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Resumen 

los mecanismos descritos para explicar el dano por reperfusión son muy diversos y muchos 

de ellos estén particularmente as.cx:;lad08 a la disfunción mltooondrlal. Durante la reperfuslÓfl, 

este organelo se transfonna en af principal Instrumento de dai"lo, generando especies 

reactivas de oxigeno y amplificando las seftales de muerte celular. Al parecer, el mecanismo 

molecular de esta transfonnación es la apertura de un poro en la membrana interna 

mitocondrial, llamado poro de la transición de la permeabilidad mitocondrial. Una de las 

condiciones ind ispensab~ que promueve la apertura del poro es la sobrecarga de calcio 

mitocondrial, por afio se han utilizado diversas aproximaciones expermentales con el obietNo 

de evitarla. En este trabajo se reporta e4 efecto del complejo dinudear de rutenio (Ru.), un 

inhibidor selectivo y potente del uniportador de calcio mitocondrial. en la sobrecarga de cabo 

mitocondrial de corazones sanetidos a reperfusión post·isquémica. Encontramos que en el 

modelo de corazón atslado después de la isquemia los corazones tratados con RLJ,eo 

rect.lperaron el trabajo cardiaco al menos tres veces por aniba, que los no tratados. El 

tratamiento con Ru3l6O inhibió el transporte de cakio mitocondrial, manteniendo la 

concentración de cak.io mitocondrial a ntveles basales. a pesar de la alta concentración de 

calcio cit0s6lico. Adicionamenle, observamos que la peñusi6n con RU:leo no inhibió los 

movmientos de calcio en el retfculo satCOplámico, ni bloqueó al receptor de rianodina, 

sugiriendo que la inhibición de este canal no participa de manera importante en el efecto 

protector del RLi3tIo sobre af coraz6n. 

En el modelo in vNo de reperfusión, se observO que el trataTliento con RUlSO disminll)'Ó la 

incidencia de arritmias , af daoo tisular y mantuvo ta capacid.ad fosforilante de las 

mitocondrias. Los datos presentados en este trabajo muestran que el principal mecanismo de 

protecci6n del Rlbeo durante la reperfusión es la inhibición parcial del uniportador de calcio. 



Summary 

Many mechanisms describing reperfusion damage has been associaled to mitochondrial 

dysfunction, Duríng reperfusjon il has been demonslTaled Ihal milocondrial it is lhe main 

insfrument of damage generaling reactive oxygen species and amplifying ceJlular dealh 

signals , Apparently, Ihe molecular mechanism invcHved in such IransfOfTTlation is Ihe opening 

of an unspeciflC pore in Ihe inner mitochondriar membrane, called the mitochondrial 

penneability transition pore. As mitochondriaJ calcium over1oad is the main inducer of 

penneability ITansition, many experimental approaches lo inhibit calcium ovenoad has been 

used. We have sludied the effeet of an oxygen-bridged dinuclear ruthenium amine complex 

(RiJ3eo), a selective and potent mitochondrial calcium uniporter blocker, on mitochondrial 

calcil.m ovenoad in reperfused ral hearts. This study reports the effeet of RUl60 in isolated and 

in vivo ra! hearts after ischemic-reperfusion injury. RUJ«) perfusion into isolated hearts 

subjected lo global ischemia promoted a 3-fo4d recovery of mechanical perfOlTTlance over 

non-!tealed hearts. We found thal RlJ380 perfusion partially inhibited the mitochondrial calciLrn 

uniporter, mainlaining malTix free-calcium concentration al basal levels, in spite of high 

cytosolic calciLrn concentration. Additionally, we observed that RU35() did not inhibited Ca~ 

cyding in !he sareoplasmic: reticulum nor bloc:ked rya.nodine receptors, implying thal 

inhibition of this chan~ do nol explain the prolective effeet of RU360 in isolated hearts. 

In !he whole animal model, RU360 complelely abolished posl-feperfusion arrnythmias, 

diminished lissular clamage and maintained !he phosphoeylaling capacity in mitochondria. 

This data demonslrated thal the main protection mecnanism of Ru~ on reperfusion injury is 

by direct attenuation of calcium mitocondrial transpcrl 
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INTRODUCCIÓN 

l.- INTRODUCCIÓN 

Según el reporte de la Organización Mundial de la Salud en 2003, más de 15 millones de 

personas mueren cada afio por enfennedades del corazón, la mayor parte con diagnóstico 

de infarto del miocardio. En México, estas enfermedades constituyen la primera causa de 

muerte y anualmente ocurren cerca de 70,000 defunciones por este motivo. Las 

enfermedades producidas por una disminución en la irrigación sangurnea (enfermedades 

jsquém~) son la primera causa de mortalidad general, con una incide~ mayor en 

hombres que en mujeres; de 44,070 muertes por enfermedad isquémica del corazón, 24,105 

fueron varones y 19,965 mujeres (1) . 

La pérdida de equilibrio entre el aporte de oxigeno al miocardio (riego coronario) y la 

demanda de este tejido (consumo de oxigeno miocárdico) produce la patologra isquémica, 

que puede manifestarse en 101ma aguda -eomo sucede en el infarto del miocardio, angina 

inestable o muerte súbi~ o bien puede manifestarse como un padeciniento crónico, como 

la angina de pecho estable. La consecuencia más obvia de la isquemia mioc:árdica es la 

pérdida transitoria de la función contráctil, que puede ser irreversibje si la isquemia persiste o 

si se desarrolla un infarto miocárdico, 

La única estrategia que ha demostrado realmente reducir el tamMo d~ miocardio infartado, 

es la reperlusión arterial coronaria, mediante el uso de terapia fibrinolltica, de angioplastia 

coronaria, la colocación de puentes arteriales o la administrac16n de soluciones 

cardiopléjicas, por citar algunos ejemplos. Paradójicanente, se !la demostrado que el 

restablecimiento del flujo coronarlo durante la reperfusión puede produar efectos dar'iinos 

adicionales sobre e4 miocardio isquémico (2). 

En la clfnica, el dano por repertusión se manifiesta en la reducción de la tuerza contráctil, 

fenómeno conocido como "aturdmiento miocárdico", Este padec.iniento se caracteriza por 

una disminución significativa en la fracci6n de eyección del ventriculo izquierdo. Aunque 

dic!la condición generatmente es transitoria, puede poner en riesgo la restauración del flujo 

coronario, Adicionamente, después de la terapia trombolftica o de una cirugra cardiaca se 

pueden presentar anitrnias, que se ha sugerido pueden ser las responsables de la muerte 

súbita del paciente (3) , 

Los mecanismos desctitos para explicar el daoo por reperfusión son muy diversos: la pérdida 

de energra, la alteración de la hcmeostasis iónica y la generación de radicales libres de 

oxigeno; dichos eventos están particularmente asociados a la disfunción mitocondrial (4) , Este 

organelo se traIlsfotma en e4 ptincipaJ instnmento de daño generando especies reactivas de 

oxigeno (ERO) y amplifICando las se~les de muerte celular durante la reperfusión (5). Al 

pa.reeer, el mecanismo molecular de esta transformación es la apertura de un poro en la 
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membrana interna mitocondriat, que permite la salida inespeciftca de iones, prote[nas y 

metabolitos de la mitocondria hacja el citosoL la pérdida de permeabilidad selectiva en la 

mitocondria contribuye al desacoplanienlo de la fosforilación oxidativa y a partir de ello a una 

dramática disminución en la slntesis del ATP (6) . 

2 
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II.-MARCO TEÓRICO 

1. Alteraciones metabólicas del miocardio durante la faquemia. 

El sistema cardiovascular depende de complejas interacciones mecánicas, hemodinámicas '1 

metabólicas que en conjunto garantizan su función: proporcioníil oxIgeno, nutrientes '1 otras 

moléculas esenciales a diferentes órganos y tejidos y a la vez acarrear productos de desecho 

a los órganos responsables para su eliminación. En este sistema, e4 corazón es una bomba 

aJtamente especializada que se encarga d~ movimiento de la sangre, cuya función es 

absolutamente dependiente ~ ftujo coronario (7), Durante condiciones normales de reposo, 

el corazón utiliza aproximadamente 75% del oxigeno CI4)Ortado por la circulación COfonaria, 

mientras que en condiciones hip6xicas su función es mU'llimitada Y cuando se intemJmpe el 

flujo sanguineo el tejido miocárdico deja de latir. La dependencia del proceso contráctil por el 

oxigeno, se debe a que la actividad de ATPasa de la miosina requiere el 75% de la 

producción energética del miocardio, que es soportada exclusivamente a través de la 

fosfofilac:i6n oxidativa mftocondrial (8). Esto indica que la función cardiaca es muy sensible al 

estado funcional mftocondrial , 

La oclusión sübita de una arteria epicárdica deriva en caTlbios fISiológicos y metabólicos que 

aparecen en ei miocardio segundos después de haber sido interrumpido el flujo sanguíneo. 

En segundos, ~ oxigeno disuelto en el citoplasma o unido a mioglobinas se consume y por 

ello la fosforjlación oJódativa y la producción de ATP mitocondrial se afectan seriamente. El 

metabolismo aeróbico cambia a glicolftico disminuyendo drásticamente los niveles de 

fosfatos de alta energfa (9), El aumento en la glic6lisis, favorece la aCLrnulaci6n de lactato y 

su protón asociado, produciendo acidosis intracelular. Después- de sólo 10 minutos de 

isquemia. el pH intracelulat desciende de 7,4 a cerca de 5.9 (10). En la isquemia global de un 

corazón aislado, bastan 40 minutos para que la 3C\Jmulaci6n de protones y lactato inhiban la 

gllcófisis y la producc::i6n de energfa anaeróbica, generando un da"o irreversibIe(11). En 

condiciones de isquemia prolongada. el potencial b'ansmembranal dependiente de energía se 

pierde, ocasionando la salida de potasio y de magnesio de la ~ula y permitiendo la 

acumulación de sodio y de calcio intracelular. a favor de su gradiente de concentración. 

Expefinentamente se ha demostrado que la concentración de calcio intracelular ([Ca2jc) 

almenta durante la isquemia y se ha propuesto que esto ocurre a través de un mecanismo 

que involucra al intercambiador Na'lCa2+- (INIC): la estmulaci6n gticolltica en la isquemia. 

permite la acumulación de protones que se intercambian por sodio con la estequianetrfa 

2Na+-/3H+-, a través de un intercambador de la membrana plasmática (12). El aumento en la 

concentración de sodio intracelular favorece su intercambio electroneub'o por calcio, a través 

del intercambiador 3Na+-'Ca2+- sensible a 2-{4·{(2,5--difluorofef"lil)metoxi]fenoxi}-5--etox.ia.nil.ina 

(SEA04OO) (13). A pesar del a""ento de [Ca''Jc durante la Isquemia, la coocen_ de 

calcio mitocondrial ([Ca2jm) no aumenta significativamente. pues la falta de oxigeno colapsa 

3 
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el potencial lransmembranal y por ello, como revisaremos posteriormente, se limita 

signmcaINamente la entrada de calcio a la mrtocondria (14). 

La redisbibuci6n eIectrolftica produce cambios osmóticos y edema celular; adicionalmente se 

activan las enzimas lisosomales produciendo autolisis. la debacle energética en ia isquemia 

en conjunto con los mecanismos anteriormente mencionados puede llevar al tejido 

miocárdico a la muerte por necrosis. 

2. Principales mecanismos del dalio por reperfuslón. 

Con 10 anteriormente mencionado, es claro que el miocardio isquémico no puede recuperase 

sin la restitución del flujo coronario. La única illtervenci6n que ha demostrado realmente 

reducir el tamafio del miocardio infartado, es la reperfusión arterial coronaria; sin embargo, 

este procedimiento no es necesariamente benéfICO pues se ha reportado que en algunos 

casos puede acelerar y aumentar el dafto por la isquemia (15, 2). 

Se han safialado diversos mecanismos cerno los responsables de este dar.o adicional, sin 

embargo el estrés oxidativo y la sobrecarga de calcio se reconocen como los más 

importantes. 

2.1 Naturalua del m .... oxidattvo en la isquemia- reperfusión. 

Durante la respirací6n nonnal, de 2 a 4% del flujo electrones se fuga a través de la cadena 

respiratoria, generando especies de oxigeno parcialmente reducidas, particularmente 

radicales superóxido COz). Los sitios donde se acu-nulan y fugan electrones durante la 

respiración nonnaJ, al parecer son también las principales fuentes de la producción de ERO 

en estados patológicos como la isquemia--reperfusión (16). Se ha demostrado que la NADH­

ubiquinona ox\doreductasa y la ubiquinol-citoeromo c oxidoreductasa de la cadena 

respiratoria mitocoodrial, generan '02• (17). Durante la isquemia, el contenido de NAOH y 

FADH aumenta, y el transporte de los electrones disminuye, lo que favorece la fuga de 

electrones durante los primeros mementos de la reintrodLJC<:i6n de oxigeno a las células. Por 

ello en la reperfusión, la mitocondria aumenta la producción de ERO que induce un daño 

adicional al miocardio (18,19). Además, durante la repeffusión la reacción catalizada por la 

xantina deshidrogenasaloxidasa se convierte en otra fuente generadOfa de '02. Esta enzina, 

que convierte a la hipoxantina en xantina y la xantina en ácido úrico, se encuentra en las 

células endoteftales principalmente cerno deshidrogenasa, utilizando al NAO+- como aceptor 

de electrones: 

Xantina + H20+NAD+- ~ Ácido úrico + NADH + H+-

Al parecer durante la isquemia, esta enzima -en un proceso que invollJcl3 proteasas 

dependientes de cak:io- favorece su forma de oxidasa, que reduce al oxigeno a . O2 (20). 

Xantina + H20 + 202 -Acido úrico + 2 . Oz + 2H+-

4 
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En los te¡idos isquémicos, la hipoxantina se acumula como producto de la degradación de 

nue_ de _Ina, por lo que durante la reoxigenaci6n se favorece la acmidad de la 

xan1ina 0_ (21). El papel do esta enzima en el dalle 0l0dativ0 por r~ ha _ 

es_ por medio de su inhi>_ más clásico: 01 aIopOOnol. La perfusión con este 
compuesto disminuyo lo produa:ión de '0, durante la reoxlgonacl6n, en correlación con la 

inhibici6n de la _ oxld ... (22). Otra fuon1e ~ de ERO son los noutrófilos, que 

se acurtluan en )os aitfos de dat'to '1 a través da la NAOPH o)ddasa liberan radk:ales 'o:!. El 

reclutamiento de neutrófllos en ~ zona repeñundida ~ miocardio, es regulado 

opanontamente por células _ , a _ do la 0XJ)f0SI6n de molóc<Jlaa de adhesión 

on la superficio _lar (23). Estas moléCOJlas de adhesión on 01_10 también pomlitan 01 

rocIutarnionlo plaq_ que produce por su lado, 9r&J1dOs cantidades de '0, dUnlnle la 

rooxigonaciOn (24). El aumen10 en la goneraci6n do ERO durante la reperfusi6n • través de 

estos Y otros mocanismoa da "- • la oxidación de prote{nas, llpidoo membranalos y DNA. 

superando lo protec:ci6n do los sistemas antia_mes de lo céltJla (I.e. ~ido dlsmutasa 

dependiente de Mff+, catalasa y sistema redox cieI gJutatión). Un esquema ~ metabolismo 

de las ERO en ~ m ioeardio reperfundido se presenta en la Figura 1. 

D, 

-.... 1'5 5' 5 .... , 

./' 
AIKd6a ... 

...... CID:IIIIe fwd*lo) 

l Glutatlón 
/ pet'Oxldasa 

'02 - HtOt- HotO 
SOOc ... "'-:- Catalasa 

'0, 

F"'-¡ 
'OH'" 'OH +0, 

F9XI: 1. Eaquwna general de le bmac::i6n de lW:ÜCa" 1 Ibret. r:lurat*Ila ~ie, ~ OCIIllpOi'IEIn'les 

de la c:ar:ienIIl8IJ*aturi8 ~~ .. ww::uetItran r.aax., getJeI.d;I _ COIdc:ioners lc:JeIjee PIR la 

fon'n8c::¡j6n de '0,. t. ~ diemt.i8U (SOO) ~ y mitocondriaJ c:atMzllI ~ de estca 

llIdiea6eI produciencIo ~ ~ pwde .... ~ por" liIIIIma ~ de .. gII.It8ti6n perOlÓdlN Y 

la cataI-...; ti eA» ~ de eir'ninac:ión talan, la l'NCd6n de Ffncn e,""t.18 por Fe:20
, genera el 

racical "OH ~ .. muy f"I4IC:ti'I'O. ~ ,. activ'IIei6n plaque .... y de ~, 111 como la 

raacd6n de la '*1tI1W QlCidaaa CI!II'1trb.Iyen genefWOo '0:2. 

2.2 Ds/Io por oobnooarga de calcio. 

La r~ también está asociada con un severo aumento del contenido de calcio 

intracelular. La_ acunulacl6n de este Ion se deI>o. peI1ul1>acionos del transporle en 

5 



MARCO TEÓRICO 

la membrana sarcolemal; pero principalmente a su Dberación de los. receptáculos endOgenos, 

especiamente"del retlculo sarcoplásmico (RS) (25). Experimentalmente se ha observado Que 

si la anoxia es menor de 20 minutos, los sistemas de transporte en ~ cardiomiocito pueden 

manejar el calcio intracelular y mantienen los nivekts fisiológicos durante la reoxigenaci6n; 

sin embargo, cuando la anoxia es más larga, los ~ de ATP disminuyen drastiCame.nte 

permitiendo Que la sobrecarga de calcio exceda concentraciones de 2J.11TlOI.Lo1
. Bajo estas 

circunstancias. la reperfusión s610 puede recupetar parciamente el tejido (26). Diversos 

autores han propuesto que la sobrecarga de calcio es uno de los factores que determinan la 

irreversibilidad en el darlo por reperfusi6n (27), La entrada incontrolada de calcio al citosof 

produce la activación de proteasas dependientes de calcio (28). Por ejemplo, la ealpalna que 

está localizada en diversos tipos de tejidos incluido ~ miocardio se activa durante la 

reperñJSIÓl1 (29) y se le ha relacionado con la degradacó6n de p_lnas ~lares del 

cnoesqueleto como la fodrina, la desmina, la a·actjna y la espectrina (30); también se ha 

descrito recientemente Que la activación de esta proteasa produce disfunción contráctil, 

posiblemente por la degradación de troponina y protelnas ~ RS, como ~ receptor de 

rianodin. (RyR), la ca-ATPasa del retlculo (SERCA) y el fosfolambán (PLB) (31) . Por otro 

lado, la sobrecarga de ~ activa fosfollpasas que tienen un pa~ importante en el dai\o 

por isquemia -<epe<fus16n (32). Por ejemplo, la activación de la fosfof'P'" A. (PLA,) produce 

cambios en la integridad de los fosfollpidO$; alterando la permeabilidad de la membrana 

plasmlitica y mitocondria1. La Iipoperoxidaci6n producida por las ERO alll'lenta la 

sust:e9tib~idad de \as membranas a ser degradadas por la p~ (33). PaJ1k::ularmente en 

este punto podemos notar que los mecanismos de etano asociados al estrés oxidativo y la 

sobrecarga de calcio convergen, indicando que ambos se presentan juntos y que de fOfTTla 

sinérgiea. exacetban el ~o durante la reperlusl6n. En la Figura 2 se muestra la asociación 

de Io:s mecanismos que producen el dafio por reperfusión en el miocardio. 

Estudios de diversos grupos han mostrado que la reoxigenación se encuentra asociada a un 

aumento en el contenido de calcio mitocondrtal; este at.mento produce una marcada 

disminución de la fosforilaci6n oxidativa (34), por lo que se ha especulado que la muerte 

celular oc:tJlTe cuando la sobrecarga de caI:io afec1a la pnoduoei6n de ATP (35,36). Los 

mecanlsmos propuestos para explicar este datio irreversitHe, se describirán más adelante. 

3. El manejo de calcio celular. 

En la mayOffa de ras ~ulas, ta membrana plasmática es prácticamente impemleable al 

calcio, creaJ1do un gradiente de concentración en ~ espacio extraoeIular e intracelular. En as 
células excitables la concentración extracelular de calcio Ibre es aproxinadamente 1.2 

mmotL-1
, mientras que en el citosd el calcio s'*> aJeanza la concentración de O.1.1~otL-l . 

En esta sección se revisan los principales sistemas de transporte de calcio en diversos 

c:ompal1imentos de la célula cardiaca . 
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Figura 2. Alteraciones bioqulmicas dLl"ante la isquemia (izquierda) y reperlusión miocárdica (dereeha), Los 

canbios Inciden sobre la funci6n mitocondriaJ, llevando a la célula miocárdica a la debaQe energética y a la 

aper1:tJre generalizada del poro de transiciórl de la pannea1:>i!ldad mitocondriat. (t ) Representa aumento, W 
disminlJCión y (+) esti'nulac:l6n. 

3.1 Transporte del calelo a través dala membrana plasmática. 

La absorción del calcio se lleva a cabo en el intestino delgado, por medio de UIla proterna 

inducible por la vitamina D, que une calcio en la mucosa y \o acumula cerca de los 

transportadores de este cati6n en la membrana plasmática (37). El principal mecanismo de 

entrada de calcio a las células consiste en la apertura corta y transitoria de canales. Las 

células cardiacas exhiben principalmente dos clases de canales de calcio dependientes de 

voltaje: los ~ L Y los tipo r. los tipo L (sensibles a dehidropiridinas) se localizan 

princ~lmente en donde la sarcolema se encuentra en proxmidad con el sistema longitudinal 

del RS y son los responsables de la COfTiente entrante de calcio que activa la liberación de 

calcio del R$ (38) . Los tallales tipo T se abren a potenciales de membrana más negativos y 

participan de forma mfnima en la corriente iónica entrante de calcio. 

