencia la. disminución de 

los niveles de ATP. 

Entre los sitios que afecta .la CSll, esté la enzima a-cetoglutarato 

deshidrogenasa, que tiene vital Importancia, porque es una de las enzimas que produce 

el NADH necesario para la respiradón y la fosforilación oxidativa (Cooney et al. 1981; 

Moreno-Sánchez et al. 1990), Ad¿más regula la concentración de a-cetoglutarato 

producido en la lanzaderaaspártafo-malato y en la desaminación de aminoácidos 

(Smith et al. 1974) . .,La\ enzima esta constituida por tres componentes: la 
·:,-., 

deshidrogenasa ., d¿H. a"C:et~gl~íarato, la lipoamida transacetilasa y la lipoamida 

deshidrogenasa; •se,inhÍtié:~~n fosfonatos análogos al a-cetoglutarato (Bunik et al. 

1992), con el 2'.ri2·[i(Br~~w·~t~/.200o¡, con el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropirida 
•· 

(Mizuno et al. 1987) y d:m.el·4~hldroxy~2nonenal ( Humphries et al. 1998); éste último 

inhibe a la enziín¿.,~~a·f~Üeicíc~'sid~á I~ reducción de grupos SH del ácido lipoico, 

importantes para su ~bÚ~ldacf'cr:íGnik et al. 1990). Asl la CSll podrla inhibir a la enzima 
:_· J:.'. ·.>:·.::.: .·::·.:".- ~>--::- ..... -

mediante el misr:nó níecanlsmo, ya que al parecer interactúa con grupos SH importantes 

como la CoA y el ácido lipoico. Además también podria inhibirse la piruvato 

deshidrogenª::;a;debi:cto~ a que es un complejo enzimático parecido a la a-cetoglutarato 

deshidrogenasa. 
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Otro-efecto que tiene la CSll es la activación del canal KATP;-que juega un papel 

muy importante en_ la regulación _del volumen en la mitocondria {Garlid, 1996; Szewczyk 
; ',:' :. -::~': ' :. 

et al. 1996).Cua0do el'ca!1al Sf:l ¡)Ctiva se estimula la respiración basal (rE~splración de 

estado 4), se increrne~ía el vol~men interno y se despolariza la membrana; d~bido a la 

entrada rna:iva•dt'!·k;.(Szewezyk et al. 1996; Kowaltowiski et al. 2001). ;odas estos 

efectos son obseNados con compuestos activadores de éste ca11aljverc,Fig1JJª ?Sa) 

como el pinacidil( Houlmuhamedov et al. 1998; Kowaltowskl et al. 20001), l¡i:crornakaliin 

(Houlrnuharnedov et al. 1998), el levosimedan (Kopustinskiene el al 2001 ), el ~l~zóxldo( 
Kowaltowski et al. 20001) asl como la CSll { la presente tesis). Al compararla estructura 

de algunos de estos compuestos con la de la CSll, la únlca.sernejarÍ:z;a_qut'! existió fue 

que todos están conformados por anillos aromáticos, que al parecer son esenciales 

para poder activar el canal KATP· 

Tanto el hinchamiento que es inducido por la CSll como por otros agentes es 

inhibido al eliminar el K• extramitocondrial. y por la adición del ATP, agente que 

bloquea el canal KATP (lnoue et al. 1991; Paucek el al. 1992; Beavis et al. 1993; Garlid, 

1996; Szewczyk el al. 1996, Holrnuharnadov el al. 1998; Kopustinskiene el al. 2001 ). 

Además del ATP existen otros inhibidores corno la glibenclamida (Paucek et al. 1992; 

Garlid, 1996; Jaburek et al. 1998),. eláddo 5~hidroxidodecano (Szewezyk et al. 1996; 

Jaburek et al. 1998) (Figura 25b), el ADP{Paucek et al. 1992; Beavis el al. 1993), el 

AMP (Beavis el al. 1993) y la 4~arnlnopiridina (Szewezyk el al. 1996). 