El INIC, se describió por prinera vez: a mediados de los afIos sesenta y es el principal 

responsable de la saUda de calcio del citos04 a través de la membfana plasmática. Se sabe 

que ~ 28% de la remoción de caJeio durante la slstole se lleva a cabo a través de esta 

protelna en ~ músculo cardiaco humano (39) . La dirección de la translocaci6n del calcio a 

través de este intercambiador depende de la concentración de los cationes en el cftosol y en 

el medio externo. Este intercambiadof' opera con la estequiometIfa 3Na+/Ca2+ y como 

anteriormente se mencionó, tiene particular interés durante la isquemia cuando la sobrecarga 

de sodio pranueve ~ aumento de calcio intracelular. 
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La ATPasa de calcio sarcclemal ayuda a mantener la concentración del calcio citos61ico en el 

orden de 0.1- 0.2 ~. Esta bomba fue descrita por prinera vez en eritrocitos por Schatzmann 

(40), tiene atta afinidad por calcio (Km= 1¡.¡.moI.L-1) y baja velocidad de transporte: 

aproximadamente 0.5 nmol. mg .1 , sec-1
. Esta enzi'na es activada por calmodulina, 

fosfoUpidos ácidos y ácidos grasos insaturados de cadena larga; por otro lado, varias 

hormonas como la tiroxina, la oxitocina y la insulina, pueden inhibirla. dependiendo del tipo 

de tejido (41). 

3.2 El transporte del calcio a través del reticulo sarcoplásmlco. 

El 70% del calcio citos6lico, que no es expulsado de las células por medio dellNlC durante la 

5[sI0Ie, es recapturado en el RS por medio de la SERCA. Esta bomba facilita la captura de 

grandes cantidades de calcio, y es capaz de removerlo !lasta de los componentes del 

sistema contráctil (troponina C), permitiendo por lo tanto la relajación de la fibra muscular. 

Exper'mentos con la SERCA purtflCada y reconstituida han mostrado que la hid~isis de una 

molécula de ATP puede transportar dos moléculas de cabio (42). La actividad de la SERCA 

se modula hormonamente, vfa la fosforilación del proteolfpido PLB, por medio de cillSSaS 

dependientes de calcio-calmodulina o AMPc que actúan en sitios diferentes (43) . En su forma 

no fosforilada, el PLB es un potente inht>idor de la SER CA, por lo que al fosforilarse, la 

ATPasa recupera su actividad bombeadora de calcio hacia e4 RS. 

En ~ corazón la entrada de calcio a través de los canales en la membrana plasmática no es 

suficiente para activar directamente al sistema contráctil, pero si lo es para activar la 

subsecuente liberación de calcio almacenado en el RS, a través de un proceso COllocido 

como ·calcio que induce la liberación de ca)cfo· . La liberación de calcio del RS se lleva a 

cabo por medio del RyR. Estos canales son esb1.Jcturas tetraméricas formadas por cuatro 

subunidades. El monón'lero tiene un peso molecular cercano a los 600 KDa, por lo que un 

canal completo pesa 2.4 millones de daltones. Se han descrito al menos tres isofonnas, la 

isoforma RyR2 es la responsable del acoplamiento contraeción-excitación en ~ corazón. Este 

canal COrt compuerta se activa a bajas concentraciones de calcio (0.1-1 jJmoI.LO

') y se inhibe a 

altas concentraciones en el orden de mmol.Lo' (44). De igual manera, la concentración del 

calcio en el ILI1len del retículo regula la actividad de este canal, dado que su disminución 

dentro de este compartimiento puede disminuir la probabilidad de su apertura (45). Además 

de la regulación por calcio, los RyRz también son modulados por protefnas accesorias 

adosadas a su andamiaje citosólico por ejemplo: la FKBP12.6, la subunidad catalítica y la 

regulatoria de la protelna cinasa A (PKA), la proteína fosfatasa 1, la proteloa tostatasa A2 

(46). Lo antes mencionado se representa de forma esquemática en la Figura 3. 
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rlOLQ. 3. ~--.c:ióI, del rnegIC01l1M;o que c:onIIItuye .. RyR:. La l.ni6n de 111 ptde/ .... FKB12.6 • la 

estru:::::tLn del Ryfq prtmU8Y81a cIIminuc:I6n de su ~ LA ~ 0. .. pruiIIl\lle.ta fiW'6. ... al __ 

~ por W1 PfOC*O de fosbillc:i6M:lekwbliicJ&1 por medio de la PKA Y '- foéIItaIa PP1 Y PP2A. 
La 1lbI,... catJIIltica de __ ~ne& _ adou ... ..,. ciIorIo6fIco de kili ~ por ,..., de 

dame de leudJ-. (lZ) '1 por mecio de protaIn. de.ndlie como la esIngofitiM (E$PP) y 111 RP120. 

3.3 Transporte del caldo mttocondrlal. 

El sistema de transporte de Cal
+ mitocondrial está mec:f18do por dos mecanismos separados: 

el de entrada, 8 trSY6a de un uniportador (UCam) e6ectroforético que facilita el mOYiniento de 

cabo a favor de su gradiente ee::troQulmM::o (presumblemente un canal con compuerta) y 

que no requiere que otra mdécula o ion lo acompal\e. y el de salida de catcio, que se lleva a 

cabo media'rte un mecanismo de inten::ambio con Na+ o H+ (47). En el contexto det 

mecanismo de saida. existe otro sistema de transporte que inlo'Ofocra la penneablidad 

goneraJ_ de la membrana a a- (que incluye al calcio) y otras ~!Ias pequeI\as, 

que se ha denominado poro de transici6n de la penneabidad (PTPm) del que habllnmos 

posteriormente con mayor detallo, 

3.3.1 lIoconlomo do _. do calcio. 

El UCam es responsatMe de la captadOn de este ion hacia la matriz mitocondriat, asl como 

de __ a-: Sr'<; Mn"; ea"; Cd"; Fe"; Pb,.; Mg" y Ian_ (48). 

EJ magnes40 y los l8ntánIdos disminuyen la entrada de calcio, mienb'as que la espermina Y 

cIive<sos _ vegelales _ activarla hasta 20 _ (49,50). El UCam 

presenta un mecanismo cooperativo en el wat la unión de cak:io al dio de activaci6n 

aumenta .. velocidad de eutrada, en mitocondrias ais&adas se ha determinado un numero de 

Hif cercano a 2. 
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La mitocondria in vitro ptJede sC\Jrnular hasta 1mo1. L-1 de calcio (en presencia de fosfato) 

concentrándolo en la matriz como sales de fosfato insolubles. Sin embargo, la importancia in 

vivo ele este transporte se ha cuestionado. ya que en condiciolleS feiológicas la (Ca2
); es 

cercano a 100 nmal.l-' y la afinidad deJ UCam por el calcio es mayor a 10 /lmoI.L-'. La baja 

afinidad del UCam por el calcio sugerfa que la mitocondria no puede acumularlo durante la 

esÜTluación celular, dado que el aLmento en el calcio cit0s6hco inducido por un estimulo 

hormonal r:ara vez excede valores de 1-2 JXTIoI.L-'. Por otro lado, muchos reportes se 

opon tan a esta visión; por ejemplo, Thayer y Miller mostraron en neuronas en cultivo, que los 

cambios en la [Ca21c que produclan la activación de los receptores ¡notrópicos de glutarnato, 

dependlan de la acumulación del calcio mitocondrial (51). Otras evidencias indirectas se 

basaban en el uso de inhibidores mitocondriales. El grupo de McCormack determinó que el 

grado de activación adrenérgica en ~ corazón aislado correfacionaba con el contenido de 

calcio intramitocondrial, sugiriendo que la acumulación de calcio mitocondrial ocurre también 

durante condiciones fisiol6gicas (52). En cardiomiocitos, ef monitoreo de la [Ca~ por medio 

del indicador fluorescente ind0-1, reveló que durante la estimulacl6n adrenérgica. la [Ca2*)n 

aumenta hasta 6 veces (53), Al ar'\o siguiente el grupo de Pozz.an, utilizando la fotoproterna 

aequorina que es sensi:>le a la [Ca2j, midió los cambios en la [Ca21c. después de la 

estimulación hormonal, y demostraron pOf primera vez, que esta estimulación provoca un 

rápido aumento en la [Ca21m (54). La discrepancia entre \os datos in vivo e in vfflo sobre la 

importancia fisiológica de la {Ca2'")n , podrra deberse a la existencia de factores en el citosol 

que aumenten la afinidad del UCam por el calcio in situ o a que la mitocondria no tiene la 

capacidad de sentir ccwnbios totales en el citosol, sino que responde a altas [Ca21 en 

microambientes próxinos a éstas. Al respecto se ha demostrado por medio de tomografía 

electrónica de alta resolución que el retículo endoplasmlco forma numerosos sitios de 

contacto con las membranas de la mitooc)fldria y que la apertura de los canales liberadores 

de calcio en el reticulo genera un aumento en la (Ca21 en la cercanra de la membrana 

mitocondriaL Este alSl'lento es mayor que el aumento en otros sitios en el citoso4 (55), 

El calcio intramitocondrial actúa como mediador en el metabolismo energético, por medio de 

la activación de diversas proternas en la membrana interna mitocondrial o en la matriz. La 

evidencia experimental que apoya esta idea ha sido la demostración directa de que el 

aLlTlento en el calcio mitocondrial aLmenta los niv~ de NACH, ATP Y el consumo de 

oxigeno. Además, existen muchos reportes de activación por calcio de diferentes procesos 

metabólicos en la mitocondria, que incluyen a las deshidrogeflasas de ciclo de los ácidos 

tricartloxl1icos (a-<:eto glutarato deshid'rogenasa, isocitTato deshidrogenasa y piruvato 

deshidrogenasa (56), la F1FO-ATP sintetasa (57) y el translocadof de aclenín nucle6tidos 

(58). La Figura 4 muestra un esquema que representa los sitios de estinulación del 

metabolismo mitocondrial por el calcio. 
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FiglXa 4, Esquema general de la activación del ciclo de los ácidos tricar'Doxllicos y de la fosf01ilaci6n 

oxSdativa poi calcio. El calcio ss intamalaado a la matriz mitoc:ondrial por medio del ucam. Las lineas 

gsuesas repnllHnten su. enzimar. blancos. a.g~C8fofosfato deehidroganasa (GPDH), a-cetoglutarato 

desJ1idrogenasa (a-KDH), !soc:itr&to deshil¡:lrogenasa (ICDH), piruvato deshidrogel'\a:Sa (PDH), translocador de 

adenrn nl.deótidos (AIiT) y ATP slntetasa en el comp4ejo V (CxV). 

3.3.2 Estructura molecular del UCam. 

El aislamiento de UCam es esencial para entender el mecanismo de entrada y establecer si 

se trata de un aearreador o es un sistema que forma un canal. La identidad molecular del 

UCam no se ha detenninado completamente, a pesar del gran esfuerzo que han desarrollado 

muchos laboratorios. Los traba¡os pioneros en el campo, buscaban extraer protelnas 

mitocondriaJes que unieran calcio con gran afinidad; por ejemplo, a principios de los setentas 

lehninger por medio de un choque osm6tico obtwo una fracción mitocondrial que contenfa 

sitios de atta Y baja afinidad poi' caJclo, sin embargo la unión a calcio en esta fracción no se 

alteró PO( magnesio ni desacoplantes. En este traba¡jo se especula que el peso motewlar del 

componente con sitios de alta afinidad por calcio debfa ser mayor de 150 KDa, pues su 

eluci6n s6Jo era retardada en un coh.mna de Sephadex c;..200, y no en coh.mnas G-100 o G­

SO. (59). Un ai'lo más tarde G6mez-Puyou intentó purificar el componente que unfa calcio con 

gran afinidad y encontr6 que esa fracción estaba compuesta por una proterna de 67 !<Da y 

cuatro protefnas menores (60). Paralelamente, otros grupos intentaron asociar al UCam con 

componentes mitocondriaJes que contuvieran carbohidratos. Esta asociación result6 d~ 

hallazgo de que el rojo de rutenio (RR) (un colorante de mucopolisacáridos) inhibfa 

potentemente el transporte de calcio en mitocondlias (60a). En consecuencia. el grupo de 

Sotocasa identiñc6 una glicoprotefna aparentemente de origen mitocondrial que pocHa unir 

calc:;o y mostraba inhibición por RR. Adicionamente demostr6 que los anticuerpos generados 

contra esta protefna inhibfan el transporte de calcio en mitocondrias aisladas (61). Más larde 
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se detefmlló la inespecffic:ida de ese antisuero. ya que reaccionaba prefelellltemente con 

una preparación de ftwob&ast05 , mas que con una de mitocondrias (62). En 1982. Mirova y 

~ ais'-on una gicoprotelna con una masa mcMecular de 4OKOa Y un pequet'lo 

pOptido, Que al ser reconstituido en bicapas lipldicaa Iorm_ canales sen_. RR (63) . 

la prote;na de 40 KDa l'MUló ser un COlltaminante del suero, ~ que se identificó como la 

proIelna pIaomética orooomucoide (64). Recienlern_ m_tro grupo, __ lo 116cni::a 

de sepalaaon por isoelocboenloQue y por cromai:lgrafla de afinidad con allnhibidor marcado 

"'R-. identificó una protelna de 56 KD. Y una gl.icop~na de 18 KDa que al '"" 

incorporadas en Iipooomao, reconstituyen ellransporte de calcio, conseMI_1o sensibilidad 

• loo complejos de rutenio, inh_ clásicos del Uc.m (65,66,67). En 2004, el g""" de 

David CIapham caraclorizó por patc/>damp un canaJ en mi1Dplasloo, Que _ muy 

eficientemente calcio y cuyas tO's por RR Y Ru,.o son cercanas a las reportadas para EH 

uCam (68). En coojunlo, estos datos nos __ • especular sobre la .. trucbJro del 

UCam. En la figura 5 ss presenta una posible ostnJcIIn para osle transportador. 

FIQU'8 5. e.:,..na de la poeIie..arudLn del uc.m.. I..ca a.wo. .".. ' ....... , el litio de .. ~ 

pIQ CIlIcio, ., ~ aJfI loa sitioa de ..n6n • ~ dIt ... C8I'oIIIa. de f'8Idam. ~ ~ t. 

Idtiiltl"""'dc» praIM-,,~ .18ronde56~qI.8~ .... "...de .... tr.~, "'" 

el ~ .. oIgorraizac:i6l, di .... ~ p:óiII tam. el CMIII (libele GIAIIII). III tubunidId 

menor podM COi __ raIibJa N-gIic::oúcIc:o ( ... rcj:) qI.8 ~ ca'I liOI; ca,,*,,,* de "*'*' . 
•• D:b_de_canIl o.~con la ~ dt~dec::*io.".¡_¡b ............. .. 

r. .ugeridD .. __ ~ ~ ......... 1iwfu¡J1IilJ6¡ .. por- ID ~ .. ,. .. ~ ........ 

~ (a.o ...u.), .. ~ ~ ~ ___ podr1a .. un ........ MniW .. de 

..... 6geo .... (89), 111 ~ C-daIta 1 (70) o .... MAP dr-.a (71 ). El ówIo rojo (A'fI) 11IP_1ta la 

~ ....... ~ de.::uen;k) ccn kJa ,.. .... del ~ de ca.p.n (68). 
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3.3.3 Salida de calcio y transición de la permeabilidad mltocondrial. 

En condiciones fisiológicas la salida de calcio e-n mitocondrias de corazón ocurre a través del 

intercambio por sodio. Sin embargo, se ha deten"ninado que la despolarización de la 

membrana mitocondrial. puede hacer c¡ue el UCam trabaje en sentido contrario, liberando el 

calcio de la matriz. Este mecanismo se ha observado en células perrneabilizadas y tratadas 

con desacoplantes, y se le ha llamado: -el caJcio mitoc::ondrial induce la liberación de calcio­

aunque no esta claro como podrfa ocurrir en un contexto fISiológico (72,73). 

Existe otro sistema de salk1a de calcio que involucra la penneabilidad genernl.izada de la 

membrana a iones (incluyendo al calcio) y otras moléculas pequeMs, que se ha dellOfllinado 

'transición de la permeabilidad mitocondrial~ . Recientemente la transición de la penneabilidad 

mitocondriaJ (TPm) se ha reconoctdo corno una de las 'ollas centrales de diver.;os procesos 

fisio-patol6gk::os. El PTPm, es un megacanal con gran capacidad de conductancia (cerca de 

120 ps), que tiene múltiples estados de sub-conductancia y un diámetro de poro alrededor de 

2 nm (74). Este poro se concentra efI los sitios de contacto entre la membrana intema y la 

extema. La apertura del PTPm se favorece bajo diversas condiciones; pero prioq,almente 

por la acumulación de calcio en la matriz mitocondrial, acompañada de la disminución en la 

relación ATP/ADP, por un aumento de fosfato inorgánico y en general como resultado de un 

estado de estrés oJódativo (75). 

La apertura del PTPm altera signiñcativamente las propiedades de pefTTleabilidad de la 

membrana interna mitoc:ondrial, ocasionando que esta se depolarice. AJ colapsarse el 

potencial transmembranal (6.q¡), la ATP sintetasa opera en reversa, consumiendo el ATP en 

un intento fallido para restablecer el gradiente de protones. Bajo estas condiciones, la 

mitocondria se transfOfTTla de productor de ATP en consumidor, acelerando la debacle 

energética y promoviendo la muerte celular (76). 

Adicionamente. la apertura del PTPm provoca el hinchamiento mitocondrial, que causa la 

ruptura de la membrana externa y libera moléculas pro-apopt6ticas que se encuentran en el 

espacio intennembranaJ, Le. citcx:romo c, SmactOlASLO yEndo G, que disparan la muerte 

celular en un mecanismo dependiente de caspasas (5). 

La composición moJecular del PTPm, pennanece tod~fa ba;o debate, pero el translocador 

de adenrn nucleótidos (TAN), la ciclofilina-D de la matriz y el canal aniooico dependiente de 

voltaje (CADV) también llamado ponna, al parecer son los principales componentes 

estructurales de este complejo; hay otras protefnas como el receptor de benzodiazepina, la 

hexocinasa y la creatina cinasa mitocondrial, que han mostrado un papel regulatono en la 

apertura de poro (Figura 6) . 
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4.- Eattat.gJa d. conIloprotacel6n. 

En el estudio del miocardio isquémic:cH'eperfundido, tan variados son los mecanismos 

descritos en e¡¡ d.no. como" estrategias de cardq,rote(ciói,. En esta secd6n 18 descrt>en 

da fcnna ~ avmas de las mas exitosas en la proteccI6n del miocardio contno .. da/Io 

po<-..sIón. 

4.1 __ Ioqu6mIco. 

La ad~ del c::oraz6n a la hipoxia crónica como esbalegia de aW"lOptotecd6n resuttO 

de una serie de eItudios epidemiológicos a finales de tos cincuentaI ~ mostraban ooa 
clismi"lución aign:ificaüva en • inddencia de i1far1os mioc*dicos en personas que vMan a 

gran aItu'a (77). Estas observaciones fueron confimladas en estudios experimentales. 

usando .., m_ de hlpoxia po< ¡¡ron allunl. Poupa. utilizando ..,. cámara hipobárica. 

m~ que dicha condicl6n limitaba .. tama/lo del infar10 miocénlico (76). Después de un 

gran periodo de oscepticismo. Murry. en .. laboratorio de Jennings 8f1COfltró que 4 ciclos 

breves de octuIiOn c:aonaria antes de una oclusJón de -40 mi1utos. reduclan el ilfarto en un 

75% (79). A pIIÜ' de asaos he',zgCJS, este fenómeno fue lSanado precondlclonamiento 

isqu6mico (Pel), Y se convi1i6 en una de Bs esbategias mas efectivas para proteger al 

COI azOO del da'\o por reperfu:si6n. Loa l'n8CMlismos responsaba del PCI, se encuentran aún 

bajo discusión; Ú1 embargo, estudios redeutes sugieren ~ 101 canales m~ de 

po __ • ATP (milK"",). pudieran o« pooi>Ies -... de la pt-' en" Pel. 
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Hace veintidós afios, Noma idenlific6 los primeros canales de potasio sensibles a ATP en 

parches de membrana plasmática de cardiomiocitos ventriculares , Posteriormente fueron 

encontrados en otros tejidos, incluyendo eJ cerebro, el músculo liso y esquelético, el endotefio 

y el páncreas, órgano en donde se tes ha relacionado con la secreción de la insulina. 

Ong inainente se propuso que estos caIlales acoplaban el metabolismo miocárdico con la 

actividad eléctriCa, sugiriéndose que su apertura podrla servir como un mecanismo endógeno 

de cardioprotecci6n, al acortar la duracl6n del potencial de acción y limitar la entrada de 

calcio a las células cardiacas (80). Hasta 1994 se suponta que éste era el mecanismo de 

acción del precondicionamiento isquémico (Pe!) y que el efecto protector de los agonistas de 

los canales de I(,.TP contra el dat'io por reperfusión, se debla a su acción sobre dichos 

canales. Sin embargo, a partir del trabaio de Yao y GrO$$, se acumularon evidencias de que 

el efecto protector no siempre correjacionaba con la reducción del potencial de acción, 

situación que implicaba la existencia de sitios adicionales, poslllemente intracelulares , para 

explicar el efecto protector de estos agonistas (81 ). 

los canales mitocondriales de potasio sens ibles a ATP (mitK".TP), se describieron por primera 

vez por Inoue V colaboradores en 1991, en mitoplastos gigantes preparados a partir de 

mitocondrias de hlgado (82). Un ano más tarde, Paucke en ellabora1orio de Gar1id, aisló y 

purifICÓ parciamente un canal mitK...TP de mitocondrias de corazón de res y demostró que 

estos canales ten [an caraeterlsticas similares a los de la membrana plasmática. Sin 

embargo, demostró que su función esta relacionada principaknente con el control del 

voh.Jmen de la mabiz mitocondrial y no con la regulación de la actMdad eléctrica, como se 

habla descrito para k>s canales de K...TP de la membrana plasmética (83). Estudiando el 

efecto de k;)s inhmidores y activadores de estos canales sobre algunas funciones 

mitoc:ondriaJes, se dio la pauta para establecer una estrecha relación entre los canales 

mit~TP y la cardioprotecci6n, lográndose explicar la paradójica observaci6n de que algunos 

activadores de canales de ~TP proteglan durante la reperfusi6n post-isquémica, sin alterar la 

actividad de los canales de ~TP en la membrana plasmática. En la figura 7 se muestra una 

representación esquemática del mecanismo a través del cual la apertura de los cana~ de 

~TP Y k)s m~TP, puede producir protección durante el PC/. 