Además de los activadores q'ue fueron mencionados anteriormente hay reportes 

de otros compuestos que activan el canal corno el cobre (Cu 1• ) (Wojtezak el al. 1996), 
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los mercuriales (Beaviset al. 1993);-el óxidóde fenilarslna-(Chiandussi et al. 2002) y la 

N-metil-maleimida (Beavis at al. 1993, Chiandussi et al. 2002). ,Con los dos últimos 

compuestos que son agentes que bloc¡uean grupo¡; Slj, se ha,demostrado que en la 

regulación del canal KATP participan grupos S~ (~eb~~iset al. 1993; Chi~dussl et al. 

2002). 

PINACIDIL 

LEV-CROMAKALIM 

Figura 25a. Estructuras de compuestos que abren el 
canal de KArP 
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Figura 25b. Estructuras de compuestos que bloquean 
el canal de KArP 
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Por lo tanto, si la CSll estimula al canal ae KATPSe deberla a que la-CSll interactúa con 

grupos SH del canal; mecanismo propuesto para la inhibición de la a-cetoglutarato 

deshidrogenasa. 

La activación del canal KATP provoca un aumento en el .volumen intramitocondrial 

por la entrada masiva de potasio que trae como. consecuencia la ruptura de la 
. -··- - -

membrana externa y la liberación del, citocromo e (O ·~ourke; 1999), como ha sido 
. -. <, ._·}_·. -:· .. '/ ·.·. ~;····. -.. _ . . 

reportado para el plnacidil, la crom.akalim;. la levcromakalim (Houlmuhamedov et al . . ·. - .. , ,.· -. ' " ·. 

1998), la N-etilmaleimida, el o;ido de;f~nilarsina (Chi~dus~i et al. 2002 ) y la CSll 

(presente tesis). Existen varias tedrlas'p~ra explicar la liberación del citoc~omo e 

(Desagher y Martinou; . 2CÍOO). U~a de ellas es la formación de un poro de 

aproximadamente 2-3 ~m de diámetro en la membrana intern~ riiitocondrial 

denominado poro de latransición de la permeabilidad (PTP), aso~iadb~I p~recer·a la 
'·' .· , .. ,.. .. -~' 

porina de la membr~n~ ext~rna, al translocador de ADP/ATP y,Ja ~i~lofllina D. Su 

apertura se favorece por la acumulación masiva de ca2
•, la adición de álgunos agentes 

oxidantes y por un bajo potencial de membrana mitocondrial (Kowaltowski y Wojtczak, 

2002). 

La liberación del citocromo c que es inducida por la CSll no parece estar 

mediada por el PTP, debido a que la CSA (inhibidor del PTP) no tiene un efecto 

significativo sobre el hinchamiento producido por la CSll, como el ATP, por lo que será 

necesario la realización de más experimentos para poder descartarlo completamente. 

Varios autores proponen que la apertura del PTP y la activación del KATP son eventos 
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independientes (Kowaltowski ~t al.:2001; Kim et al. 2001 ); Esto ultimo está de acuerdo 

con algunos reportes ~Ut; indican que activad ores del canal previenen . la apoptosls 

(Takashi el al. 1999)/evehto .el"l el:cual está11 ·relacionados. el· PTP y la Ubera~lón del 

citocromo c. En contras!~, ta~biéh h~y reportes que indical"l qu~ lo~·activadores del 

canal KArP estlmÚlan Igualmente la :~ertura del PTP (Hol~uham~dov et al. 1999; 
. <.: ,· .. -::· ,'."·.: .. -' 

Katoh el al. 2002). Además parece que puedf:l_n <~st~r in~olucrados efectos 

inespeclficos que podrían s~r · provocad~s . por 1:i variables de cada sistema 

experimental, así como de fas co~centiaci~nes tanto'cie l~s .activadores como de íos 

compuestos empleados parª bl~qJ:ar~I Céina! (LIÚ af"ld Q'.Rourke, 2001 ). 
):..i;-

La CSll afecta la iáctiJÍdad n~Hoc~ndri~I J·. iifvel de fa fosforilación oxidativa 
';,·,~ ~, 

mediante varios Aecanisíiios; fnlcl~ndo:'.,·ª~il.- 1~.ugbibiéión de la n-cetoglutarato 

deshidrogenasa a coricentraclones.meno~~s de 16-ri[ioles I mg de proteína de CSll 

(sustrato n-cetoglutarato). A estas éo~~ri~iaclJne~ se colapsa el potencial de 
'_'. .. _-~·:· ·•. - :: 

membrana con succinato, fo que ocasiona ~h aumento en la respiración basar, pero sin 
; - . ,_ --""' --~- ,_- ;-' ---~ 

inhibir la respiración en estado 3 como ocúrre con n-cetoglutarato. A concentraciones 

de CSll arriba de 10 nmoles/ mg de proteína se comienza a liberar citocromo c, debido 

a la entrada masiva de potasio y que trae como consecuencia inhibición de la 

respiración con succinato como sustrato. 