El grupo de Garild en 1997 presentó el prmer trabajo en el que se mostraba evKiencia 

directa de la relación entre tos canales mitK,.TP y la cardioprotecciOn. Este grupo de 

investigadores reportó que la fannacok>g la de los canales de K".TP de membrana plasmática y 

la de los canales m~TP era sorprendentemente diferente, al analizar el efecto protector 

contra el daf10 por repeffusi6n de la sulfoncmida diaz6xido. Este compuesto demostró tener 

una potencia 2000 veces más alta sobre los canales mitocondriales (Kcu=O.4~ol. l· ' ), que 

sobre los del sarcolema (855[Jmol.l " ). El espectacular efecto protector del diaz6xido, fue 

bbqueado por la glibenc1amk:la y otros antagonistas de los canales de ~TP. Estos resultados 

sugerfan que el diazóxido Y otros efectores que abren canah:!s de K...TP interactúan con los 
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canales de la mitocondl'ia para prodLÓ' el efecto cardioprotector (85). En concordancia con 

los re5<JJ1ados de GariId Y _es, est1Jdlos '"' el laboratorio de Malbán han 

demostrado que et dlazOxtdo abre en foma selectiva los canales mítJ(",TP '1 el ~ 

Hidroxidecanoato (5-HD) un bloqueador para los canales m~TP, es capaz de suprimir el 

efecto p_ del PCI (86). 

Ceo •• _ 

.......... ..-..c­
\oc o ' C re.1I -u 

, 'W L? ? __ 

¡ el" • c. sS __ .. , u·-

Cm::: ' c •• _ .. .. _ .. .... 
" ? ? ? -­_ ... .----
LM ' _ ... _ -*-

ActtvacJ6n M ... .. 
MftaUDcI6n mediado 
p« una C8KlldII de 
cio ... 

FtgLn 7. R8preMntIdón ~ de Iot rnec::arWsmoa por 10& c:uaIoe: Iot cenaIet ~'"' Y los canates 

m~no l)UIIden procark CIRIoprotecdón.. LM protIInM G ?'9gU~ por medkI del un rec;epcor para 

~ '1 ~ ¡»Iiliten .. ..:tMción de .. ptder,. dl\8Ul C (PKC) '1 au. dnaa i'ttraceluL1n& 

corno .. tlrotirwl c::r.a 'f .. car..a de ecttvadón mitl:>o't a . E~. __ an..e. pueden fosforilar 

pI'1Mfnas ......... cano la HSP27 o .. c.MeI Ko.,,". s. he prqlU8ño que .. ~ cM ioI anIIes K.o.,," 

pro6.Jot CMIopIc:MccI6o, .:ort.1do II? ,.. 3 de .. """iz:ac:i6I', del potenciIII de ac06n cardiaco • 

~ la "*,Ib ana; eAoI rnecanismc:?& pennit2n la red\.?eci6n (:) de .. sotncarga de cat:io 

dlnn. la ~ Por otro ~. el ~o por ,. cual la apertura de los c:arUts mitK.o.no puede 

prododr cardiop¡C.c:dÓIl, culla,..- le entr8d8 de pcD8Jo 'f le ~ miloc:clrdiel, estCJI efectos 

reducen .. ldM_ga de ~ mItoc:o:ldrial, que c:a.u hinchamiento cM la matriz '1 .. apertL,n tran.itDria 

del PTPm en 1:1"1..-.0 de ~ condLtc:WlciL u ~ de Mlba torrna. de 11» C8f'IMII ~'"' .urnentJ: en 
p.reeenc:ia de .aN~ de. PKC c:amo 10&...,... de rortJo/ (PMA), Woditic8do de Groa '1 Ff)W (84). 

Adicionalmenle se ha augerido que los canales K,.TP de la sarcolema no están Involucrados 

en el mecanlsmo del PCI, )'8 que ajgunos nuevos bloqueadores ~ de los canales 

~TP de membrana plasmática, como ef HMR'1883, no iltiiben &1 PCI como los hace el ~HD 

(87) . 

Desde 1998. se han ptantaado diversas hipótesis sobre el posble mecanismo de protección 

de los c:anaJes mitK.A.TP. Dichas hipótesis no son excluyentes entre si, ya que es probable que 

todas contribuyan 8 ia preservaci6n de ia función mitocondrial 'i contráctil en el eoraz6n. 
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Existe evidencia experimental que apoya la posibilidad de que los canales mitt<.-.w 

disminuyan la sobrecarga de calcio mitocondrlal , la producción ERO y la apertura del PTPm. 

4.2 Modulación de la sefiallzación dependiente de cinasas. 

Se ha descrito que durante el pel, se Uberan algunos factores que Incluyen a la adenosina 

(88), los oplodes (89) y la bradicinina (90) • que al un irse con sus receptores pueden activar 

v[as de set\alización dependientes de protelnas cinasas que inhiben ctertos mecanismos de 

muerte celular. Por ejemplo. se ha propuesto que la activación de la fosfoinoslt;c».3-cinasa 

(PI3K) genera inosltidos que pueden activar a la cinasa-dependiente de inosltidos (POK) 

cuyos sustratos petmiten a Su vez la activación de otras dnasa corriente abajo i.e. la protelna 

cinasa B (tarnbién llamada MI) o la cinasa- p70S6 (p70S6K) que están involucradas en la 

protección por pel (91). Los diversos pasos de estas vias de sel'\alizaci6n se han convertido 

en blancos terapéuticos y estrategias de cardioprotecci6n . Recientemente Murphy ha 

revisado con detalle las vlas que inhiben la muerte celular y producen cardioprotecc:ión (92). 

4.3 Raducclón de estrés oxidalivo, 

Una de las pri~1es estrategias para proteger al corazón contra el daoo por reperfusión es 

la disminución en producción de las ERO . Por ejemplo, la vitamina E que es un efICiente 

atrapador de radicales libres 'i produce protección in sffu en las membranas celulares, reduce 

el dano por isquemia-reperfusiÓll al suplementarse en la dieta de los animales (200 UI .Kg' 

' .d ra" ) (93,94) . Otros estudios han demostrado que la combinación de vitamina E 'i el ácido 

hidrolipoico (que estimula el reclclamiento de la vitamina E en las membranas in vitro). 

aumenta la recuperación de miocardio durante la feperfusi6n (95). 

La SOD y la catalasa son enzimas intracelulares que catalizan la eliminación de radicales ·th 
y de HzOz, respectivamente. Su admlnistraci60 antes de la repertusl6n diminuye la 

producción de ERO, sin embargo existe controversia sobre la eficacia de este tratamiento, 

pues algunos trabajos reportan que Jos trata-niento con SOD o en combinación con catalasa 

no funcionan , e incluso son contraproducente (96,97). 

Como ya se menck>n6. el inhibNtor competitivo de la xantina oxidasa alopurinol, ha mostrado 

un efecto pn:Itector durante la reperfusión. A)gunos trabajos han demostrado. por medio de 

espectroscopia de resonancia electrónica que después de su administración. la cantidad de 

ERO disminuye (98) . 

4.4 Tratamiento con f'nnacos qua actúan sobre al calcio Intracelular. 

Los bloqueadores de canales de calcio son un grupo muy heterogé!"leo de drogas con un 

amplio espectro de efectos sobre el miocardio, sobre la función y conducción del nodo 

sinoatJial y atrioventricular y sobre la circulación coronaria. Desde el desarrollo y 

caracterización de bs agonistas de kJ.s canae; de calcio en la década de los sesentas. estos 
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agentes se han utilizado en el tratan lento de diversas eflfermedades cardiovasculares. 

Principalmente estas drogas se han usado en el tratrnienlo de arritmias cardiacas 

(particularmente arritmias supraventriculares) y/o isquemia. 

Uno de los fánnacos más utilizados en modelos animales es la nifedipina. que tiene un efecto 

cardloprotector a altas concentraciones cuando se aplica antes de la isquemia, reduciendo 

signifICativamente el ta"nal"io de las ZOIlaS infartadas (99). Otro agente empleado en la 

protección del miocardto post·reperfuslón es el verapamil. que reduce el dal'lo tisular, 

preservando la función contracti l asl como la ultraestructura y la función mHocondnal (100). 

Un problema con la mayocfa de k)s bloqueadores de canales de calcio, es que tienen efectos 

inotr6picos negativos que producen modifICaCiones hemodinamicas. Por lo que se siguen 

buscando nuevos compuestos sin estos efectos (101). 

En modelos experimentales de Isquemia-reperlusión se ha demostrado que el ketorolaco, 

cuyo uso principal es de antinflamatorio y analgésico, tief1e actividad como antagor'¡sta del 

calcio y contribuye a mantener ~ integridad celular cardiaca, además que evita el efecto 

arritmogénico de la reperfusión (102). Estudios in vitre han mostrado que el ketorolaco tiene 

acción lonoforética en las mitocondrias (103). 

El aumento repentino del calcio intracelular durante la reperfusión no sólo proviene del calcio 

extracelular, sino tamb;én de almacenes de calcio intracelular como el RS. En este sentido, 

su mocMación se ha convertido en una esttategia para disminuir el daIIo por sobrecarga de 

calc:io durante la reperfusión. En 1988, el grupo de Opie, al investigar el papel de la liberación 

oscilatoria de caJcio del RS sobre la generación de arritmias, encontró que la rianodina, un 

inh ibidor selectivo de los RyR, aumentaba mportantemente eJ trabajo cardiaco post· 

reperfusión y desminula tes anitmias (1 04). Estos datos fueron confirmados por diferentes 

grupos, y se han usado otros antagonistas de k)s RyR para la protección del miocardio. Entre 

estos destaca la hidantolna dantroleno, oompues1o que a concentraciones relativamente 

bajas (1IJ1T1oI.L") ha mostrado reducir el áIea de tejido infartado en 28%, además de que no 

produce ningun efecto hemodinámíco en el corazón aislado (105). 

4.5Inhlb~ del poro de transición deJa p&mteabllldad mitocondrial. 

En los cardiomiocitos aislados se ha determinado de forma indirecta la apertura del PTPm 

por medio de la medición del ó."I'm , utilizando indicadores fluorescentes. En uno de estos 

estudios se encontró que durante la reoxigenaci6n se abre el poro y que esta apertura es 

sensible a la cicrosporfna A (CSA), un potente inhibidor del PTPm in vftro. En esas 

condiciones. también se encontr6 que la extensión de muerte celular almenta en proporción 

directa con el contenido de calcio mitocondriaJ (106) . Para medir la apertura del poro in situ 

en corazón aislado se han desarrollado otras estrategias expermentales. Por ejemplo, el 

9nJpo de HaleslTap perfundió corazones con ['HI 2-deoxiglucosa (['HlDOG) que es 

transportada, al inteOOr de la célula y fosforilada a 13HjOOG-P. Este compuesto no puede 
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metabolizarse y queda atrapado en la célula y soo puede entrar a la mitoc:ondria cuando el 

poro se encuentra abierto. Tras de un periodo de isquemia o ele reperfusi6n midieIOfl la 

cantidad de rHjDOG-p acunulada dentro de la mitOCOfldria, detetTT'linando asila apertura del 

poro. Encontraron que durante la isquemia, el contenido de rHjOOG.p en las mitoc:ondrias 

era relativamente bajo; sin embargo, al quinto minuto de reperfusión después de una 

isquema de 30 minutos, ta cantidad de ['H¡DOG-P asociada a la mitoc:ondria aumentó cualTo 

veces (107). 

Otra técnica para la detecci6n directa de la apertura del PTPm se basa en la redistribución 

intracelular de NAO+, En condiciones fisiológicas, cerca del 80 % de NAO" celular está 

compartimentalizado en las mitocondrias; al Uberarse ~ NAO", desaparece rápidamente ya 

que en e4 citosol es hidrolizado por NAO+-hidrolasas, especialmente cuando el contenido de 

ATP es reducido (108). La liberación de NAO+ en un modelo de repeñusión post-isquémica, 

se ha interpretado como resultado de la apertura ~ PTPm (109) , ya que tanto la eSA como 

la Me Va~SA (un análogo de la eSA, que no inhibe a la calcineurina) evitan la liberación 

de NAO+. 

La estrategia más común para demostrar la participación del PTPm durante la repeñusión ha 

sido el uso de CSA. Los inhibidores del PTPm, CSA y la Sangliferina A (SFA) se han utilizado 

ampliamente para evitar el dal"lo mitocondrial durante la reperfusión . En modelos in vitro e in 

vivo se ha encontrado que después de un evento isquémico, la CSA evita el dai"io tisular, el 

abatimiento de ATP y disminuye las arritmias post-reperfusión (110.111) . la SFA. un 

inhibidor más especifICO, también ejerce efecto protector contra el dai"io por reperfusión , 

recuperando la presión ventricular, reduciendo el daño tisular y además disminuyendo la 

zona necrótica en el corazón (112) . 

Recientemente, Argaud y cols. reportaron que un derivado no inmunosupresor de la CSA, el 

NIM811, disminuye el tejido infartado en corazones reperfundidos; adicionalmente, la tinción 

de TUNEL para detectar apoptosis también dminuyó después del tratamiento con el inhibidor 

(113). 

Otra estrategia para regular la apertura del PTPm, consiste en utilizar como blanco al TAN. 

Esta protelna forma parte de la estructura d~ PTPm, e incluso se ha reportado que puede 

por si misma formar un canal intennembranaJ para calcio (114). Ya que se ha descrito que el 

TAN, contiene al menos 3 cargas positivas en el sitio de unión a sus sustratos e inhibidores, 

se han utilizado compuestos con carga positiva, como las poliaminas o el Mg2+, para 

apantallar estas cargas clave e inhibir la apertura del PTPm (115). Siguiendo este 

razonamiento, se ha utilizado a la octilguanidina (OG) para inhibir la apertura del PTPm 

inducida por carboxiatractilósido (116). Tomando como antecedentes estos resultados, se 

determinó ~ efecto de la OG sobre el datio por isquemia-reperfusión miocárdica en un 

modelo in vivo. La élOOlinistración de este compuesto antes de la isquemia disminuyó la 
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aparición de arritmias post-repeffusión y mantuvo la integridad celular y mitocondrial, 

determinada como la capacidad de las mitocondrias para sintetizar ATP (117). 

Si bien utilizar compuestos que inhiban la apertura del PTPm ha tomado relevancia y es en la 

actualidad una de las estrategias más utilizadas para proteger al miocardio durante la 

reperfusión; se sabe también que ni la SFA ni la CSA pueden inhibir la apertura def PTPm 

cuando as mttOCOl'ldrias son expuestas a un estfmulo suficientemente fuerte (107,118) . COll 

base en lo anterior se han buscado agentes farmacológicos que puedan evitar ta apertura del 

poro en lugar de cerrarlo. La sobrecarga de calcio en la mitocondria es un requisito absoluto 

y especifICO para promover la apertura de este mega canal (119). Por ello es razonable 

predecir que al utilizar una estrategia que disminuya la [Ca21n -y asl evitar la apertura del 

PTPm- pueda evitar el dar"io por reperiusi6n. 
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ANTECEDENTES 

III.-ANTECEDENTES 

El papel que tiene la sobrecarga de calcio sobre la apetura del PTPm está aún en discusión, 

pero en un modelo propuesto por Brustovestky y KJingenberg se sugiere que el calcio se une 

a las cargas negativas de las moléculas del fosfolfpido cardiolipina, que están Intimamente 

asociada al TAN. La interacción ~ calcio con la cardiolipina promueve la exposición de 

cargas positivas localizadas en los mon6meros del TAN, fonnándose as! un túnel 

inespeclflCO (120) . Dado que la pérdida de la permeabilidad selectiva por la acumulación de 

calcio provoca que disminuyan tanto el gradiente eléctrico transmembranal como ia slntesis 

del ATP, se ha propuesto que la sobrecarga de calcio es uno de los factores principales que 

condicionan ta irreversibilidad del daño miocárdico post-reperfusi6n (25,27). 

Al respecto, se ha propuesto la inhibición del UCam como estrategia para reducir el da.,o por 

reperlusi6n. la participación de este transportador de calcio en este dallo. se ha estudiado 

por medio de su inhibldor más conocido: el RR. En dichos trabajos se ha mostrado que su 

perfusión en corazones aislados dismÍlluye el dal'ío mitocondrial y recupera el trabajo 

cardiaco durante la reperfusión (121,122,123). Sin embargo, se sabe que el RR interactúa 

con muchas otras protelnas además del UCam, por lo que es posible que su mecanismo de 

protecci6n se relacione con el efecto sobre esas otras protelnas. Por ejemplo, el RR es un 

potente bloqueador del RyR, asl que la inhibición de este canal puede disminuir la salida de 

calcio del RS y en consecuencia, reducir la [Ca2Jc y la [Ca2jm (124). Por ello la peñusión de 

RR no demuestra de forma absoluta la participaci6n del uCam en el dal'ío por reperfusi6n. 

En 1992, el grupo de Sanadi purifICÓ un compuesto conocido cxmo RUB), a partir de 

muestras com8fCiéOes de RR. Este compuesto inhibe el transporte de calcio en mitocondrias 

aisladas a concentraciones mucho más bajas que el RR (125). AfIos después, el grupo 

multidisc4ltinario encabezado por Matlib demostrO en células miocárdicas, que las principales 

protelnas blanco del RR, no eran afectadas pOI" el RU3e(J y a partir de ese trabajo este 

compuesto se dio a conocer como el inhibidor más potente y específico para ~ UCam (126). 

Con base en estos antecedentes, es posible que al bloquear especfficamente el uCam con 

RU3eO podamos determinar la con\ri)ución de esta prote/na en el daoo por repeñusión 

miocárdica y al e .... itar la sobrecarga mitocondrial, proteger al miocardio repeñundido. 
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HIPOTÉSIS y OBJETIVOS 

1V.-HIPÓTESIS y OBJETIVOS 

HIPÓTESIS 

Si la elevación de calcio en la matriz mitocondrial es uno de tos factores principales que 

disparan la apertura del poro de tral'lSición de la permeabilidad en mitocondrias aisladas, 

entonces la perfusión de RUJe() en corazones aislados y en rata completa inhibirá 

especlficamente la entrada del calcio a las mitocondrias y evitara la disfunción global de la 

producción de energla observada durante la repeffusi6n , 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar el mecanismo a través del cual el RU360 ejerce protección durante la reperfusi6n 

post· isquémica. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

(En el modelo de corazón aislado) 

1, Detenninar la dosis de Ru3&O que previene contra el dal"io por reperfusi6n en corazón 

aislado de rata, analizando el trabajo cardiaco, el conSLITlO de oxigeno y la eficiencia 

contrac:til. 

2. Aislar mn.ocondrias de corazones reperfundidos con y sin perfusión previa del 

inhibidor y determinar la integridad milocondrial, midiendo la respi'ación y el potencial 

transmernbfanal. 

3. Determinar el transporte del calcio y la apertura del poro de transición de la 

permeabilidad en mitocondrias de corazones reperfundidos, con y sin perfusión 

previa del inhibidor. 

4. Determinar la unión de I03RiJ360a diferentes fracciones c~ulares . 

5 . Determinar la [Ca2)n post-feperfusión, en mitocondrias aisladas de corazones, con y 

sin perfusión previa del RU36(J. 

6. Determinar el efecto del RiJ360 en los sistemas de transporte del calcio en RS. 

(En ~ modelo in vivo de repertusi6n) 

1. Determinar las dosis mlnimas a las cuales el RU3Ql y otros inhibidores del UCam (RR. 

RRFen) protegen del daoo post-feperfusión. 

2. Determinar el efecto protector del RU3050, midiendo parámetros fisiológicos tales como 

la frecuencia cardiaca, la tensión arterial y la incidencia de arritmias. 

3. Determinar ~ efecto protector sobre el daoo tisular en corazones reperfundidos, 

midiendo la actividad de creatina cinasa (CK) y lactato deshidrogenasa (LDH) en 

sueros. 
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4. Determinar el efecto protector del inhibidor sobre la integridad mitocondrial, midiendo 

la respiración, el potencial transmembtanal y el transporte de calcio en mitocondrias 

aisladas de corazones de animales reperfundidos. 

5. Determinar los niveles de RLI3eo circulante y el unido al miocardio en ratas tratadas 

con el inhibidor por medio de espectroscopia de emisión 6ptlca-inducttvamente 

acoplada a plasma (ICP-OES). 
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METODOWGÍA 

V.- METOOOLOGIA 

Este trabajo se llevó a cabo de acuerdo con la gura para el cuidado y uso de aninales de 

laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de América. En todos 

los experinentos se utilizaron ratas Wstar machos con un peso entre 250-350 g. 

1. Sfnt&sis de Ru., y 1L\)RuMO. 

El (~.Q)[(HCo,¡(NH,)Ru]2Cb (Ru",) se sintetizó de acuerdo con el método desailo por Ying 

y c:oIs. (125). Se fClm'l8lOn diferentes compuestos &minados de rutenio, como resultado de la 

reacción de RuCb (AIdrich Chem Co, Milwake WI) con NH.tOH. los compuestos fonnados se 

separaron por cromatograffa de intercambio catiónico, utilizando un gradiente de 0.2 a 0.6 

moLL-1 de fooniato de amonio. Las fracciooes ekJidas en aproxinadamente 0.4 mel.l-I se 

colectaron y liofilizaron. En estas fracciones de color ligeramente amaritlo. se detectó un pico 

único de absorbencia 8 una longitud de onda de 360 nm (Figura e). El inhibidor con marca 

radiactiva se preparó ajustando la técnica a un micrCHTlétodo utilizando 1 mCi de I03RuCt. 

(Perkin Emer, Boston MA) (65). La concentración de RU)so se detenninó por medio de su 

coeficiente de extinción molar (E3«I = 2.6)(10'" mol.r 1.cm·1) . 

¡ 

';' ¡ , 

.' 
, . 

FigLra a.- Espectro de absorción del RU3eo a cifererrtes concentraciones. El compuesto presenta un pico 

~ico a 360 nm. En el inserto se presenta la estructlJra del (¡;-O)I(HCOz)(NH,)Rub el;, (Modificado de Ying Y 

c:ob. (125». 
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PROTOCOLOS UTILIZAOOS EN CORAZÓN AISLADO 

2. Perfusión del corazón aislado. 

Diez minutos antes de anestesiar a las ratas, se les administró 200 U de heparina para evitar 

la coagulación. Pasado este tiempo las ratas se anestesiaron con pentobarbital (50 mg.Kg·1 

i.p.). se les practicó una toracotomla eentral, removiendo el estem6n y las costillas para dejar 

~ corazón expuesto. Se localizó la aorta descendente y se separó el corazón del animal; de 

inmediato se colocó el corazón en una solución helada para inmovilizarlo. Enseguida el 

corazón se canul6 en el sistema de Langendorff, y se perfundió con solución KIebs-Henseieit 

(K-H) a 3roc filtrada a través de un poro de 0.45 ~m, con la siguiente composición (mmol.L' 

\ sodio 147, potasio 6, magnesio 1.2, calcio 2.5 y glucosa 4.3 y octanoato 0.1 como 

sustratos metabójicos. El medio de perfusión se burbujeó constantemente con gas 

carbógeno (9S%. oxlgenl>5% di6xido de carbono). La perfusión se inició a un flujo constante 

de 12 mL.min'l. La presi6n intraventrieular se determinó introduciendo un baloncito de látex 

en ~ ventriculo izquierdo, que se conectó a un transductor de presión hidrostática. La 

resistencia vascular se detenninó con un transductor smilar. conectado al paso de la 

solución unos centlmetros antes de llegar al corazón. 

Para la medición de los electrocardiogramas (ECG), se utilizaron 2 electrodos de plata, uno 

colocado en ~ ápice Y otro en la aurlcula derecha del corazón. La arteria pumonar fue 

canulada y conectada a una cámara cerrada pata medir la concentración de oxigeno en el 

eluyente coronario (Gilson, Lewis Center, OH), por medio de un electrodo tipo Clark (YSI, 

Yellow Springs, OH). La velocidad de consumo de oxigeno se calclJló como la diferencia de 

concentración entre la solución de perfusión antes de pasar por el tejido cardiaco, y la 

concentración en el eluyente co(Ollario. Todas las variables fueron grabadas en un sistema 

de adqulslciOn de datos diser.ado por el departamento de Instrumentación y desarrollo 

tecnológico del Instituto Nacional de Cardiologra "Ignacio CháveZ-. 

2.1 Protocolos. 

Los corazones fueron equilibrados durante 15 minutos con solución K·H. Posteriormente, se 

siguieron tres diferentes protocolos: 1. El grupo control se perfundió constantemente durante 

90 minutos. 2. El grupo Isquemia-feperfusión (IIR) se mantuvo bajo flujo constante durante 30 

minutos; después los corazones se sometieron a isquemia global por suspensión de flujo por 

otros 30 minutos, seguidos de una reperfusión de 30 minutos. 3. El tercer grupo se trató con 

250 nmol.L" de RU360 durante 30 minutos y se siguió el mismo protocolo del grupo VR 

(IIR+R_). 
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3. An.ilisis de la Integridad mitocondrial. 

3.1 Aislamiento de las mltoeondrias. 

METODOLOGÍA 

Al final de los protocolos. los ventIrculos del corazón se cortaron en pequeños pedazos y se 

dejaron digerir por 10 minutos con la proteasa nagarse, (leN, Aurora, OH.) (10 

mg.ventriculo") en 10 mL de medio helado de aislamiento (en mma.L"): 250 sacarosa,10 

Tris, 1 EDTA; pH 7.3). Después de la digestión las muestras se centrifugaron a 11,OOOxg 

durante 10 minutos. La pastilla de tejido se lavó en el mtsmo medio sin la proteas.a y se 

disgregó manualmente con un homogenizador de vidrio. Este homogenizado se centrifugó a 

ba¡a veloedad (3,SOOxg) por 10 minutos para eliminar \os restos de tejido y aJgunos 

organelos subcelulares; se recuperó el sobrenadante y se obtuvieron las mitocorldrias tras 

centrifugar a 11,OOOxg durante 10 minutos. El precipitado se resuspendi6 e incubó durante 

10 minutos en 250 mmotL,1 de sacarosa, 10 mmol.L" Tris; pH 7.3. Finalmente, esta fracción 

enriquecida con mitoc:ondrias se centrifugó a 11 ,OOOX9 durante 10 minutos y se resuspendi6 

en el mismo medio a una concentraci6n aproxmada de 20-40 mg.ml·!. 

3.2 Ensayo de la respiraci6n mitocondr1al. 

El COnsLlllO de oxigeno mitocondrial se midi6 mediante oximetrfa poIarográfica con un 

electrodo tipo CIaIk. Los experimentos se llevaron a cabo a 250C en 1.5 mL de un medio de 

respiración con la siguiente composición (mmol.L·!): 125 KCI, 10 HEPES y 3 KH2PO,,; pH 7.3. 

La respiración se inició agregando la de protelna mitocondrial. La respiración en estado 4 se 

evaluó con 10 mmol.l·! de succinato más 1 fl9 .mL·! de rotenorla. La respiraCKln en estado 3 

se estableci6 por la adición de 200 lJITlol .L·t de ADP. El control respiratorio (CR) se calculó 

como la relación entre la velocidad en estado 3 y la vek>cidad en estado 4 (Figura 9). 

1«lnatm o 

PICF 240 . 1~' ... 1.7 
) 

AQP ,..... ""~lacJo 4 

FiglSa 9. TI'8lO caracterlstico de la ree.piraci6n rnitocoodrial. Entre paréntesis $8 Indica la ~ de 

CCI"ISUT1O d8 oxigeno; se muestra el cálCI,ÁO para obtener el CR y la reIacióf1 AOPIO. El a:qIEIfirnenlo 

representativo se realzó en un medio estándar de respiración a 25· C, pH 7.3. 
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3.3 Medición del potencial transmembranal mltoeondrial (AIp). 

EI61f1 se determinó por medio del colorante catiónico safranina, según el método descrito por 

Wieckowski y W~ en 1998 (127). A un medio de respiración con 5 lJ'TloLL" de 

safranina, se le agregaron 2 miligramos de protefna mitocondrial. En un curso temporal se 

midió la fluorescencia a 495 nm de excitación y 586 nm de emisión. 

3.4 Actividad dol UCam. 

El transporte de calc40 mitocondrial se detennin6 de fonna ClJantitativa (técnica de fittracfón 

de "-5ea2
, y con ~ indicador metalocrómico Ar$enazo 111. 

En la determinación cuantitativa, se incubaroo 2 mg de prote¡na mitocondrial en 3 mL de 

medio estándar con la siguiente composición (en mmol,L"): 125 KCI, 10 HEPES, 10 

succinato, 3 Pi, 0.5 EGTA, 1 ¡Jgmr' de rotenona y 50 ,.uT'IoJ.L·' de 45Ca2+ Itlre (actividad 

especifica 1000 cpm.nmor') usando el programa ChelatOf (Th. Schoenmakers, Nijmegen, 

Nellle<faods), pH 7.3. 

Después, a diferentes tiempos se fittraton alicuotas (300 jll) a través de un filtro millipore con 

un tamalio de poro de 0.45 ~m y se lavó con KCI 0.1 mmol.L". La radiactividad contenida efl 

las mftocondrias se midió en un contador de centelleo (Beckman, Ramsey, MN). 

La entrada y salida de calcio también se midió por medio del indicadO( metalocr6mico 

Arsenazo 111. En un medio de ensayo que contenfa (en mmoI.L"): 125 KCI, 10 HEPES, 10 

succinato,3 Pi, 0.5 EGTA, 1 ¡.rgmL" de rotenona, 30 ¡.rmoI.L" Arsenazo 111 y 50 f!lT1oI.L" de 

calcio libre, pH 7.3. Los movmientos de cak:io se midieron en un espectrofot6me1ro de doble 

haz. Las longitudes de onda utilizadas fueron (6754:i85 nm). 

4. Detenninación d. la actividad de la piruvato deshldrogenasa activa (PDHa). 

Para medir esta actividad enzimátic:a, se tomó 0.5 g de tejido homogeniZado en N2 liquido y 

se transfirió a 5 mL de una solución fria de arresto, de la siguiente composición (en 

mmoLL"): 50 HEPES, 3 EGTA, 25 NaF, 1 dicforoacetato, 1 on y Tritón X~100 al 0.1 % (vlv), 

pH 7.1. Con esta mezcla se solubiliZaron las enzimas y se evitó la lnterconver.;ión de POH 

activa en inactiva (128). Este homogenizado se centrifugó a 4000xg por 10 minutos y se le 

agregó 20 ¡.rmoI.L" de Leupeptina y 200 ~ol.L'1 de PMSF para inhibir la actividad de 

proteasas de cistelna y serina. 

Ak-ededor de 400 ~ de homogenizado se agregaron a 1.6 mL del medio de reacción de la 

siguiente composición mmotL" : HEPES 40, MgCI2 0.8, TPP 0.18, NAO· 2, CoA 0.08, on 
0.8 y rotenona 0.002, (dado que el sustrato de la reac:c:ión es el piruvato, este se administró 

por medio de un sistema regenerador que consiste en lactato 10 mmoLL", NADH 1 mmoLL,1 

y lactato deshidrogenasa). La cuantifICaCión de la fonna activa de la enzima (especie 

desfosforilada), se llevó a cabo midiendo el aumento de la absorbencia (34Orm) que 

acompal'\a lcI aparición de NADH acoplado a la descarboxilación de piruvato por la PDH: 
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PirlNato + CoA +NAO" ~ acetil·CoA + CO2 + NADH 

t 0.4(100 

F19ura 10. Trazo caracteristico de la medida de PDHa en homogenizados de corazón. En la figura se 

observa la actividad de COfaz0ne5 controles (C123104105) 'f reperfundidos (lR126104105). Se detetmÍt'IÓ el 

incremento en la absortlenda a 340nm. 

5. Contenido de calcio libre y total en mttoeondria. 

El contenido de calcio se midió en mitocondrias aisladas de los ventrlctJlos sometidos a los 

diferentes protocolos, utilizando un método para mininizar la redistribución ele calcio (129). El 

calcio libre se detennin6 como descl'i)ieron Moreno-Sánchez y Hansford en 1988 (130), 

usando el indicador fluorescente FLU0-3AM, collSiderando una constante de disociación de 

400 nmotL", El calcio total se midió por medio de espectrofotometrla de absorción atómica, 

usando Caco3 como estándar, de acuerdo con lo descrito por Pepe en 1999 (131). 

6. Unión de t03RuMO en preparaclonas de corazón aislado. 

Los corazones aislados se equilibraron 15 minutos con el medio K-H; posteriormente se 

agregó 250 nmel.l
o

' de '~lJJeo Y se perfundi6 durante 30 minutos. Para eliminar la uni6n 

inespeclfica se perfundió 30 minutos más con la solución K·H sin el inhibidor radiactivo. 

Los corazones se homogenizaroo y las fracciones mitocondrial y microsomal se separaron 

por centrifugación diferencial. En estas fTacciones se determinó la emisión de radiactiVidad. 

7. Pureza en las fracciones mlcrosomal y mitocondrial. 

Para detenninar la pureza de las fracciones se determinó la actividad de citocromo e oxidasa 

como enzima marcadora para mitocondria, D..gJucosa 6 fosfato fosfohidrolasa para el reUculo 

sarcoplásmil;.o y 5-ribonude6tido fosfohidro1asa para la sarcofema. 
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La actividad de 5'-ribonucle6tido fosfohidrolasa (E ,C. 3.1 .3.5) se determinó de acuerdo con 

el método de Glastris y Pfeflier (132), midiendo la liberación de fosfato del AMP, de acuerdo 

con la siguiente reacción: 

AMP + H20 ~ Adenina + Pi 

En un medio de reacción (1 mL) de la siguiente composición (en mmol.L-1
) : 200 Tris~ Hel, 20 

AMP, 20 MgCb. pH 6.5, a 310C se agregaron 250 1-19 de proterna de la fracción mitocondrial, 

microsomal o citos6lica . Al inicio (tiempo cero) y después de 20 minutos de la reacción, se 

tomaron allcuotas de 0,3 mL y se mezcló en un tubo con 0.7 mL de una solución para 

cuantifICar fosfatos que contenfa 0.1 mL de ácido asc6rbico 10% (wlv), 0 ,6 mL de molibdato 

de amonio 0.42% en 1 N de HzSO •. Los tubos para la cuantificación de fosfato se incubaron 

por 20 minutos a 4511(: y se midió la absorbencia a 620 nm. la curva utilizada para la 

determinación de fosfatos consideraba concentraciones entre 20-200 ¡.¡.moI.L-1
. 

La actividad de citocromo oxidasa (E.C. 1.9.3.1) se detennin6 de acuerdo con ~ método 

descrito por Ferguson-Miller y cols. (133). La detenninaci6n se llevó a cabo midiendo la 

reducción de oxigeno (consumo de ox igeno), como consecuencia de la oxidación de 

citocromo e, de acuerdo con la siguiente reacción : 

4Citc2
(red) +4W+ O2 -74 Citc3

(QxI)+ 2H~ 

La actividad de esta enzima se midió en un oxlmelro con un electrcx10 tipo Clark, en un 

medio de reaoeión (2 mL) de la siguiente oomposición (en mmoI.L,1): 25 TrisJacetato, 7 

abscori:lato (de una solución "madre~ fresca) , 0.3% de Tween 20(vlv), 0.7 TMPD (de una 

solución -madre" fresca), 0.25 /lITlol.L" CCCP, O. 5 lJITlol.L,1 de antimicina , pH 7.4. La adición 

de 0 . 2~1 mg de protelna de la fracción mitocondrial, mlcrosomal o citosólica produce una 

ligera linea base que debe sustraerse a la velocidad de consumo de ox igeno después de la 

adicción de 5 lJITlol.L,1 de cftocromo c. Esta actividad fue sensible a cianuro de potasio 

(Figura 11). 
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FLSJura 11, Trazo caractefist.ico de la medición de citoaomo oxidasa, Como se observa la actividad fue 

sensi~ al KCH, El expemulnto se realizó a 250C y pH 7.4 , 

La actividad de D-glucosa-6- fosfato deshidrogenasa se evaluó de acuerdo al método 

descrtto por Col~la y cds. (134), La determinación de la actividad de esta enzina se llevó a 

cabo midiendo la liberación de fosfato de la gluc0sa-6-fosfato (G6P), de acuerdo a la 

siguiente reacción: 

La actividad de la enzi'na se detennin6 en un medio de reacción (0.45 mL) de la siguiente 

composición (en mmol.L·1
): 55 G6P. 8 histKtina, 2 EDTA, pH 6.5, para iniciar la reacción se 

agregaron 500 J.1Q de protelna de la fracción mitooondrial, microsomal o citosólica, Después 

de 30 minutos de la reacción a 37OC, la proter~ se precipitó con 2.5 mL de TCA frlo aJ 8% 

( .... N). Las muestras se dejaron en hielo durante 20 minutos y se centrifugaron a 1000X9 por 

10 minutos. Se tomó, una alfcuota ~ sobrenadante (1 mL) y se mezcló con 0,25 mL de una 

solución para cuantifICar fosfatos que contenla molibdato de amonio 2.5% disuelto en 2.5 

mmol.Lo' de H~4 Y 0.1mL de una solución reductora (0.5 9 de 1-amino-2 naftc*..4 ácido 

sulf6nico y 6 9 de N~So, anhidro disueltos en 200 mL de NaH~ al 15 %). Finamente se 

calentaron los tubos a 1000c por 10 minutos y una vez que se enfriaron. se midió la 

absorbencia a 820 Ml. La curva utilizada para la detenninación de fosfatos consideraba 

concentraciones entre 1·50 jJJTlol.Lo1. 

8. Transporte de calcio en vesículas de reticulo sarcoplásmico. 

801 Preparación del" vesfculas da reticulo sarcoplásmico. 

Las veslculas de retículo sarcoplásmico (VRS) se prepararon a partir de ventrículos 

cardiacos congefados y pulverizados en nitrógeno liquido. En 30 mL de una soluci6l'l 20 

mmol.Lo' de Tris-malato (6.8 pH), 0.9% de NaHC03, se disolvieron 10 gramos de tejido 

pulverizado; posteriormente la mezcla se homogeflizó en un PoIytron (Brinkmann Instrurnent 

Co. SWitzet1and) durante 30 segundos (tres clelos) a una velocidad aproxinada de 1500 rpm. 

El homogenizado se centrifugó a 650xg durante 5 minutos; después se aLmenló la velocidad 

a 4,OOOxg por 15 minutos más. El sobrenadante se filtró a través de dos capas de gasa y se 

centrifugó nuevamente durante 20 minutos a 8,OOOxg; el sobrenadante resultante se 
centrifugó a 4O,OOOxg durante 45 minutos. 

La pastilla se resuspendió suavemente en una solucKln (en mmotL01) : 20 Tris-malato, 600 

KCI, pH 6.8 Y se cenbifug6 por otros 45 minutos a 4O.000xg. La pastilla enriquecida con 

membranas de RS se resuspendió en una solución (en mmoLL01): 100 KCI, 20 Tris-malato, 

0.001 Jeupeptina ,0.001 pepstatina, 0.2 PMSF y 0.0001 aprotinina. pH 6.8 Y se guardó a 

·70·C hasta su uso. 
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8.2 Captación de calcio en ras VRS. 

La entrada de cak:io dependiente de ATP se determinó utilizando la técnica de ñltración, 

incubando 1 mg de VRS durante una hora en alJSencia y presencia de 300 ¡Jmol,L'l de 

rianodina, 10 ¡JmotL'l RR 6 10 I-ImotL·1 RlJ3eo en un medio que contenla (en mmoLL,l): 100 

KCI, 20 Tris-malato, pH 6,8 Y 50 ¡.Jmol.L·1 de calcio. La entrada de calcio se inició, tras la 

adici6rl de 10 volúmenes de un medio que contenfa (en mmoLL-1): 100 KCI, 20 Tris-malato, 

5 Mg-ATP, 10 oxalato de sodio, 5 azida de sodio, 0" EGTA, 0.1 EDTA Y 20 jJmol.L" de 

4Sca lcio libre (.A.ct esp. 3,000 cpm.nmor1
) a 25' C. La captación de calcio en la VRS se midió 

por el método de filtración antes descrito, 

8.3 Salida de calcio de ras VSR. 

La liberación de calcio de VRS, se de1ennin6 de acuerdo con el método de Meissner y corso 

(135), favoreciendo pñ11ero la carga pasiva de calcio dentro de las VRS: 20 mg de prote!na 

se incubaron durante una hora en un medio que contenla (mmoI.L·I ): 5 <l.!iCaCI2 (2,OOO 

cpm.rmor
1
), 100 KCI, 10 Tris-malato, pH 6.8. La salida de calcio se indujo diluyendo 150 

veces con un medio iso-osmóüco sin marca radiactiva. Se tomaron alícuotas a diferentes 

tiempos y se filtraron rápidamente a través de un filtro con tamano de poro de 0.45 IJm y se 

lavaron con 3 mL de una solución que contenla 100 mmoLL·1 de KCI. La radiactividad 

retenida en las veslculas se determinó en un contador de centelleo. 

8.4 Competencia entra la unión de rianodlna y los complejos de rutenio en VRS. 

La unión especifica de rH}-rianodina se detenninó usando 50 lJ9 de protelna de VRS 'f 6 

nmotL·
1 

de rH]riaoodina (57 CLmmor' NEN, Boston, MA). Las VRS se ncubaron por 2 

horas a 25-C en 100 jJL de un medio estándar de incubación, que contenla (en mmoJ.L·\ 

600 KCI, 20 HEPES-K, 1 EGTA a pH 6.8, más sufICiente CaCI2 para alcanzar 100 nmotL·1, o 

100 ¡.moLL·1 de calcio libre, concentraciones que se uUlizaron para cerrar 6 abrir 

respectivamente los R'fR. La unión ¡nespeclflCa de rianodina se determinó con 20 IJmoJ.L·1 de 

rianodina. 

PROTOCOLOS UTILIZADOS EH El MODELO DE RATA COMPLETA (Modero in vivo). 

9. Inducclón de la reperfuslón In vivo. 

Las ratas se anestesiaron con pentobartlital (5Omg.Kg' l de peso corporal i.p.) 'f se les realizó 

una traqueotomla para proporcionar apoyo venUlatorio. Para el registro de ECG en derivación 

011, (polarlgrafo GRASS modelo 79 O) se conectaron a los animales 3 electrodos de 

superficie. La tensión arterial se registró mediante un transduc10f de presión conectado a la 

arteria femoral a través de una cánula heparinizada. Para producir la isquemia se realizó 

loracotcmla izquierda; el corazón se expuso y se ligó la arteria coronaria izqUierda cerca de 
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su origen. AJ minuto 5 de la oclusión, se cort61a ligadura para producir la reperfusi6n con una 

duración de 5 minutos. Para evaluar la actividad eléctrica del corazón se tomó registro del 

ECG y de la tensión arterial durante los últimos 20 segundos de cada minuto en la isquemia y 

en la reperfusi6n. Después de 10 minutos de iSQuemialreperfusión se obtuvieron muestras 

sanguíneas del ventriculo izquierdo. Se obtuvo el plasma para determinar la liberación de 

enzinas marcadoras de dal'kl tisular: CK y LDH cuya actividad se determinó por 

fotocolorimetrfa (136). 

Los niveles séricos basales se obtuvieron de ratas controles donde se srnuló el experimento 

(toracotomla sin isquemialreperfusión). 

9.1 Protocolos de reperfusl6n In vivo. 

Las ratas se dividieron en tres gnJpos: 1. Controles (simuladas), 2, No tratadas y 

reperlundidas (IIR) y 3. Tratadas con el inhibidO( y reperfundidas (I/R+ RU3eO) . El grupo 

control fue sometido a toracotomía, pero no al protocolo de isquemiaJ reperfusión, mientras 

que el grupo reperfundido se sometió al protocolo de isquemia! reperfusión. Al grupo tratado 

se le administraron 28 Jl9.kg"' de RU)6(l a través de la vena femoral, 30 minutos antes de la 

isquemia. La dosis elegida fue la mlnima a la que se observó un máxiTlo efecto protector. 