En las células la CSll disminuye la fosforilación oxidativa y los niveles de ATP, 

aunque estos últimos no disminuyen concomitantemente, como ocurre también con la 

oligomicina. Una explicación a esto es que los requerimientos de ATP sean menores 
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para el bloque consumidor (bioslntesis-de protelnas/ de ácidos nucléicos,-de llpidos y 

homeostasis iónica en particular la ATPasa de Na•!<•); Sin embargo cabe ~eñalar que el 

estudio se hizo a tiempos cortos (10-30 miri), tie~p() iri,s~fi:c,lente para,la duplicación 

celular ya que su tiempo medio gen~ra'6lon~I ~~ d~ 2~ ~6ra~ (A~CC, pagina 

electrónica, ver referencias) por lo tanto S()lá se considerarla como bloque consumidor a 

la ATPasa de Na+K+_. Otra explicación es que la glucólisis en esos tiempos cortos de 

incubación pueda estar aportando ATP suficiente que se reneja en una ausencia de 

cambios en los niveles, ligado a que esta linea no presenta efecto Pasteur. Finalmente 

otra alternativa serla que la célula tenga un excedente en ATP. Para descartar estas 

alternativas serla necesario hacer experimentos con inhibidores de las vias 

mencionadas y comparar los cambios en ATP en ausencia y presencia de CSll. 

Una vez descubierto el mecanismo mediante el cual la CSll afecta a la 

mitocondria, es entendible que se observaran alteraciones a nivel de mitocondria en 

órganos de ratones tratados con dosis toxicas de CSll (Marln, 2000). En biopsias de 

riñón tanto de pacientes como de animales tratados con cisplatino, se reportan 

alteraciones a nivel de mitocondria como hinchamiento ( Deantino et al. 1978, Dobyan 

et al. 1980, Chopra et al. 1982), asl como también una mayor acumulación de platino 

con una disminución de glutatión ( Levi et al. 1980) De estos estudios surgió la 

inquietud de saber qué ocurrla con el funcionamiento mitocondrial asl que se realizaron 

varios estudios que indicaban que el cisplatino inhibla la respiración y el potencial de 

membrana (Rosen et al. 1992, Kruderlng et al. 1997) de manera dependiente de la 

concentración y del tiempo de incubación. En el caso de la respiración se reporta una 

Cl50 de 1mM a 40 minutos de incubación con células permeabilizadas de túbulo 
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proximal (Brady et a/.1990); una Cl50 de 50 µM a 20 minutos de incubación con células 
-- ' - -. -- -- ---

intactas de tú bulo proximal porcino (Kruidering et al. 1997) y un_a C,lso d.e 100 ~1M a 45 

minutos de incubación ~on mitocondrias. de hlgad~de ra~¿n (Ro~en. et Él!. 1992); ·.En 
; -~ - - : . .-. o -,- • ' • ··," · •. · ¡ ·' ·, , · · _, _. , ·e -.".:' -., -:'; ,_., - /,e•·< ~-,,·', :. , "-.-.. ·:.····. -

comparación la CSll tuvo-1.fna Clso de 4. 7 ~IM ;(4. 7. nmble~(. mg';ciejlrpt~IQ~) Y para la 

CSlll-i de n ~1M (77 nmoles/ mg de proteína) c6n ~-cktoE{r&!a~~t6~~ ~it~condrlas de 
--~··t:> 

hígado y una CI~ de 68 µM (2.5 nmoles/mg de proteína) para•1a C~llenlas células 

intactas de AS~30D después de 4 minutos de lnc1Jbad~n;2-~a·•diferel1C:ia• en las 

concentraciones inhibitorias medias y el tiemp'o d~ lncuba~iÓn~ntri las casiopelnas y 

el cisplatino se puede deber al mecanismo mediante el cual causan la inhibición de la 

respiración. 