Para las detenninaciones de integridad mitocondfial se siguieron los mismos protocolos que 

para m itocondrias obtenidas de corazones aislados. 

La actividad de la aconitasa mitocondrial [EC. 4.2.1 .3J se detennin6 

espectrofotClTlétrica-nente, monitoreando la desaparición de cis·aconitato a 240 nm (t = 3.6 

mmoI.L"'.cm"') de acuerdo con eJ método descrito previamente por Hoerter y coIs. (137), en 

un medio estándar de reacción Gue contenla (mmol.L-'): 30 citrato de sodio, 50 Tris-Hel, 

0.6 MnClz; pH 7.4. Se utilizó la velocidad lineal para determinar la actividad enzimática. 

1-

Figura 12. Trazo caracteriStico de la actMdad de aconitasa rrWtocondriaJ. En la figura se observa la adMdad 

de mitocondlias cCtenidas de corazones UR (1R271O!'J05) y de COt"aZones IIR+RI..beo (IR+Ru36(27105105) . El 

SJq)GIimenlo reprtIS8IUtivo se realzó en un medío estándar a 25°C, pH 7.4. 
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METODOLOGÍA 

10. Cuanttfk.acl6n de RuMO circulants y unido al tejklo caf'CIlaco. 

A las ratas anestesiadas y bajo respirac46n asistida , se \es administró a través de la vena femoral 

la dosis protectora de Ru;,so. A diferentes tiempos se tomaron alfcuotas de sangre de la cavidad 

ventricular izquIerda y los corazones fueron removidos de la caja torc\xic.a. Las allcuotas de 

sangre :se almacenaron en tubos con vaclo QUe conlenlan 3.8% de citrato de sodio, para evitar la 

coagulación. lO! corazones fueron montados y peffundidos por 10 minutos en un sistema de 

Langerdorff' para quitartes la sangre; después los corazOOE!$ fueron liofilizados y digeridos usando 

HNo, supnlPUro, Hel y ~02 al 30% en la siguiente relación: 6:2: 1. La njsma mezda se utilizó 

para d;gerir la sangre. Por medio de espectroscopia de emisjón 6ptic:a-inductivamente acoplada a 

plasma (ICP-OES) se determinó el contenido de Memo (Simultaneus Optima 4300 OV, ?er1úrl 

Elmer er, US). Se prepararon estándares de rutenio (4-15 )lg .L" ) a partir de una solución 

primaria (1 mg .L'l PE Pure Peron Elmer). Las muestras fueron medidas a longitud de onda de 

240.272nm. En esta longitud no se detectó Interferencia en el espectro. Para cada grupo de 

muesb"as, en cada ocask)n se prepararon curvas de calibración y blancos. El conten)do de Ru)&O 

se cak:uJó con base en su peso m~1af (550.8 g.mor1
) . 

11 . EstadlsUcn. 

Los resultados se expresan como media t: error estándar. La significancla estadlstica (p:SO.05) se 

determinó por el analisis de variables discretas (ANOVA), usando et programa PRISM. 
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RESULTADOS 

VI.- RESULTADOS 

1. CORAZÓN AlSLAOO 

En esta parte del proyecto se evaluó el efedo protector del Ru3S(l en el daoo por reperfusión 

post-isquémiea en un modelo ele corazón aislado, midiendo la recuperación cardiaca durante 

la reperfustéln, Asimismo determinamos el efecto protector a nivel mitoeondrial analizando la 

integridad mitocondlial y el transporte de calcio. Adicionalmente se determirl61a cantidad del 

1D3Ru3llO a:soc:i3da a diversas fracciooes celulares en el6rgano aislado, as! como el transporte 

del calcio en RS en presencia de RUmo con el fin de establecer si este inhibidor podía 

interactuar con los sistemas de transporte de calcio en retrculo. 

El RUno preserva la función contnflctH y el trabajo cardiaco durante la reper'fusión. 

Diversos grupos han demostrado que los complejos de rutenio permean pobremente a través 

de las membranas celulares; incluso se ha sugerido que sólo penetran cuando hay dal"ios en 

la membrana plasmatica (138,139). Sin embargo, Matlib y cors., demostraron que el 103RlJ3so 

ingresa lentamente a las c~ulas miocárdicas intactas, se aclJ'Tlula en el citosol y puede 

inhibir ~ transpone de calcio mitocondrial ('26). Con el fin de detemlinar su efecto prote<:tof' 

en el dal"to por repeñusión, peñundimos durante 30 minutos este inhibidor en corazones 

aislados y posteriormente los sometinos a un protoc:oJo de URo El Ru,oo mostró un efe<:to 

protector dependierJte de la dosis (Figura 13). La re<:uperación máxima del trabajo cardiaco 

durante la repeñusión, fue de aproxinadamente 80% en oorazones tratados con 0.25, 0.5 Y 1 

¡.¡mol.L·1 de Ru,e;o. La administración de dosis mayores revirtió el efecto protector del 

inhibidor, posiblemente al alterar la función contractil del corazón, como se ha reportado para 

el RR (140). 

Para conocer más acerca def efecto de diversas concentraciones de este inhibidor, 

probarnos el efe<:to de concentraciones crecientes de Ru3eo) sobre la actividad contráctil de 

corazones controles. La tabla 1 muestra que las bajas concentraciones de RU3flO (0.1·5 

¡.uTlol.L-1
) mantienen los valores controles de presión inlraventricular y no altefan la 

conductividad ctel órgano, mientras que altas dosis (15·25 lJITloI.L·1
) disminuyen el desarrollo 

de la fuerza contráctil, elevando la tensión de reposo en Jos corazones controles. 

Con base en estos resultados, decidmos usar la mfnima concentración que ejerció un efecto 

protector a 106 30 minutos de repetfusión (Figura 13) y que además no tuvo efecto sobre el 

desarrollo de fuerza contráctil (250 nmoI.L-\ 

Al analizar la temporalidad del dar"io, encontramos que durante los primeros minutos de la 

repeñusi6n, 10$ corazones VR mostraron una disminución progresiva ~ trabajo cardiaco 

(Figura 14A). Después de 30 mWlutos de repeñusión sólo mantuvieron un 30% de su trabajo 

inieial En contraposidón, los corazones tratados con R~, paulatinamente aumentaron su 

contractilidaq durante la repertusión, hasta alcanzar el 85% de los valores controles. 
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Figura 13. Electo protectCl' contra el dafKI por repefflJsión de diferentes ooocentraciones de RuJeO. Los 

valores de trabajo cardiaco que se muestran corresponden al minuto 30 de la reperf\..$.ión. Para cada 

conoentración se perfu'\di6 el imibidOl d\Jrante 30 minutos, 8tI al menos tres ciferentes preparaciones de 

corazón aislado, ext8JllO 1~mol . L- ' ~-2. la balTa sombreada representa el trabajo cardiaco de corazones 

controles después de 60 mif)UÍOS de perfusión continua. 

Desarrollo de fuerza contráctit (mm Hg) 

Concentración de 

R_ 10 mInutos 20 minutos 30 minutos 
~ol.l·' ) 

O 93±5 92t7 93<6 
0,1 93±15 93:t10 97:1:18 

O.2S 9B±5 96±? 97<6 
O,S 97:t13 94:t12 93±14 
2 94<6 87±16 83t11 
S 9Ot14 79±14* 76±9' 
8 68.t15* 74±11· 68±12* 

Tabla 1. Efecto del RU3eo sobre al desarrollo de fuerza oontráctil en los corazones ~. El OeslWToI1o de 

fuena con\táctj fue de&lrminado a álferentes tiempos. Los valoras mostrados represetrtan la meaa :t ES de 

al menos 3 ~ diferentes. *P s 0.05 dif9(encia sstadística V$ corrt~ para cada tiempo 
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Se relacionaron las propiedades contráctiles y el consumo de oxigeno del coraz6n aslado, 

para evaluar la recuperación de Jos corazones tratados con el RU360 (Figura 148). El [ndice de 

eficiencia del metabolismo oxidativo en términos de la función contráctil, muestra el 

acoplamiento entre la respiración mitocondriaJ y ia contracción dei miocafdio (122) . 

Antes de la Isquemia, los cotaZones tratados con RU:Jso mostraron un ligero a~ento (no 

significativo estadlstieamente) en la eficiencia contráctil, en comparación con los corazones 

controles. Después de 20 minutos de repertusión, los corazones UR+RU;,eo mostraron una 

recuperación totar en este parámetro; por el contrario, tos corazones IIR mostraron un 

desacoplamiento entre la función contrac:til y el metabolismo oxidativo mitocondrial, resultado 

comparable con lo reportado por otros grupos (122,141). 

El Ru.., millltlene la Integridad mltocondrial durante la reperfusión. 

El d~lamiento energético obsefvado en los corazones UR, sugiere dai"io a nivel 

mitocondrial. por lo que se aislaron y caracterizaron las mitocondrias obtenidas de los 

ventrrculos de estos corazones y de los tratados con el inhibidor. Las actividades 

respiratorias de las mltocondrias aisladas se presetltan en la tabla 2. En el panel A se 

muestran las veloddades efe respiraciOn a concentradones bajas de caJeio (só{o el cabo 

contaminante del amortiguador). Las mitoc::ondrias obtenidas de corazones IIR, mostraron 

una disminución en la velocidad de respiración del 40% en presencia de ADP, en 

comparación con los valores obtenidos en las mitocondrias controles. La velocidad de 

respiración de las m itocondrias obtenidas de corazones repenundidos tratados previamente 

con Ru.,., no mostró diferencia con los valores observados en mitocondrias controles. La 

velocidad de respiraoon en estado 4 y ~ CR mostraron la misma tendencia, Indicando que el 

tratamiento con Ru., mantiene la integridad mitocoodrial después de la reperfusión. 

Con anterioridad se ha demostrado que las mitocondrias obtenidas de un tejido reperfundido 

son mas sensibles que las mitocondrias cont~ al desacoplamiento entre la fosforilación 

oxidativa y la respiración (142). En la misma tabla (panel B), se observa que al aumentar la 

concentlación de caJeio, las mitocondrias obteflidas de corazones controfes y de corazones 

IIR+RiJ360, mant1Jvieron un CR de 5.0±0.6 y 5.4±O.42 respectivamente. En contraste, en las 

mitocondrias de corazones IIR, se comprometió su habilidad para sintetizar ATP. pues 

mostraron un CR de 1.8±0.8. 
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FiglS8 14. Efecto protectof' del RlJ3tiO sobre !as funciones cardiacas de corazones reperfundidos. A) Curso 

temporal del efecto del RIJ)eo &Obre el trabajo cardiaco. (O) (&presenta 10$ vakJfes de corazones controles 

durante 10$ 90 minutos que duró el ~rimento; (.) representa valores de CD(azone:s reperfundidos por 30 

minutos después de 30 minutos de isquemia (IIR) y (4) rap«lSElf'rta lOs valo/'8$ de corazones perfundidos 

con 250IVnotL"' de RU3eo duran. 30 minutos y que después 58 sometieron al protocolo de isquemia­

repefusi6n. B) Efrcienc.ia COfItrácti 8fl lérmll"oO$ del metabolismo oxidati'o'O. Los slmb060s representan las 

mismas condiciones que anibiL Los valOl'8S repn¡sentan la media de al menos 20 axpermenlO$ diferentes 

para cada concici6n :t ES."Ps 0.05 vs COfltroL tps 0.05 YS IIR. 
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A 

Control 

IIR 

IIR+ RU360 

B 

Control 

Velocidades ele respiraci6n 

(nátomos O,min" ,rng" protelna) 

Estado 3 

373±21t 

224±12* 

362±16t 

427±32t 

151%14-

387±1S'"t 

Estado 4 

65±9t 

54±S· 

60>"1 

84>8 

81:1:9 

71:1:4* 

RESULTADOS 

CR 

5.9±O.85t 

4 .1%0.40" 

6.0til.89t 

5,Q:l:O.6t 

1.8%0.8'" 

5.4til.42t 

Tabla 2.. Actividad respQtoria de mitocondrias aisladas a partir de corazones controles, reperfundidos (VR) '1 

sometidos • IIR prevtamerde tratados con RI.btIo. La actividad respiratoria $8 determinó en un medio con 

baJ. concentnIcioneI de caJeJo (A) '1 en un medo auplomantado con 50 lJITIol,L-1 de calcio (B).Los valores 

rept'8$EIntan la 0'1II!KÜ ± ES de al menos 5 cDferentes e~rimentos, ·P:s; O,OS diferenda significativa vs control 

'i tps 0.05 YS UR. 

El RUMo evfta la apertura del poro de transición da la penneabllldad mitoeondrial, en 

corazones reperfundidos. 

Se ha propuesto que la apertura del poro de la trar'lSici6n de la penneabilidad mitocondrial es 

uno de los mecanismos para explicar el daoo irreversible en el corazón repemllldido 

(4,5,6,110). Por ello, determinamos la apertura de este poro no selectivo midiendo el 

gradiente eléctrico transmembranaJ en las mitocondrias de los tres protocolos experimentales 

(Figura 15, panel supefio(). En las mitoc:ondrias controles y en las obtenidas de tejido 

IJR+R~, el potencial transmembranaf se manbJvo después de la adición de 100 ¡Jmol.Lo1 de 

calcio: la depolartzaci6n transitoria indica el movinlento de calcio hacia la mabiz mitocondrial 

(Trazo A y e) . En contraste, en las mitocondrias obtenidas de corazones IJR esta 

concentración de calclo produjo una calda irreversible en el potencial transmembranal (Trazo 

B). El 6'f'm de las mitocondrias obtenidas de corazones controles y las obtenidas de 

corazones protegidos con RU3eO, fue sensible al desacoplante. La apertura del poro de la 

transición de la pooneabi!idad mitocondrial se caracteriZa también por la liberación de calt;k) 

y de otros rnetabolitos de la matriz mitocondrial. En el panel inferior de la figura 15, se 
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muestra que el calcio se acumula en las mitocondrias controles (trazo A) . En contraste, !as 

milocondrias aisladas de tejido IJR fueron incapaces de retener el calcio. corno consecuencia 

de la apertura del poro (trazo B). la liberación de calcio en mitocondrias de corazones [IR se 

inhibtO totalmente al agregar eSA. que es un potente inhibidor de la apertura d~ poro de 

transición (datos no mostrados) , Las mitocondrias obtenidas de corazones tratados con 

R~. no liberaron calcio, indicando que el poro permanece cerrado. Sin embargo, se 

observó una dismlnuciórl de la velocidad de entrada de calcio en estas mitocondrias, 

sug iriendo una Inhibición parcial en la actividad del uniportador de calcio. 

La perfusión de RUM(I Inhibe la entrada de calcio mltocondrfal . 

Para determinar la interacción del RuJllO y el uCam, medinos el transporte de calcio en 

mitoccmdrias obtenidas de corazones aislados, perfundiendo concentraciones crecientes de 

RlI3m. En la figura 16 se muestran k)s valores de velocidad inicial del transporte del cakio en 

mitocondrias obtentdas a partir de ventrlculos de corazones tratados con concentraciones 

crecientes del inhibidO/' del transporte de calcio mitocondrial. Se observó una inhibición en el 

transporte de calcio dependiente de la coocefltración del RU360. La perfusión con 250 nmol.L·1 

de RU360, disminuye en un 30% la velocidad inicial de transporte de calcio. Concentraciones 

superiores a 15 lJITlol.L' " inhiben prácticamente por completo la actividad del UCam. Estos 

datos sugieren que la concentración mlnima de perfusión que protege contra el daoo por 

repeffusión, bloquea parcialmente la attividad de este transportador. 

El RullO disminuye la sobrecarga de calcio mitocondrial en corazones reperfundidos. 

Los datos presentados a lo largo de este estudio sugieren que el Ru!l5O evita el daoo por 

reperfusión, evitando la sobrecarga de calcio mitocondrial. Para confinnat esta h4>ótesis 

medinos la concentración de calcio mitocondrial durante la reperlusión, previo tra1amiento 

con el RU3leQ. 

La primer estrategia que utilizamos para esti'nar la concentradón de calcio mitocondrial fue 

la medición de la actividad de pirwato deshidrogenasa activa (PDHa) en homogenizados de 

corazón después de los protocok>s de IIR. La POHa es activada por una fosfatasa sensible a 

calcio mitocondrial; esta aproximación liene la ventaja de que las muestras se congelan 

inmediatamente y se evita la inlerconversión de la enzima, además este ensayo no es 

sensible a la redistribución de calcio (Figura 17). 
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Figura 15. Efecto de la perfusión de Rll3eo $Obre la aper\lJra da! poro de transición de la penneabiidad 

mi1000ndrial en corazones 1lR. El panel superior muestra el potencial transmembranaJ de mitocondrias 

Obtenidas de cora.tOnes controles (Trazo Al, conlZOOM l1R (Trazo al 'J VR+RlQeo (Trazo e). Donde se indica 

se agregaron 2 mg de prnlelna mitocondriaJ (M), 100 IJmotL" de calcio o 0.2 IJmoI.L" de CCCP. El panel 

inferior mueslra el transporte del calcio en mitocoodtias obtenidas de corazones controles (Trazo Al, 

corazones !IR (Trazo Bl y IJR+Ru,eo (Trazo e). los r~ltados que se muestran SOfI representativos de al 

menos tres diferentes experimentos. 
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Figura 16, La perlu$i6fl del Rull50 inhibe la entrada de calcio mitocondriaJ en COlazOnes aistados, la 

Yeloc:iQad inicial de eMrada de calCio se determinó por medio de 4SCaCb: en mitoc:ondrias obtenidas de 

corazones controles pe1'fundidos con diferentes c:oneerrtIaciones de RU3eo. Los corazones fueron perfundldos 

durante 30 minutos con el medio KH adicionado con RUM:! 'i después $e lavaron 30 minutos con KH sin el 

inhibidof. Los datos reptesentan la media ± ES de al menos 3 djferentas e~rnentos. 
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Figura 17, Efecto del RLI)eo sobre la activación del complejo de la piruvato des.hidrogetla:s.a por calcio 

mitoconciial, La actividad de PDHa fue determinada en homogenizados de corazones aislados, midiendo la 

pcoduc:ción de NACH. Los valores representan la maciat ES de al menos 4 diferentes e~os . • P:s: 

0.05 'IS c:cubOles. 
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La actividad de PDHa aumentó tres veces en los corazones l/R, comparada con la actividad 

de los corazones contr~. los corazones tratados con Rli3&o mostraron una disminución en 

la actividad de PDHa de( 25% respecto a los niveles basales de la enzima en un corazón 

contro'. Los corazones tratados con el InhibidO( y sometidos al protocolo de I/R no mostraron 

difeIencias significativas en fa actividad de PDHa comparada con la de corazones controles. 

También se determinó de fonna directa la concentración de calcio libre mitOCOlldtial por 

medio de fIuorometrla. Esta técnica considera la posible redistribución de calcio durante el 

aisicmiento mitcx:ondriaJ. Ya que los principales sislemas de transpor1e de calcio en las 

mitocondrias de corazón son el uniportador de calcio mitocondriaJ y el intercambiador 

2Na~/Ca2+, la técnica se fundamenta en la jnhibición de los componentes anterionnente 

mencionados, adicionando a los medios de aislamiento RR y dittiazem. Posteriormente las 

mitoconclrias se cargaron con el fluor6foro FLUo-3AM y se determinó el calcio libre 

mitocondrial antes y después de La repertusi6n en corazones tratados con y sin el inhibidor 

(Figura 18). 

La concentración de calcio libre mitocondrial en corazones controles antes de la isquemia fue 

de 229±9 rmol.L·" y aumentó hasta alcanzar 354±14 nmoLL" después del protocolo de l/R. 

En contraste, las mitocondrias de los corazones tratados con RlJJl;o mantuvieron bajas 

concentraciones de calcio, i.e. 220±8 nmoI.L·' . En ias mitocondrias de corazones tratados 

con RlJ3eo, se obsetv6 una disminución significativa en la concentración de calcio, un 

resultado esperado suponiendo una inhiboon parcial del unipo[tador. 
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Figura 18. El RLbeo evita la sobrecarga da calcio durante la reperfuslón. El cak:io mitocoodrial se determinó 

en mitococ ldl ras aisladas de corazones IIR (. ) Y de corazones tratados con RUlISO l .a. ). Los datos p'esentaclos 

son la meda :t ES de ai menos 3 diferentes experimerltos:Ps 0.05 diferencia significativa vs corazones no 

tratados. tpsO.05 vs vaklres bas.ales (ames de la isquemia). 
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El aumef1to en el calcio libre mitocolldrial se comparó coo el contenido de calcio total. las 

mitocondrias de corazones controles contenlan 0.58%0.15 nmoles de calcio.mg de protelns" , 

después de 30 minutos de reperfusi6n el contenido de calcio aumentó signifICativamente 

(2.16tO.75 nmoles.mg"; PsO.05 n= 4). El calcio total en las mitocondrias obtenidas de 

corazones protegidos con el inhibidor !'lO cambi6 antes ni después de la reperlusión 

(0.7810.24 tmol.mg"; n= 4). 

El f03RuHO" asocia a diferentes fracelones celulares en el corazón aislado. 

Determinamos la asociación de I03RuJI&(I a diferentes fracciones celulares ~¡onadas con el 

movimiento de calcio en la célula . Sorprendentemente, la fracción microsomal, enriquecida 

principalmente con RS y sarcolema, unió el doble del inhibiclor que la fracción enriquecida 

con mitOOOfldrias (2.3:tO.6 pmol I03Ru)60..mg de prolelna" contra 1.2:tO.15 pmof I03RuJeO.mg 

de ploterns"; n=4). La pureza de las dos fracciones se detennin6 midiendo la actividad de 

enzinas marcadoras (Tabla 31 : [).glucosa 6 fosfato fosfohidro&asa EC[3.1.3.9) '1 5 '· 

ribonucle6tido fosfohidro\asa ECf 3.1.3.5) para la fracción microsornal y citocromo oxidasa 

ECf1 .9.3.1] para la mitocondrial. 

Encontramos 8% de la actividad total de Q.glucosa 6 fosfato fosfohidrolasa en la tracción 

mitocOlldriaJ '1 aJrededor del 7% de actividad de cftocromo oxidasa en la tracci6n microsomal 

Además, la actividad de S'-ribonucle6tido fosfohidrolasa (enzima marcadora de sarcolema) 

en la fracción microsomal, fue de 329.3:t42 ¡.rmol.mg·1.min"l. En la fracción mitocondrial sólo 

se enconlTó 6% de la actividad detectada en microsomas. la actividad de 5'·ribonucle6tido 

fosfohidrolasa en la fracción microsornal indica la presencia de sarcolema en esta 

prepasaci6n. 

El RUJIO no Inhibe el transporte del calcio en RS. 

La aparente contradicciÓll de nuestros datos de unión, con previos reportes en los que el 

RU)so no tiene efecto sobre movimientos de calcio en el retlculo, ni en el sarcolema, nos llevó 

a estudiar la naturaleza de la asociación del inhibidor con la fracción micl"osomal. La unión 

del I03Ru3eO en microsomas, podrfa representar afinidad por componentes del RS, como el 

RyR, 'la que se ha reportado que el RR es uno de los mas potentes inhibidores de la 

liberación de c:ak;io en RS (124). 

Como primera aproximación evaluamos el efecto del Rl13a::I sobre el sistema de entrada 

(SERCA) y el de salida (RyR) en VRS. El transporte de calcio en VRS se evaluó en 

presencia de rianodina, RR y RU3&O(Ftgura 19). La entrada de calcio dependiente de ATP en 

VRS (panel A) almentó a altas concentraciones de rianodina, debido a la inhibición del RyR. 

El RR aumentó en un 14% la captación de caJcio; sin embargo, 10 ¡.MT101.L·1 de RUwl no 
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ejerció ningún efecto, al compararlo con la captación de VRS controles , En la misma figura 

(panel B), se determinó el curso temporal de la liberación de calcio a través del RyR en 

presencia de rianodina, RR y RlJ:lao. la rianodina y el RR inhibieron parcialmente la liberación 

de calcio, sin embargo el RU360 no provocó ningún efecto. 

Enzima marcadora Fracción Fracción Fracción 

mitocondrial microsomal citosólica 

Citocromo oxidasa 

EC[1.9.3.1] 1482±376 108.5±46 34±16 

(nátomosO.min·' .mg-' ) 

D-glucosa 6 fosfato 

fosfohldrolasa 
2>0.8$ 25±7 5±3.5 

EC[3.1.3.9] 

(¡.rmol.min-1.mg") 

5'-ribonucle6tido 

fosfohldrolasa 
20.4±7.3 329±134 NO. 

EC[ 3.1.3.5] 

(nmol.min-1.mg-' ) 

Tabla 3. ActMdades de las enzimas marcadoras de mitOCOfldrias, RS '1 sarcolema en las cifefentes 

frac:ciones. Las actividades representan la media de a! menos 3 experimentos ± E,S, NO significa qua no se 

detsrmil'lÓ. 

Mediante ensayos de unión de atta afinidad de eH]rianodina (que se considera como 

indicador de estado de apertura del RyR), obtlNimos evidencia adicional pata apoyar la idea 

que el RLl3eo no afecta la actividad del RyR. la unión de rianodina al RyR (canal cerrado) fue 

mfnima en presencia de 100 nmol.l" de calcio libre y aumentó hasta un 92% al aumentar la 

concentración de calcio libre a 100 lJITlol.l" (canal abierto). En esta condición (canal abierto), 

probemos el efecto del RR Y RlJJ60 sobre la unión de la rHl,rianodina. la adiciórl de 10 

~ol.l" de RR disminuyó en un 86% la unión de rianodina, de acuerdo con reportes previos 

del grupo de Meissner (143). Concentraciones de hasta 10 ¡.rmol.l" de RU360, sólo 

disminuyeron la unión en un 7% (Figura 191, Panel C). 
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Figura 19, Efecto del RU3eQ sobre los movimientos de 45cak::io en VRS. El panel A muestra el efecto del RLQ80, 

RR Y de la rianodina fObfe la entrada de calcio en VRS. (El 100 de entrada de caldo COfT'8SP(:lnÓ8 a 29%3.5 

~ca2'. mg-l.5min·') El panel B muestra el porcentaje de retención de calcio en VRS precargadas con 

45Ca~ e incubadas en pre.sencja de 300 IJ.moI.L·' de rianodina (e); 10 ¡.¡mol,l " de RR ( 'Y); 10 ¡unoI.L"' de 

RU3eo (4) Y sin inhbldores (e). El 100% de la ratención se obtwo para cada cond..icl6n en un medio con 

5mmotl" de calckI. Los .... alores máximos de retención fueron normalizados para cada grupo. El panel e 

muestra la unión de r:f)rianodina y e( efecto de 10$ i'lhibidore:s. El 100% representa al canal abierto (395 

fmol [3~.,ocina,mg·' de VRS). Los valores repteSentan el promedio de 4 experimerltos .t ES. ·~ 0.05 vs 

control o RyR 8bierto. 
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El protocolo de oclusión en las ratas IIR produjo un 92% de frecuencia en la aparición de la 

FV, En contraste, el tratamiento con diversas dosis de RuleO. gradualmente disminuyó su 

incidencia. La administración de 14-28 IJg.Kg-1 de RU380 hizo que la FV no se observara en 

estas ratas (Figura 21 panel A). El RR provocó una disminución en la incidencia de la FV sólo 

en altas concentraciones (3mg,Kg-1
); sin embargo el RRFen, no produjo un efecto dosis 

dependiente sobre la disminl.JC.jón de FV (Panel A). 

PO( otro lado, el RU360 indujo un efecto dosis-respuesta disminuyendo la Fe durante la 

reperfusi6n; la dosis de 28 1l9.Kg·\ disminuyó la Fe hasta que esta alcanzó el mmo sinusar, 

al tercer minuto de la reperfusión. El RR disminuyó de manera signifICativa la Fe en ratas 

tratadas con 0.4 y 3mg. Kg-" pero a ninguna de estas dosis se logró disminuirla hasta el 

rftmo sinusa!. El análogo con sUbstituyentes de fenantrolina, a ninguna concentración redujo 

signifICativamente la Fe. Con base en estos resultados, se utilizó la dosis de 28 J.Lg. Kg-' en 

los siguientes experimentos de protección (IJR+ RuJeO) . 

En la figura 22, se muestra un curso temporal de la FC y la tensión arterial en las ratas 

controles, IIR y UR+ RlJ36Q. En las ratas IIR los valores de tensión arterial disminuyeron cerca 

de un 75% durante la reperfusi6n, mientras que en las ratas IJR+RuJeO la tensión arterial se 

manbJvo constante (panel Bl. En las ratas UR, el aLmento en la FC correlacionó con una 

disminución en la tensión artefial, indicando que la reperlusión induce disfunciones 

hemodinámicas. 

Durante la reperfusión, los trasto~os de repofarización ventricular fueron evidentes, y desde 

los prineros segundos de reperfusión se observó ia aparición de taquianitmias. En la figura 

23 se muestra el anál~is de las arritmias ventriculares post·teperfusión en las ratas IIR y las 

IIR+R~ (panel A). Este análisis considera las TV Y las FV que fueron caractetiz:adas según 

los criterios de la convención de Lanbeth (145a). Como se ceselVa, los corazones de ratas 

IIR presentaron TV y FV durante prácticamente todo ef periodo de análisis; en comparación, 

las ratas tratadas con el inhibidor no presentaron este tipo de anomallas eléctricas a partir del 

cuarto minuto de teperlusi6n. Completando el análisis de arritmias, en el panel B se presenta 

la frecuencia de latidos sinusaJes poi" minuto de [os corazones de ratas IIR y de ratas tratadas 

con el inhibidor. Encontramos que las ratas IIR+Ru3&O se recuperan desde e4 primer minuto de 

reperfusión y sus corazones mantienen latidos simlSales el 80% del tiempo de análisis, 

porcenta;e que aumenta hasta el 95% en el minuto cinco de la reperfusión. 

El experimento mostrado en la Figura 24 se nevó a cabo con objeto de explorar el daño 

tisular producido por la reperfusi6n, midiendo la liberación de las enzimas CK y LDH en el 

suero de las ratas. Encontranos que la actividad de CK en las ratas UR aumentó 5.5 veces, 

comparada con la actividad de los sueros de las ratas controles (sometidas a toracotomla, 

pero no al protocolo de UR). La actividad de CK en el suero de ratas IIR+Ru360 sólo aumentó 

2.3 veces. Los niveles de LOH fueron similares a los observados para la CK Los resultados 
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presentados indican que el RU3E(l, también protege contra el dar'lo por reperfusión en un 

modelo de rata entera. 
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FigLI'a 24. El RU;)eQd.isminuye el dal'lo tis4Jlar genef"3do por la reperfusión. Se muestra la ac:tividad de CK (en 

"&gro) y la LDH (en blanco) detesmlnao. en IUOf'OS de ratas. tpSO.05 VI ratas 1fR. ·PSO.05 .... ralls 
conlrM!$ (simuladas). 

El Ru,.o mantiene la integridad mltoeondrial después de oclusión de la arteria 

coronarfa izquierda. 

Con el objetivo de verifICar si en este modelo más fisiológico, el inhibidor también tiene como 

blanco el transporte de c:aJcio mitocondrial, exploramos la func1ón mitocondrial. En la tabla 4 

se presentan las actividades respiratorias de mitccondrias aisladas a partir del ventriculo 

izquierdo de ratas sometidas a repertusión. En las mitocondrias de corazones I/R, la 

velocidad de conSLmO de oxigeno en presencS de ADP (estado 3), diminuy6 45 % respecto 

a la de mitocondrias controles. Las mitocondrias obtenidas de un ventriculo protegido COlltra 

~ daño por reperfusión con RlJ3t¡o, no mostraron diferencia en las vefocidades respiratorias 

comparadas con las mitocondrias controles. 

la relación ADP/O en mitocondrias de corazones IJR disminuyó signifICativamente, asf como 

ef acoplamiento entre la fosforilación oxidativa y la respiración . El CR en la mitocondrias de 

un corazón IIR+RU3llO, no mostró difefencia significativa comparada con las mitocondrias 

controles. 
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RESULTADOS 

la disminución en el Indice ADPIO observado en las mitocondrias de los corazones VR 

puede explicarse en ténninos de la incapacidad para mantener el f),qI, y por ello lo medmos 

en las mitocondrtas de cada grupo. Cano se esperaba las mitocondrias UR mostraron un 

potencial de membrana menor que el de mitocondrias controles o el de obtenidas de los 

corazones IJR+RlJ3eQ. La adición de calcio en las mitocondrias VR y las UR+Ru360 induce una 

despo&arización transitoria indicando que el cateio es transportado a la matriz, en 

contraposición en las mitocondrias IIR la admn de calcio promueve un caída irreversible en 

el potencial de membrana (Figura 25, panel A). 

Por otro lado, está bien caracterizado en el modelo de isquemia-reperfusi6n que el estrés 

oxidativo incide sobre la integridad mitocondriaJ, pues la producción de ERO puede afectar 

importantes actividades enzimáticas. Por ello medimos la actividad de la aconitasa 

mitocondrial, que es un buen marcador de este da no. La actividad de aconitasa es 

inversamente proporcional a la cantidad de '02 producido durante el estrés oxidativo. En las 

mitocondrias de corazones IIR, la actividad de aconitasa disminuy6 35%; mientras que la 

actividad de aconitasa se protegió del estrés oxidativo en la mitocondrias de los corazones 

tratados con RU)6I) (panel B). 

Control IIR I/R+RU)6(l 

Es'-3 372±34t 205±18" 358±45t 
(nátomos O· mino' .mg-') 

Estado 4 61±13 48±8 S3t1S 

(nátomos O· min-' .mg·') 

AOP/O 1.32±O.4t O.73±O.3" 1.4±O.5t 

Re 6.0±0.8t 3.5±O.S" 5.6±O.7t 

Tabla 4. Actividades respifatorias de las mitocooQ-jas aisladas a partir de los corazones de ratas Simuladas 

(controles), no tratadas (VR) y sometidas a IIR previamente tratadas con RIJ:!eo. Los valofes representan la 

media :1: SE Ckt al menos 6 diferentes experrnemos. 'P::; 0.05 diferencia sigrVficativa Y$ control (smuladas). 

tf's 0.05 YS lIR. 
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El Ru,MO inhibe la entrada de calcio mitocondrial en corazones de ratas sometidas al 

protocolo de UR. 

Para detenninar si el RlJJeo, puede modular el sistema de transporte de calcio mitocondrial en 

este modelo; comparamos la actividad de transporte de calcio en las mitcx:ondrias de los 

corazones controles, IIR e IIR+Rll36o (Figura 26). 

La velocidad inicial (antes de 40 segundos) de transporte de calcio en las mitocondlias 

obtenidas de corazones controles y de corazones reperfundidos (UR) fueron iguaJes. Esto 

refleja la atta afinidad y eficiencia del UCam para transportar cacio. En las mitocondrias 

obtenidas de un corazón tratado con Ru3eO, se obsetvó una disminución cercana al 25% en la 

veloc1dad inicial de transporte de calcio, sugiriendo nuevamente una reducción parca! de la 

actividad ~ uniportador (Panel A). Esta diferencia fue signifICativa durante los primeros 

segundos de transporte, ccmo se puede observar en el anális4s estadistico de la velocidad 

inicial eSe transporte (Panel B). 

A medida que se acumula el cak::io, la cinética que siguen los tres tipos mitocondriales 

cambia (Panel C); las mrtocondlias de 10$ COfaZOIles reperfundidos (IIR) pierden la capacidad 

para aCLmular calcio dentro de la matriz. mitocondrial. 

Las mitocondlias obtenidas de un coraz6n IIR+Ru360, a pesar de describir una cinética de 

entrada de calcio más lenta, fueron capaces de retener el calcio en la mitocondria.En e{ panel 

O de esta misma figura se muestra el efecto de la adición in vitro de la eSA sobre el 

transporte del calcio de las mitocondrias de los corazones IIR. En esta condición, la 

liberación de calcio se evtt6 por la adición del inhibidor más clásico de PTPm, alcanzando 

cerca del 60% del transporte de las mitocondrias controles. 

El RuMO se acumula en el tejido cardiaco. 

La cantidad de RUl&) en la sangre y en el tejido cardiaco se cuantifICó, después de 4 y de 30 

minutos de su aaninistracioo. En la sangre, el contenido de R~ después de 4 minutos fue 

de 0.41:0.03 I-1g.mL"(n=4). Esta concentración disminuyó después de 26 minutos a 

0.32±O.01 (n=5), indicando su unión con diversos sitios. En el tejido cardiaco a los 4 minutos 

de su administración, la cantidad de RU3e(l no fue detectable; sin embargo, después de 30 

minutos, ~ contenido de RIJ.36() aumentó a 1:0.35 1-19 .9 de tejido seco". Después de liofilizar y 

llevar a peso constante ~ tejido cardiaco se determinó que para completar un gramo de 

tejido seco se necesitaban cefCa de 4 corazones (con un peso hi.6nedo de 1.1:i:0.2g cada 

uno). A partir de esta relación, se calculó Que el contenido de RU36IJ es de cerca de 0.25 1-19 

por corazón. De acuerdo con los reportes de contenido y distribuci6n de proteinas en las 

células miocárdicas (837mg de proteina.g de tejido seco" ) (146), calculamos una 

concenlTaci6n de 2.110.45 pmof RUlel> mg" de proterna de tejido mioc:áfdico. 
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Figura 25. En el panel A se muestra el potencial transmemtnnal de mocondrias aiSladas a partir de 

corazones de ratas controMt:s, lIR Y sometldas 8 IIR previamente tratadas con RlI3eo. El 100% representa las 

unidades arbitrarias de flL.lOfascencia para las mttocondrias con1rolM. El paf)8/ 8 muestra la actividad de 

aconitasa para los mismos ~ de mitocoodrias. los valores representan la media ± SE de al menos 4 

diferentes 9xpermentOS. ·Ps 0.05 diferencia significativa vs control. tp:s; 0.05 vs IIR. 
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Figura 26. Efecto dal RiJ3IIo sobre ellTansporte de calcio en mitocondrias aisladas a partir de C04'aZOneS de 

ratas control .. , I/R a IIR+RI.I:Joo, En el panel A 58 mUHtta la V&IoOdad inidal de transporte. \..J)$ sfmboJos 

abiertos (a ) representan los valoteS de ratas contl~, ( A ) representa a las mltocondrias de ratas IIR, (_) las 

mitocondria$ de corazón de ratas IIR+RLIJIo. En el panel B se muestra el estadlstico que compara las 

velocidades iI'IlciakIs de transporte. El panel e muestra el curso temporal (15-600 seg) de la ~ de 

caldo, los Ifmbolos representan lo mismo que en el panel A. El panel O muestra el efecto de la adic:i6n (in 

omro) da 1 }.IJT\OI. L-' de CSA sobre el tr8rlSpOl1e de caldo da las mitoc::ondrias UR. (. ) Representa los valof8'S 

de transporte de las mitocondrias de r.Jtas I/R Y los simbo/os abiertos en Pf85encia de CSA (lIo). Los valores 

rept8Semn la meda.t se de 8' menos 5 d~ea experJ-nentos. 'Ps 0.05 diferencia significativa vs control 

1?S 0,05 V'5 tlR. 
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DISCUSIÓN 

VII.- DISCUSiÓN 

Principalmente en modelos an imales se ha demostrado que la reperfusión miocárdica puede 

generar un dano irreversible al corazón, que se manifte.sta por una marcada conb'adura. 

disminución en la presión inltaventricutar, un aumento de la resistencia vascula1, en la 

Incidencia de FV y en un importante desaooplérnlento entre el trabajo cardiaco y ~ consumo 

de oxigeno (117,122 ,147). Sin embargo, existe un gran controver.;ia en CtJanto al daJ\o que 

ocurre en el miocardto humano en ~aciones cllnicas en las Que se generan periodos 

transitorios de IJR como la angina inestable. el vasoespasmo coronario y la angioplastla, ya 

que en muchas ocasiones no se ha encontrado una asociación directa entre estos 

acontecimientos y la muerte de tejido miocárdico (149). Adicionalmente, algunos estudios 

cl fnicos multinacionales han demostrado que las terapias para evitar el dano por reperfusión 

no representan un beneficio signifICativo en todos los casos (149,150). Por ouo Lado, diversos 

grupos sostienen que en cuanto se aumenta la duración y severidad de la isquemia, 

aumenta la cantidad de células miocárdicas que sufren este d~o, y que esta condición 

predispone al miocardio a un especlTo de patologlas asociadas a la reperfusi6n (151 ,152). 

Con la intención de evitar este dallo, se han utilizado diversos tratamientos cllnicos 

experimentales. Algunos estudios han demostrado que los tarrnacos que en modelos 

animales lWnitan el dano por reperfusfón, como la aclenosina, los inhibidores del 

intercambiador Na·/H+. \os activadores de canales de potasio sensibies a ATP y los 

antagonistas del calcio son benéficos para el miocardio humano infartado, cuando se 

administran durante la reperfuslón (153,154,155). 

la pérdida del balance en la haneostasls de calcio durante la reperfusión , está asociada 

principarnente a su liberación de receptáculos end6genos como el RS (156). Se ha 

espewlado que la transmisión de senales de calcio entre ~ retfculo er.doptásrnico y la 

mitocondria, opera a través de interacciones estables de ambos organeJos, y que la 

mitocondria act6T1ula ~ calcio que proviene del RyR o del receptor de IP3 (157) . La evidencia 

que sostiene esta hipótesis es e l análisis de imttgenes confocales, en donde se ha observado 

la existencia de 'OOt spots· 6 dominios de alta concentraci6n de calcio en la cercania de la 

mitocondria (158), esta cercanla estructural es importante, ya que la irreversibilidad det dal'lo 

se asocia a la sobrecarga de calcio mitocondriaJ. En este sentido, el RR que es el inhibidor 

más clásico de la entrada de calcio a la mitocondria, se ha usado para reducir el dar"io por IIR 

en el coraz6n. Sin embargo, se sabe qlJe el tratam iento con este compuesto produce 

diferentes efectos scbre la función cardiaca que dependen del tiempo y de la dosis. 

probablemente det»do a su interacción con múltiples sitios en las células m iocárdicas, 

principainente con el RyR. Al respecto se ha demostrado que altas dosis de RR producen en 

el corazón contractura persistente (140). 
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En este trabajo se muestra que en el órgano aislado, la perfusión de RU3&o de O.1nmotL·1-

5)l1Tl04.L·1 no genera efectos sobre el desarrollo de fuerza contráctil, lo que indica que este 

inhibidor llO controla los flujos de calcio cttos61icos. Los datos aquí presentados confirman 

reportes recientes que indican que ~ RU3s0 interactúa especfficamente con la mitoccmdria 

(126), ya que este inhibidor fue incapaz de inhibir la entrada o salida de calcio en VRS. Sin 

embargo, encontramos que el compuesto se une de manera mportante a la fracción 

mictosomaJ, que contiene también membranas de sarcolema. Al respecto, Matlib y coIs, al 

medir la entrada de l~lJ3eo a cardiomiocttos aislados, encontJaron una acumulación bifasi::a 

dependiente ciel tiempo (1'26). la fase rápida se asoció a la unión con la superficie celular, 

mientras que la fase lenta se interpretó como el resultado de la acumulaciÓfl intracelular. La 

bien doclmentada afl1lidad de algunos complejos de rutenio por los proteoglicanos, podrla 

explicar la asociación del 1D3Ru3&(l a la fracción microsomal. Apoyando este resultado, 

observaciones de nuestro laboratorio indican que tanto el RR como el RUxI interactúan con 

residuos glicosldicos en el UCam (67). 

La idea de que la acumulación de calcio en la mrtocoodria es un condicionante de la 

disfunción mitocondrial está ampliamente doeLmentada, especiamente cuando se acompal"la 

de otra fuente de estrés como ~ oxidatNo. En este trabajo se observa que durante la 

reperfusi6n, la sobrecarga de calcio sensibiliza a las mitocondrias de los corazones VR para 

la apertura de PTPm, en contraste con las mitocondrias de los corazones tratados con Ru,eo. 