El mecanismo propuesto para el cisplatlno, mediante el cual genera la inhibición 

de la respiración mltocondrial. es lá formación de complejos estables de protelna-S

Cisplatino que reduce la cantidad de glutatión disponible ( Zhang y Lindup, 1993, 
- "" _, 

Kruidering et al. 1997, f<arbangE!r et ~1/2000), aunado a la inhibición de enzimas tales 

como la glutatión-~ ·• tra~sfe~a~a, la . gl~tatión~reductasa (Kruideing et al. 1997)y la 
.'- . 

glutatión peroxidasa(EstO ocasiona la acumulación de radicales libres que tienen como 

blanco la membrana mitocondrial, sin embargo ensayos de Kruidering y colaboradores 

(1997), demuestran que aún con el empleó de antioxidantes el cisplatino sigue 

afectando a la mitocondria. Esto apoya los reportes que indican que el cisplatino afecta 

a enzimas de la cadena respiratoria de forma independiente de los radicales libres 

(Rosen et al. 1992; Kruideing et al. 1997). 
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Otro punto importante en relación al cisplatino es que afecta preferentemente al 

riñón que a otros órganos (Golstein y Gilbert, 1983; G.ordon. et al. 1986). Los 
. . - . 

experimentos que demostraron esto, consistieron eíl aplic1:1r ci~;Pll:IHno.'a ~atas que 

después de un periodo de tiempo fueron sacrificadas y aisladas las mitocondrias, a las 

que se les midió la respiración. Por lo anterior no es posible comparar los resultados 

obtenidos con la CSll y las mitocondrias aisladas de diferentes órganos (de hlgado, 

riñón y corazón), porque los animales no fueron tratados previamente, por lo que es 

necesario hacer experimentos' con. animales tratados ya que el compuesto en el 

organismo dependiendo de su distribución podrla afectar más severamente a un órgano 

más que a otro y no CUmpJi{Se lo que se encontró in Vitro. 

Sin embargo, no d.eia de ser interesante que las mitocondrias de corazón sean 

más resistentes al ef~cto de la CSll que las mitocondrias de hlgado y de riñón. Esta 

diferencia puede atribuir-Se a un. mayor número de protelnas mitocondriales. Como 
-· ;.-:, .. _· --· 

puede observarse en ¡;tabla 2, las mitocondrias de corazón tienen una mayor cantidad 

de translocador (ATP/ADP)~y de.Jos sitios de conservación de energla sitio 1( NADH 

deshidrogenasa) y siti9 2 (citocromo bc1), comparada con las mitocondrias de hlgado y 

de riñón. Además Ja actividad que reporta Carvajal (20.92), para Ja a-cetoglutarato 

deshidrogenasa en mitocondrias de corazón es de 200 nmoles NADH I mini mg de 

protelna, que es 1 O veces mayor a Ja actividad que se reporta en este trabajo para esa 

misma enzima pero en mitocondrias de hlgado, que es de 25 nmoles NADH/ min I mg 

de protelna. Estas actividades son una explicación clara de porque la respiración que 
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depende de a:...cetogllltarato como sustrato oxidable es más resistente en mitocondrias 

de corazón que en mitoccindri_as de hlgado. 

c. ·_;--·- • ' 

Por otro• lad~ ·• las miiocond:i.as .··tumorales (AS-300) tienen una sensibilidad 

parecida al de las miiocondrlas de células l)Ormales al efecto de la CSll. Este fue un 
'• - - - . 

' . -. 
resultado inesperado, porque se habla planteado que la CSll, una molécula lipofilfca 

con carga positiva (que puede favorecer. su d~spl~zamiento hacia sitios con carga 

negativa), afectarla más a las mitocondrias tumorales que a mitocondrias normales. 