Aunque durante la repetiusión se establecen las condiciones para la apertura del PTPm, se 

ha cuestionado su relevancia como mediador del daño, debido a que la CSA (el más clásico 

inhibidor de la apertura del PTPm) contrarianente a lo esperado, es incapaz de prevenir la 

entrada de FH1DOG-P a la mitocondria durante la reperfusión. Este compuesto no 

metabolizable se ha utilizado cerno marcador de la apertura del PTPm (107). Otros reportes 

indican que la CSA sólo tiene efecto protector sobre el dal"io por reperfusión cuando se utiliza 

a altas concentraciones, y que su efecto es Imitado (111). En este contexto, un hallazgo 

importante es que la CSA no es especifica para ~ PTPm, pues inhibe también a la 

calcineurina, que tiene un papel mportante en la modulación de las seIIales de muerte 

celular (159). Por ello, se siguen buscando moléculas especificas para inhibir la apertura del 

PTPm. Al respecto, se ha demostrado que los análogos de la CSA como la n-Me-Val4-

ciclosporina (109,113) o el inmunosupresor SFA. inhiben la apertura del PTPm in vitro sin 

inhibir a la caleineurina (112); sin embargo, existen reportes que muestran que ningún 

inhibidor de la apertura det poro puede evitar la TPm cuando la mitocondria es expuesta a un 

estimulo suficientemente fuerte (27,118). En la repeffusión, la sobrecarga de caJeio 

mitoeondrial, el agotamiento de nucleótidos de adenosina, el aumento en la concentraci6n de 

Pi y el estrés oxidativo puede generan un escenario que favorece la apertura del PTPm. 

Se ha sugerido que uno de los mecanismos de cardioprotección en el PCI , se relaciona con 

la inhibición indirecta de la apertura del PTPm, disminuyendo la sobrecarga de calcio 
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mitocondrial (160) , Nuestros resultados apoyan dicha propuesta, por la demostración directa 

de que el UCam se encuentra parcialmente inhibido por la perfusión de Ru,eo, ya que la 

[Ca2ln libre en los corazones IIR+RiJ360 después de 30 minutos de reperfusión fue 

comparable a la [Ca2Jm de corazones contr~. Es interesante hacer notar que las 

mitocondrias de corazones pretratados con RiJ360 antes de la isquemia, mostraron una 

[Ca2jm menor que las controles, estos datos confinnan que a pesar de no haber altas 

[Ca21c. eJ RuleO se une a su blanco moleculal": el UCam. 

Una observación interesante en este trabajo, es que el RlJ360 protege contra el daoo por 

reperfusión, bloqueando ·parcialmente" la sobrecarga de cabo en la mitocondris. Podemos 

explicar este fenómeno con base en los datos de otros grupos que han identificado dos 

poblaciones de mitocondrias que son bioqurmica y funcionalmente diferentes en el tejido 

mioc:árdico: Las mitocondrias SlJbsarcolemales (mSL), que se localizan proxmas a la 

membrana plasmática y las mitocondrias interfbilares (mlF) que se encuentran entre las 

miofibrilfas. Se ha reportado que estas dos poblaciones se afectan diferencialmente en la 

cardiomiopatfa isquémica (161), El mayor dar'\o suele ocurrir en las mSL como consecuencia 

de su localización en el cardiomioc:ito, además de su inherente susceptibilidad al calcio, En 

estas mitocondrias el daflo postisquémico es más rápido y severo que en las mlF, la 

liberación de citocromo c y la pérdida de actividad de la citocromo oxidasa también es mayor 

(162). Pero sobre todo, las mSL tienen una capacidad menor para retooer el calcio en la 

matriz, comparadas con las mlF (163). Estos datos nos permiten especular que el UCam de 

esta población mitoc:ondrial pudiera ser el blanco donde se COnce(lb'a el inhibidor debido a su 

accesibilidad. En este contexto, proteger a la población más susceptible bastaría para 

mantener la integridad de las células miocárdicas durante la reperfusión . 

En resumen, la prinera parte de este estudio muestra que la acumulación masiva de calcio 

en la mitocondria condiciona la irreversibilidad del dano en los corazones reperfundidos y se 

traduce en despolarización de la membrana, hinchamiento mitocondrial, disminución de la 

slntesis deATP y apertura del PTPm. El mecanesmo a través ~ cual el RU3((l protege contra 

este dano, es la reducción de la concentración de calcio mitocondrial, inhibiendo 

parcialmente el UCam. 

En la segunda parte de este estudio evaluamos el efecto protector y el potencial 

farmacológico del inhibidor RlJ3eo en un modelo de rata entera, que nos ofrece condickmes 

más fisiológicas que las del modelo de órgano aislado y en el que las implicaciones de 

protección pueden ser más cercanas a las del dar'\o por reperlusi6n en la clínica. En este 

m()dek), analizando la recuperación fullCiOtlaJ del corazón y midiendo marcadores de dano 

tisular encontramos que el tratamiento con RU360 también reduce el dar"lo post-isqlJémico. En 

esta parte del trabajo comparamos el efecto del RUm con otros inhibidores del UCam: el RR 

y el RRFen. El prmero, de acuerdo con los trabajos de otros grupos, muestra un efecto 

protector a ~centraciones altas, dtsminuyendo la incidencia de arritmias , El RRFen se 

S6 



DISCUSIÓN 

eligió para esta comparación por sus propiedades hidrof6bicas. Sin embargo. no mostró un 

efecto dosis-fespuesta sctlre la protección del corazón posiblemente debido a $U 

¡nespecificidad y baja potencia, ya que su Ki para el UCéITl es al menos 450 veces mayor 

que la del RlJ3&o (164). En la literatura, se han utilizado otras drogas como el diazóxido y RR 

como moduladores ~ contenido de calcio en la mttocondna. El diaz6xido abre canales de ~ 

dependientes de ATP en la mitocondrta, y ejerce una impresionante recuperación durante la 

reperfusión euando se usa a bajas concerltraciones (30-100 jJ11lol.L·1
) (165,166). Sin 

embargo, este canpuesto protege parelamente a concentraciones superiores a 625 jJ11l0I.L·1 

en modelos de animal entero (167)*, El RR también ejerce protección en corazones aislados 

de 0.025-3 lJIllol.Lo1 (131,168), pero en modelos de rata entera las dosis protectoras son 

superiores a 30 jJ11l0I.L-1 (169)*, A estas concentraciones, ambos compuestos han mostrado 

efectos colaterales, no sólo en el corazón sino también en otros órganos (170,171,172). 

Comparativamente en este trabajo se demuestra que en un modelo in VIVO, el RlJ3eo a una 

concentración cerca de 1.4 jJJTlol.L-' protege al corazón durante la reperfusi6n·. 

Las ERO juegan también un papel muy impof1:ante en el dano por reperfusión y aunque, el 

mecanismo exacto por el cual la sobrecarga de calcio induce la producción de ERO no está 

claro, hallazgos recientes sugieren que esta acompal"ia la generación de ERO (173,174). 

Nuestros resultados confirman esta idea, dado que las mitocondrias UR muestran una 

disminución en la actividad de aconitasa mitocondrial que se ha utilizado como indicador 

mitocondrial del estrés oxidativo. En este trabajo encontramos que el tratamiento con Ru. 

evita la Inactivac:i6n de la aeonltasa, indicando que la acumulación de calcio aumenta la 

producción de ERO: dicho efecto se h. reportado por otros grupos usando RR (175,176). La 

actiVidad atrapadora de radicales libres del RU3eO se exploró determinando la cantidad de 

especies reactivas de la reacción del acido tiobarbitúrico (TBARS por su siglas en inglés) en 

un slstema de generación mitocondrial de estrés oxicfativo (datos no mostrados). 

ObseMmos que altas concentraciones de RU)e() no disminuyen la lipoperoxidaci6n de 

membranas, ¡:lO( lo que conclumos que el Ru)&) no tiene propiedades antioxidantes. Sin 

embargo, una posible explicación es que el calcio induce depolarización de la membrana 

mitocondrial, aumentando la producción de ERO; otra posibilidad es que el caldo se una a 

las moléculas de cardiolipina contribuyendo a la inhibición de la respiración mitocondrial a 

través de la disminución en la actividad de la cltrocromo oxidasa, y esto a su vez aumente la 

producción de ERO. 

En conclusión, esta parte del trabajo demuestra que el RIJ3eo al.l11enta la recuperación 

funcional de los corazones sometidos a IJR, manteniendo la integridad mitocondriaJ cuando 

este compuesto es administrado en una rata entera. El mecanismo por el cual este 

compuesto evita el darío involucra la inhibición parcial del transporte de calcio mitocondrial. 

La alta afinidad 'i especificidad del RlIJE;o por el UCam hace de este compuesto una droga 

promisoria para ser utilizada en la terapia durante la repertusión. Ademas, es indispensabie 
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la purtfteaci6n y caracterización de este transportador de calcio mitocoodrial, pues disminuir 

fa expresión de esta protelna ser~ otra aproximación para evitar ~ daño por repeñusión , 

Recientemente, en una revisión sobre ~ metabolismo energético del corazón, se enfatizó la 

relevallCia del UCcm, como regulador de la (Ca21m, y por tanto del metabolismo energético 

mftocondrial (1n) . En ese trabajo se sugiere que un knockout de este transportador serIa 

muy útil para dilucidar el papel del calcio mi1ocondrial en la homeoslasis metabólica. Sin 

embargo, la aproxmación actual más realista es el uso de inhibidores especiflcos para esta 

protelna. Al respecto, nuestro estudio demuestra que el RU380, puede regular la actividad del 

UCam y por lo tanto puede ser utilizado como herramienta para estudiar el papel que tiene la 

[Ca21m en la homeostasis energética en el corazón in vivo. 
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VlII.- CONCLUSIONES 

En este trabajo demostramos que el R~ inhibidor del UCem, puede recuperar la función 

cardiaca en un modelo patológico de dano por estrés oxidativo y sobrecarga de calcio. La 

recuperación total de las propiedades rttmicas, el acoplamiento entre el metabolismo 

oxidativo y el trabajo cardiaco y la disminución en el dar.o tisular demuestran el efecto 

protector de dicho canplejo . 

La afinidad de este inhibidor por el UCam in vitra, nos hace concluir que el mecanismo de 

protección, tanto en el modelo de corazón aislado como en el de rata entera es a través de 

su asociación con este transportador. La base de esta afllmación es que después de la 

reperfusión, la mitocondria fue capaz de mantener su integridad membranal y su capacidad 

fosforilante por efecto del RlJ3eo, además determinamos que la inhibición parcial del 

un lponador. disminuyó los niveles de calcio en la matriz:, con to que se evitó la apertura del 

poro de transición mitocondrial, al evitar la sobrecarga de calcio. 

En este trabajo, también demostr~os que en sistemas complejos como el corazón aislado 

y la rata entera, el RU3e(I es capaz de modular la acti .... idad del uniportador de calcio in snu. 

Nuestros resultados, descartan la participación de los transportadores de calcio de retlculo 

sarcoplásmioo en el mecanismo de protección del RlJ3$o. 
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VII.·PERSPECnv AS 

A lo largo ele este trabajo se han mostrado los beneficios que genera la inhibición del UCam, al 

evitar la sobrecarga de calcio mltocondrial durante la reperfusión . También seria Interesante 

conocer las consecuencias de la inhibición de este transportador milocondrial sobre la fisiologla y 

metabolismo del corazón nonnóxlco. 

Ya que diversos modelos de control del metabolismo energético, proponen que en el corazón el 

calcio clt6solieo regula, tanto su utilización como la producción (Figura 27), interesarfa conocer las 

consecuencias metabólicas que generarfa la inhibición del transporte del calcio mitocondrial. 

utilizando e{ RUlSO. 

ATP, ADP, Pi 
( ) 

calcio 

c' ctto.i;óIlCQ - .,.-

Figura 27, Relación entre el trabajo ~iaco y el metaboHsmo mitocondriaL En eskt modelo $.El plantea que 

el caJc:io cltO$Ólieo puede modular de forma paralela ellfabajo C81diaco, a través del oonaumo de ATP por 

medio de ATPas. como la SERCA o la ATPasa deo la miosina y a su vez activar diferentes procesos 

metabólicos en la mItocondria, que incJtJyen a las deshidrogenasas del ciclo de 10$ ácidos bicarboxl licos, la 

F1FO-ATP sinteta:sa y el translocadof de adenln nucJeótidos. Como se observa en la figura, la relación entre 

el trabajo y el metabolismo es sostenida pcIf la concentración de metaboIitos energéticos, proporcionados 

casi exclus.ivarnente pcIf la mitocondria. 

Al respedo, realizamos algunos experimentos preliminares. Encontramos que la perfusión de 

concentraciones crecientes de RU)so en corazones norm6xicos, disminuyó gradualmente el 

consumo de oxigeno (respiración mitocondrial) y consecuentemente el trabajo cardiaco (Figura 

28). A bajas concentraciones, la relación entre el metabolismo y el trabajo cardiaco fue üneal, lo 

que indica que la inhibición parcia.! de eS1e transportador altera proporcionalmente ambos 

parámetros. Sin embargo, a concentraciones allas «5 )J.1T'IOI.L-1) , se perdió la linealidad; este 

efecto puede deberse a la asociación inespeclfica del inhibido( con otras proternas. 
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Figura 28, Efecto del RU:)eo sobre la relación entre el metabo~smo energético '1 el trabajo cardiaco. El panel A 

muestra el efecto de conoantIaclones creclent_ del RIJ3eo sobre el consumo de oxrgeno (resp.itaci6n 

mitocondrial), El panel B muestra el efecto sobre el trabajo catdiaco. El panel e muestra la relación 

porcentual nonnaItz:ada entre estas dos variables. Las diferentes concentraciones de Rll3eo se perlundieron 

en oorazonelS n.onn6xic:os por 30 minutos antas de determinar las variables. Los valores representan la 

media :t ES de al menos 3 diferentes expermemos. 

Algunos grupos han reportado que la activaci6n del metabolismo mitocondrial en el corazón es 

relevante durante la sobrecarga de trabajo, como la que genera la estimulación hom'lonal (52): por 

ello en esta condición evahJarnos el acoplamiento entre el metabolismo y el trabajo cardiaco. El 

análisis comprendió corazones controJes tratados con concentraciones crecientes de 

norepinefrina (10 nmol:,L-l_1~1..L-l) y tratados con RU)6() (O.5IJ1Tlol.L·' ) '1 sometidos a la 

estimulaci6n adrenérgica. 

El análisis de la relación gasto de AlP (trabajo carcliaco)/producáón de ATP (metabolismo 

oxidativo) mostró para los corazones controles linealidad y acoplamiento; pero en tos tratados con 

RU3eO, esta relación se desp1az6 haca el metabolismo oxidativo, mostrando que la inhibición del 

UCam limita el trabajo cardiaco. Es importante hacer notar que a pesar de que e! consumo de 

oxigeno aumentó, el trabajo no fue proporcional; este comportamiento sugiere una disminución en 

la generación de A TP (Figura 29C). En estas condiciones, seria interesante detefTl'Unar algunos 

metabolitos energéticos, como el AlP, la fosfocretina y el Pi, a fin de poder relacionar su 

concentración con el trabajo cardiaco. El paradójico aumento en el consumo de oxfgeno podria 

explicarse como ~ desacopla~to de la respiración mitocondriar. RespeC10 a esta posibiidad 

hemos obsel')'aOO que durante la estimuladón con nOC"epinefrina, el lactato aumenta casi al doble 
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en los corazones tratados con RU300, sugiriendo una disminución importante en el pH intracelular, 

dicha condición podrla producir desacoplamiento entre la slntesls de ATP y La respiración 

mitocondrial. Esta posibilidad podrla evaluarse experimentalmente, por medio de sondas 

fluorescentes para pH o por medio de resonancia magnética nudear e'pNMR) que podrla 

determinar en conjunto los metabolitos energétioos. Podrlan estudia~ los me<::anismos por los 

que la inhibición del UCam producen un aumento en el metabolismo anaeróbico (glic6tsis) en 

condiciones de estimulaci6n aclrenérgica. Una hipótesis es que la activación de la fosfofructo­

cinasa tipo 11 a través de cinasas auno las dependientes de AMP o AMPc pudiera estar 

involucrada. 
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Figln 29. Efecto del RIJ)oo sobf"e la relación entre el metabolismo energético y el trabajo ~iaco en 

CCII'Idk:ionM de lObrocerga de lIabajo. El panel A muestra 81 efttcto de conc:entraciooB6 aacientes de 

~ sobre eS co,.umo de oxfgeno (respW'aci6n mitocondrial) de corazones controles ., Y 11atad05 

con RI..t.D (. ). El panel B muestra el efecto s.obte el tr.bajo cardiaco. El panel e muestre la relación entre los 

p¡rimetn:l$ ant.;orea. La concentración utilzacIa de RLI3eo fue O.S ~I.L·\. Los valores representan La 

mecie :t ES de el menos 3 diferentes ellp8rimantOl. 

Como se puede observar, el potencial de utilización del RUs!, no incluye solamente la protección 

del miocardio dtJf'ante la reperfusión; tambien puede s& uoa herramienta para estudiar la 

activación del metabolismo mitocondnal y su impacto sobre el funcionamiento de4 corazón. 
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Inhibition of the mitochondrial calcium uniporter by the 
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Mitochondrial calcium overload has beco implicated in the irreversible 
damage oC rcpcrfused heart. Accordingly, we studied tbe effect of an oxy­
gen-bridged dinuclear ruthenium a.m.ine complox (Ru36O,), which is a seie<:t­
¡ve and potent mitochondrial calcium uniporter blocker, on mitochondrial 
dysfunction and on the matrix Crce-Qkiwn concentration in mitochoodria 
isolated Crom reperfus.ed rat heans, Tbe perfusion oC RU3«l maintained oxi· 
dative phosphorylation and prevented opening oC the mitochondrial per· 
meability transition pore in mitocbondria isolated Crom reperfuscd hearts. 
We Cound tbat RUl60 perfusion only partiaIly inhibit.ed tbe mitochoodrial 
calcium uniporter. maintainiog the mitochondrial matrix free~um coo· 
centratioo at basa1levels, despite high concentrations oC cytosolie calciwn. 
Additionally, we observed tbat perfu.sed RUl60 neitber inhibit.ed Cal+ eye-­
ling in the sarcoplasrnie reticulum nor blocked ryanodine receptan, imply· 
ing that \he inhibition oC ryanodine recepton canoot explain \he protective 
efTect of RUl60 in isolated hearts. We CODclude that tbe maintenaoce oC 
postiscbemie myocardial fUDction correlate$ witb an incompJete inhibition 
of tbe mitochondrial calcium uniporter. Tbus, tbe ehemical inhibition by 
thls molecuJe couJd be an approach used to prevent heart injury during 
reperfusion. 

Severa] models of control networb suggest that tbe 
cytosolic calcium concentration aea1+JJ regulates 
both tbe utilization of A TP in tbe contractik prOOC$s., 
as well as the mitochondrial produ.ction oC A TP, by 
increasing tbe mitochondriaJ matOx free-ealcium con· 
centration QCa2+}.,J through a mochanisrn that acti­
vate$ the citrate cyele debydrogenases in response to 
specific cell demands [1 ,2). 

Indeed, uoder patbological conditions, such as those 
observed during ischemi.a-reperfusioD (VR). mito­
chondrial calcium overload might cause a series oC 
vicious cycles, leading 10 tbe transition Crom reversible 
to irreversible myocardial injury [3,4}. High [Ca2+)", 
generates energy..(;()nsuming futile cycles oC uptake 
aod reiease, as mitocbondrial tramport competes with 
tbe olÚdative pbospborylation S)'stem Cor respiratory 

Abbrwiub. 
~ • • mit~ merrb"ane pcnerttiel; ICalok, cyt050ic calcium COl108 rltnltiol'1; ! CI~·1m. mitoc:Ooodrial matrix free-caldOOl ooocentlBtioo; 
esA. cyOOspom A:. IFM. interfribillr rmoct.oodN; IIR, iseheo'nia-feperfusicn; mCaU, mitochondrial calcavn ur.ipoftar; mPTl', ~ 

~ tran:sition pof8; PDH, P't'f\lV8te~; Re. re:splratory ClOf1tTClI; RR. I"I.ItteMJm red; R~ czr;ygen-OridgE ckIldNr 
nMeo;'¡m a.mne oornpIex; Ryw\. 1'y1I~: Ryfl, caleiun relNse ctlannEtl in sarooplasmie retic:Yium; SlM. subsaroolemmallTÚtCl(;h<njria; 
SR. sar~ reticulun: SfIV, sarc:oplssmlc reticulum 'o'8Sdes. 



Mitodlondrial eah unlponar and repeñusion injury 

energy (5). In additioo, mitochoodrial calcium overload 
is related to a nonspccifie increase in the inner mem­
brane permeability. This is eharaeterizcd by a 1055 oC 
me mitochondrial membrane potential and relea.s.e oC 
s.o!utes o( < 1500 Da across the ioner membrane, 
Ihrough a pore sensitive lo !he immunosuppressa.nt. 
cyclosporin A (esA) [6,7]. Increase of [eal+). is a spe­
cifie aOO almost absolute requirc:ment for tbis mega 
channel opening [5). OuT observations, and reports 
from other resea.rchers. indicate tbat mitochondriaJ 
membraoe potential (4*) and {Cal+L", among other 
facton , interael slrong!y to regulale the mitochoodrial 
permeability transition pore (mPTP) lbal opens during 
hypoxialreoxygenation in isolated mitochondria [8.9}. 
It is re3s.ooable lo predict that in isolaled hea.rts. 
enhanced cardioprotection would be promoled by 
inlcrventions lhat dim.inish [eal+}m arter VR, mus 
preventing lhe operung o( !.he mPTP. In Ibis regard, 
ruthenium red (RR). a mitochondriaJ calciwn uptake 
inrubilor. has beco used lo preveo! !.be reperfusion 
injury. Sucb approaebes have showo a dimiDution on 
mitochoodriaJ injury [10) and t.be recovery of contract­
¡le function (II). lndeed, RR jnteracts witb many pro­
tejos besides tbe mitochondriaJ calcium uniportec 
(meaU) (12,13). lt is assumed tbat tbe inh.ibitioo oC 
5uch proteins accounts for the obscrved protoctivc 
efTccI, eit.ber by reducing me mitocboodrial caJcium 
uptake directly or by reducing tbe (eal+1 [11]. 