Existen varios reportes que indican que las · mitocondrias tumorales presentan un 

aumento en la cantidad de cardiollpina. (fosfolfpido negativo) y colesterol ( que podrla 

disminuir la difusión pasiva de H~). en la membrana interna mitocondrial, lo cual 

ocasiona que la membrana interna tenga una mayor densidad de carga negativa y un 

gradiente de H• decrm1yor magnitud; Estas caracterlsticas se han utilizado para el 

desarrollo de nuevos fármacos anti neoplásicos . . · - ~-: _. . . .'.- ·::- ··7- .· .-

Finalmente lafmportáncia;de este trabajo radica en que se logró establecer el 
'· . ··'.'<-·- .. ·. !•: .. 

mecanismo mediante el cuai; la~C~ll afecta a la mitocondria. El mecanismo permite 

predecir lo que puedJ ¿~l.Jr;ir ·~ua~do· esté en contacto la mitocondria con 

concentraciones de~CSli· ~u: ~fecten ~u funcionamiento, como es el caso de una 

intoxicación. Adernás'la ·evaluación hecha es útil para mejorar del diseno de nuevas 

moléculas. 
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Tabla 2. Concentraciones de algunas protelnas en diferentes órganos. 

(pmol/mg de proteina) Hlgado Riñón Corazón 

Translocador 300 (1-3,5) 613 (8) 1360 (8) 

ATP/ADP 150 (4) 1500 (10) 

120 (6,7) 

A TP sintetasa 390 (4) 178 (8) 216 (8) 

283 (5) 260 (10) 

Transportador de Pi 7.8 (5) 7.1(8) 5.7 (8) 

Sitio 1 180 (8) 86 (8) 172 (8) 

400 (9) 

80 (10) 

Sitio 2 60 (8) 127 (8) 

300 (9) 

(1) Kunz et al. 1961; (2) Groen et al. 1962; (3) Tager et al.1963; (4) Moreno-Sánchez, 1985; (5) Kunz et 

al. 1986; (6) Davis y Davis Van-Thlenen, 1984; (7) Baggetto el al. 1984; (8) Moreno-Sánchez y Torres

Márquez, 1991; (9) Stoner, 1965; (10) Doussiere et al. 1984. 
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CONCLUSIONES 

• Las casiopefnas (especialmente la CSll)afectan la respiración mitocondrial 

porque Inhiben a la a-cetoglutarato deshidrogenasa y activan al canal de KArP 

que ocasiona la liberación del citocromo c. 

Las mitocondrias aisladas mostraron una sensibilidad similar a la CSll que las 

mitocondrias normales. 

• Las casiopefnas inhiben la fosforilación oxidativa en células tumorales de rápido 

crecimiento. 
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PERSPECTIVAS 

En este trabajo se han establecido los efecto~ producidos por la CSll sobre la 

mitocondria, asl como los mecanismos m.ediante los cuales· son provocados. 

Del estudio del efectodeJ~s CéJSi~petrias':sobr~ lamitC>condria,selogro establecer 

que la a-cetoglutarato destiÍC!rogen~~a .¿~ i~hib¡d~, pero la forma en qu~ la CSll lo hace 

no es clara, se propone que la interacción con sus cofactores (CoA y ácido lipoico) es la 

causa. Para establecer lo anterior es necesario hacer un estudio cinético, que permitirá 

deducir el mecanismo de Inhibición. Además, serla conveniente ampliar esta 

observación hacia otras enzimas mitocondrias semejantes como la piruvato 

deshidrogenasa. 

Para establecer solidamente que la CSll activa al canal i<ATP serla conveniente 

evaluar el efecto de otros inhibidores del canal como la glibenclamida y el ácido 5-

hidroxidodecano. 

Como uno de los objetivos de este trabajo era evaluar la selectividad de la CSll 

por algún tipo de mitocondria es preciso extender el estudio ahora hacia diferentes tipos 

celulares tanto tumorales como normales y tratar de buscar alguna diferencia en su 

sensibilidad. 

68 



Con relación e al -citocromo c seria -importante -hacer estudios-- enfocados en 

establecer si el PTP esta relacionado con su liberación y si la CSll puede inducir su 

apertura. De ser as!, determina~ei meca~ismo y si el C~2• puede estar implicado en su 

activación. En _este sentido, se sabe que la CSll provoca ap-optosis en células 

tumorales, pero se desconoce como es que.se activa el proceso.· 

Por último es necesario explorar si lá CSll provoca la generación de radicales 

libres y esto sea la causa de sus efectos sobre el funcionamiento en la mitocondria ya 

que el cobre que forma parte de la molécula, podrla generarlos vla la reacción de 

Fenton. 
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