Rccently, a compound idcntified as ao oxygen­
bridgcd dinueJear ruthenium amine complex (RU360) 
wu isolatcd from commerciaJ RR samplcs [14J. Ibis 
complex bu now becn established as the most 
poleol and specifie inhibitor of !he meaU in vitro 
[15.16). It bu no effcct in the 5oUCOplasmic reticulum 
(SR) calcium movements oc on !he sarcolemmal 
Na + /Ca2+ exehanger. actimyosin A TPase acti..,ity or 
l..-type calcium ebanncl currents. as determined io SR 
..,csicJe.s or in isolated myocytes [15) . To gain insight 
inlo tbe contribution of !he mitochoDdrial uniporter 
lo myocardiaJ injury during VR in isolatcd bearts. 
we enmined tbe ability or peñused RUJ6(l lo allenu­
ate t.issue injury ud 10 maintaio mitochondriaJ 
bomcostasis. 

We found tbal isolatc:d bearts pcrfused witb 
250 DM Ru)60 dcmonstrate an impressive recovery of 
cardiac rncchanicaJ functioos. Out findings indicate 
!hat the mCaU is a spccific ta.rget o( this compound 
in pcñwed hcacts, as it had 00 efTcct 00 SR cakium 
uptakeirclea.se movemcnts, according 10 previous 
reports of intact cardiac myocytes [15]. We also 
observed th.at [Cal+~ dccreas.es dramatically in mito­
chondria obtaiocd from RU)6O""trealed postischemie 
hea.rts. co~lating with its ability to maintaln ATP 

.. ,. 
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synlhesis. We conclude lbat Ihe wlimale banier 
apinsl l lR damage is the mCaU. !bus, thc chemieaJ 
inhibition of Ihis molccule could be a stralegy for 
cardioprotcction. 

Ruults 

Ru., preHrves contnctil. tunmon .nd 
mecbllnlcel ~ormance in posti.sc:hemJc 
reperfused h • ..-rs 
RUJ60 has becn ShOWD lO pcTmeate the cell membrane 
in intaet cardiac myocytcs and to inhibit calcium 
uptak:e inlo mitocbondria. providing tbat sufficieot 
accumulalion is achieved [1 S}. To determine tbe elTecl 
of tbis novel compound on tbe mechanical pcrfonn­
a.nce of i50laled rat hcarts subjocted 10 VR. bcaru 
.....ere preincubat.cd wilh RuJ'O for 30 mio before ¡sehe­
mia. We found Ihat pretreatment witb RUl60 exerted a 
dose.depeodeDt protoctive efTcct on cardiac conLraClile 
funetion apiosl postiscbemie damage (Fig. 1). A mini­
mum concentrabon of 2.SO 0104 RU)6I) promoted a muí­
mal mechani<:a.l rccovery in hear1s subjccted 10 lIR. lt 
was possible 10 maintain trus efTcct witb sligbtly higher 
concentrations (1 ~) of RU36Q. Recovery decreascd 
wben concentratioll5 of > I ~ RU360 were uscd, pos­
¡ib!y ewing 10 contractile aCljvity aJterations, as repor­
tcd fer RR [17]. 
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Ag. 1. Th ~ ólll.ldNt ruttoenJ.¡m .. mine comple.x 
(RU:JeoI ÍI"I'lp«NeS mechanical l)8rlorrTlJlnCe:$ ... post:isctlerrIi M8rts 
in 11 do5 .. 4 .. p .... :!eIl! metner. RIiICO'O"8rY of rnec:twQJ pa10rmance 
... i5ct8n~epert\.lSion OIR) '"-ts was evalUBt8d at drff .. rent 000-

eentrltions of RUJIIo. The inhibilcr was per!U5ed fot JO min befor .. 
Í5d*Tlil. The tws rapresent the melu"I:I: Sé of It JeaS! mI .... 
/"Iearts. The shadad bar repre58nt$ the med"lelni::a pe.rlormance 01 
control '-ts 1ft ... 60 miTI of oontÍflIJO.JS fIow . 



T"1. Effect of dlffBreot oonosntrations 01 !he o~ 
diluclear ruthenium BIÑ'IB oompIex IRu,er"I on \he c:ontractiIB 10fCB 
d~t ot oontJoI ~, Coou.ctlle farce dewIopmerrt wa.s 
~luatEtd It diffllfllflt ~_ Valuas .0 the rMWI 01 lI't IetIst 

mr" ¡jffBrBnt ~rrnertts ± SE. 

Cootractile farce Ocrw!opmllflt (mmHg) 
Ru)110 conoentration , ... , 10 min 2(1 m ... 30m ... 

O ". , 92.7 ". , 
0.1 93 '*' 15 93:1; 10 97 '*' 18 

O." "'. , 96.7 97:1; 6 

" 97 '*' 13 94 '*' 12 93 '*' 14 , ... , 87 '*' 16 83 '*' 11 
15 90 '*' 14 79:1; 14" 76,*,~ 

" se :1; 15" 74:1; 11" sa :1; 12" 

" P " 0.05 slQrVfici!Inttv diffBfent YS. control between Ndl Ú"TlB 

pOOl 

To discard this pos:s.ibility, we mea.sured oontractile 
force development in control hearts exposed 10 difTer­
ent Ru)60 concentrations. Ru)60 concentratioru of 
< 5 )lM were found to have DO effect on Ibe contractile 
force . Higber concentrations depres.sed the contraclile 
force development and elevated the resting tension 
(15-25 1lM). This efTect was depe1ldent on the lengtb of 
the peñusion periad (rabIe 1). 

We decided to use tbe minimum concentration tbat 
exened maximal mechanical recovery in repeñused 
heans (250 nM) and al which no efTecl on contractile 
function was observed. 

Time-dependent experiments were peñormed 10 

evaJuate the eITect of Ru)60 perfu.sion al such a concen­
mtion. Al ea.rly reperfwion times, tbe mechanical 
performance oC postischemic hearts (IIR) and of reper­
fused hearts treat.ed witb RU360 (IIR + RU3(0) was 
nea.rly SO';' of tbal observed in control hearu 
(Fig, 2A). In rcmarkable contra5:1 to reperfu.sed bearts, 
lIR + RU360 hearts graduaUy increased tbeir mechan­
ical performance, reacbi.ng 85% oC the values ohseÍ"Ved 
in control heatts. 

Contraclile function and oxygen coDsumption ratio 
were used to evaJuate tbe rccovery of IIR + RUJ6I) 
hearts. Tbe ¡ndel( oC oxidative metabolism efficiency, in 
terms of contractile: peñormance. was obtaiDed. accord­
ing 10 Beozi &; Le«:b [11]. Tbe ratio between mecha­
nieal performance and oxygen consumption was 
measured in individual bearts al lhe indicated time­
points (Fig. 2B). Before lbe ischemia, lhe index was 
slightly, bul 001 statistically, higber in IIR + Ru;,w 
hearts compatod to control or IIR hearts. This could 
reflecl a decru.sod respiration tate in RU)((J""treated 
hearts. A 100'1. recovery in IIR + RU;,w-treated hearts 
was obtained after 20 mio oC repeñusion. 

Mitochonarial Ce" unipot1:8f'f'd ~sion Injury 
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Ag. 2. Effilct of 1M oxygen-bridgBd dint.d&al Mhenium ammB 
oomplv (~ en postiscNm1c h8an functior1s. tAl T~aJ 
COU~ 1f"IIIysÍ5 of me AU:Jeo effect on me mecharical ~ per­
fOl"1"T\lWlOe (MP _ hNlt rite )( ventricular pl'SS$l.I"el. ([JI V.U8s from 
control hNrts not SlJbieCtEtd 10 ~; (. , .... 1uas from heart.s 
reperfusecj lar 30 m .... after 30 m ... 01 isdlBmie-feperfusion (l/AI 
end (A,) .... 1u8s from hean.s perllJStlcl with 2SO m~ A~ far 30 mÍll 
aO!I then sl.bjBct&d 10 l/A (VR+AU:JaoI. (8) t-4P/ OJCY9lWl oonsl.lTlp­
tiorl ... control, I/A anO VA+Au",o ~. Syrrbols reprlt$8fl\ thB 

same OOI'I<itions lIS above. Value:s •• me mean '*' SE ollt least 22 
aiff8fBnt Blq)8tYnents, • P " 0,05 signific:antly áff8fant '1$. IXIrrtrol 

ard t P " 0.05 'IS , VA. 

RII)Go maintains mitochondriaJ Integrity In 
postischemic reperfused h •• m 

Respiratory activities oC milocbondria isolated from 
control, IIR and I/R + Ru}060 hearts were measured in 
tbe presence of succinate. as subslrate, under condi­
lions of low-calciurn buffer (only contaminanl cakiurn 
in the medium) and also in a medium supplemenled 
witb 50 ).I.M calcium (rabIe 2). In tbe presence oC trace 
conceDtrations of calcium, milocbondria from IIR 
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Tibie 2. RlilSpiriltOfY iICtMty in mitochondria isoIat8d 110m controll'ill hearts, Irom ischemia-feperfl.lSion II/R) I'lII heatts and from ral hNrts p&f­

lu$&d with 2SO nt.I RU:Ieo fOf 30 min ,lid t.hen 5~ed 10 IIR IIIR .. RIllo;Ql , Mitoctlordrial respll'lltDty!lCtivity was delermill8d in the PflilSence 01 
~m boJffor lOO in 1 medlI.rn ~mtllnted with 50 11M calcium. Datll¡we expressed 115 raIn al rlUplration [naloms al O'min-"mg-' pro­

te~,.-ld vaIue$ rep.reMnl \he IT'IMO :1: SE 01 rnutts Irom a\ (Nst fiw dlff8(etll 8)CperYnenlS, Re, rasplratory control . 

I.ow-<:aIciIom buffer 

Swte 3 Stale 4 Re S"'" 3 Su.te • Re 

Conlrol 373 :1: 21 b 65.9' 5.9 :1: 0.eS> 427 :I:~ 
151:1:1." 
387:i: I rro 

... , 
el :1: 9 
71 :1: 4' 

5 :i: 0.6'> 
I.e:i: 0.6" 
5.4 :i: 0.42'> 

VR 22. :1: 12'" ". , 4.1 :1: 0.48" 
IIR+Ru,e,;, 3S2 :1: 16'> 60.9' 6 :1: 0.89" 

• P ... 0.05 stgniIlc:arttty lifferent YS. oontrcl: b p " O,OS YS. I/FI.. 

hearts CAhibited a 40% reduction in tbe state 3 rcspir­
ation rale, compa.red with the control values, wh.ile 
IIR + RU360 mitocbondria did not show any statistical!y 
signmcant difTereoce from control mitocbondria. State 4 
rates and resptratory control (Rq dcct"C8sed slight1y 
in IIR mitochondria, in agreement with earlier reports 
[18,19]. CaJciwn addition promot.ed extra damage to 
isolated mitochondria. Under such conditions, control 
and IIR + RU)6() mitochondria were able to maintain 
oxidative pbospborylation, witb RC valucs of 5 ± 0.6 
and 5.4 ± 0.4, respectively, in remarkable contrast witb 
the IIR mitochondria, in wh.ich the ability to synthesiz.e 
A TP was clearly compromis:ed (RC = 1.8 ± 0.8); tbis 
value represenu ~ 35'1, of tbe corresponding values 
observed in control and IIR + Ru)60 mitochondria. 

Ru,eo inhibits the mPTP In reperfused hearts 

A m«hanism. fn:quently proposed to explain irrevers­
ible cardiac injUI)' in IIR implica.tes mitochondriaJ cal­
cium overload, wh.ich is responsible for a nonspecific 
increase in the mitochondria! mner membrane per­
meability. A high 6+ value promotes caJcium uptake 
ioto the mitochondrial matrix tbrough tbe ca1cium uni­
portero Under tbese conditions, mitochondria are able 
to attumulate and buffer latge amounts of calciwn. 
before the [CaH.Jm reacbes lhe leve! required to open 
nonspecdic pores and release calcium and other solutes 
into me cytoplasm. In th.is regard, it was important to 
demonstnlte tbat pretreatment witb RUl60 prevcnted 
tbe opening of such a mega-cha.n.nel in VR mitocflon­
dria. The opening of me nonselective pore was deter­
mined by measuring me transmembrane electric 
gradient (Fig. 3, top panel). The 6+ was mllÍntained 
botb in control and in VR + RUl60 mitochondria afier 
tbe addition of SO 11M c.aJcium: the transitory de-energi­
ution indicates caJcium movement into the rnitocbond­
rial matrix (Traces A and q. On tbe otber band. lhe 
same caJcium coocentration induced an irreversible 
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f1g.). Etfect al o~ difloclear rutherllxr'1 amine CO/T\­
pl$x (Ru. perfusioo 00 the mitc:dlotdi!ll pormaablity tnlnsit.ion 
pclfe ., iscnemia-feperfu$ion IIIR1 h&ilrts. The top ~ ~ !he 
transmemb'aoe a!9ctf1c potential al ~ obainllÓ from 
control haaru [TrK:e Aj. 110m I/R hNtts [Trace el lOO from héaru. 
perluMd with 250 IW RU:Ieo for 30 min and tten s~ed 10 I/R 
IIIR+RUxo) [Trace O. Two ml&grams of miloc:Ooodi<al proliM'l 1M). 
50 11M calcium ()( 0,2 l1.l.I c:.atborrtf cvanide ~oph¡tnyl hyl:ta­

zone _e added, · as il"ldicated. The botttm panel shows me 
calcium transport ., isoeted mitocI'oondria obtaWled lrom COIltrol 
~ m'808 Al, I/R heafts [Traoe 81 ~ I/R+R\i;Ja) ~ [Trace 
O. Cordtions lII"e as desaibed ., the Experimental ptoc:eQ.Me:; , 

The resd\]; sOOwn are representatMi 01 at Iea.st 0.-.. differeot "",,-
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decrease io the membraoe poteotial of IIR mitochoo­
dria (Trace B), similar lo that observed aner the 
addition of 0.5 J.LN carbonyl cyanide m-chloropbenyl 
bydrazone lo control and VR + RU360 mitochondria. 

mPTP is characterU.ed by the nonspecific efflux of cal­
dum aod otber metabolites from tbe mitochondrial mat­
rill;. Calcium uptake and release were also measured in 
isolatcd mitochoodria, witb tbe aim to assess tbe pro­
tcctive effect of RU)6(l. CaJcium waoS accumulated by 
control mitochondria (Fig. 3, bottom panel, Trace A). 
In contrasto mitocbondria isolated from IIR heans were 
unable lO retaio c:alcium. as a consequeoce of (be mPTP 
opening (Trace B), a condition tbat was fully prevented 
by the addition of esA (data oot sbown). No calcium 
emUlo was obseJ"Yed io IIR + RU360 mitochondria (Trace 
C), iodicating thal the pore remaincd closed. Remark­
ably. the initial calcium influx nte was reduced by 30% 
in VR + RUl~ as compa.red to control mitochondria, 
suggesting a reduction in activity of tbe mCaU . 

Perfusion of ¡solatad hearts with Ru,., ínhíbits 
mitochondrial caklwn uptIIke 

To confirm ao int.eraction between RU)6(l and mCa.U. 
we mea.sured calc:iwn uptake in isolat.ed mitocbondria 
from control hearts peñused witb Increasing concen­
trations of RU31SO. lnitia! uptake tates were evaluated 
in eoergizcd mitochoodria under tbe conditions des­
cribed . A dos.e-dependent inhibitory response was 
observed, achieving a maximum effect in mitochondria 
isolated from hearts perfused with 15 IJ-M RU)6(l (Le. 
87%), while in mitochondria isolated from hearu per_ 
fused witb 250 11M Ru36O> calc:ium. uptake was. inhibited 
by 32';, (Fig. 4). 

[Ca2.1.., ovenoad is • daterminant of the 
I""v.~bl. InJury in posdtchemlc hearts 

A first experimental approach to estimate [Cal+¡", in 
isolated hearu was to mea.su.re tbe activated pyruvate 
dehydrogena.se (POR) activity in heart homogenates at 
tbe end of tbe peñw.ion protocols. PDH is activatod by 
a calc:ium-dependent pbospbatase. A th.reefold increase 
io PDH activity, after enzymatic dephosphorylation, 
was obtai.ned io IIR hearu compared lo control heart.s 
(29.6 ± 2 vs. 11 ± 2.4 nmol NAOH min-J·mg- J of 
protcin; P:S 0.001, n = 5). No significant differences 
were fouod in PDH activity bctween lIR + RU}6() 
( 11.6 ± 2.2 n = 6) aod control bearts. 

To reinforce !he above data, (Ca2+J... was measurcd 
in isolated mitochondria. as described by McComarck 
& Denlon [IJ. A temporal course analysis of (Ca2+Jm 
was obtained from indepeodent experimeats using IIR 
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Ag. 4. Perlusion of !he ~ dinode.ar rutherium ~ 
ecmple,x 1Ru.:,l ¡"lO I$Ql8ted hMrts lrohitlia U. mit0eh0rdri81 ce'­
cium upu~ • . I"itial ealoll.nl inl\Dc lale of nYlothoodrlt OOtalned 
trcm control heal"tS peóllSlltd .,.,.ql"l different OOI"lCeIllfltioo.s 01 Ru., 
..... EI!>timated by *"cez-. 8S deo$cribed in tIle E~taI prIX:&­

durttS. The hsaru _e plltrf"used IOf 30 mio ...mn KteOs--H8l"l$élElit 
lKH) buHElI ~mEl!"lt8d w;m Ru)!lO, 8I"Id then wash$d IOt 30 mi" 
wtth KH aod 00 intlilitOf. DIta afEl thEl melm :t SE 01 al ea~1 IN eoe 
diffEllenl EIJoIPerimenl~. 

and IIR + RU}6() hearts (Fig. 5). Before ischemia, tbe 
[Cal+J .... content in control hearts was 229 ± 9 nM. This 
value incre.a:sed progrc:s:sively during reperfusion, reach­
ing 354 ± 14 nM at 30 min of reperfusion . In contrast, 
hea.rts treated witb RU}6() maintained a low level of free 
calcium. comparable lo that observed before ischen¡.ia 
(188 ± 140M), whích is a predictable result assuming a 
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Ag. 5. The 0~1"I-Oridged dirucleal I'VtherVulTl amne ~ 
IRU:IeoI plevents ow~ of \he ~l r"Mtrioc tree-calcil.'Tl 
co:1CefItr.tioo ac.:·I,..J 'n postisctlla-mic healn. ThEl [Caz-1m wu 
musuled in mitochondria iiolated tmm pert\Jsed hearu at !he indi­
C<lted time-points. (e) v.ruas trom I"I""Ii"toeI"w.Iia oOtaired fr om 
untreatEld hNl1,; (A) values 110m mitochondria obtaired from 
heans trNIEId with RiJ3eo. E.ach valuil W8S oCtalned from • singlEl 
hIIten aod the data rep-esent ttlII mean :t: se of itl leasl Ovellt differ-
8flt Ilsan:s . • P " 0.05 sigM"!C8fItJy diffe«ml \IS. untraaled heal'ts. 
tPs 0.05 v,. basal values (beofOfEl isd"terniaJ in LIItrNtEld hNns. 
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partia! inhibilion of the mCaU. After 30 min of reper· 
fusion , the [Cal+]m showed a slight inerease, but did nOl 
exceed the basallevels of free calciwn measured, before 
iscbemia, in mitocbondria froro untreatc:d hea.rts. The 
iDcrease in [Cal+]", levels was compared witb the total 
caJcium eonknt in mitochondria. Tbe lotal caJcium in 
control mitochondria was 0.68 ± 0.15 nmol'mg- l of 
protcin and increased significantly (2.16 ± 0.75 amol' 
mg-l; p s: 0.05 11 = 4) after 30 min of repeñusion. 
whereas total caJcium in I/R + Ru)60 mitocbondria 
did nol cbange ¡jgnificantly (0.78 ± 0.24 nmol-mg-l ; 
" = 4) after 30 mio of repeñusion. 

1GJRlJMo binding to isolated h..-t subcellular 
fractIon. 

We measured tbe association of the inhibitor to subcel· 
lular fraetioas related lO calcium movements in tbe ecU. 
Surprisingly, the mierosomal fraetioa, enriehed with SR 
and sarcolemma, binds twiee as much IOlRu)60 com· 
pared lo the enriched mitochoadrial fractioa (2.3 ± 
0.6 pmol of IO)RultJO"Dlg-1 of protein vs. 1.2 ± 
0.15 pmol JO)Ru)60-m.g- 1 of protein; n = 4). The purity 
of tbese fractioO$ was detennined by measuring lhe 
aetivities of o-glucose phosphate phosphobydrola..se and 
S' -ribonucleotide phospbobydrolase for tbe microsomal 
fraetion aOO of cyt.ochrome e oxidase for mitochondria. 

We fouad 8% o-gIucose pbosphate phospbohydro­
Jase total activity in tbe mitochondrial fraction and no 
eontaminant activity of cytochrome e oxidase ia the 
microsomal fraction . la additioo, in the microsomal 
fraclion, 329.3 nmol-mg-I'min- I of S'·ribooucleotide 
pbosphobydrolasc a.c:tivity was found Vi. 20.4 nmol­
mg-l'm.i.n-l in the' mitocbondrial fraction, indicating 
sarcolemmaJ contaminatioo in tbe rnicrosomal fraeti on. 

The discrepaoey between Out binding rcsults aod 
otber reporu showiog lhat Ru)60 has no eCTect either 
in SR calciwn movements or 00 sarcolemrn.al Na'¡' / 
CaH exchanger or L-type calcium ehannels [IS}. Ied us 
to investigate. lhe nature of the inhibitor association 
wilh lhe mic:rosomal fraction. 

Ru.o effect on ryanodlne receptor activity 

Our fint approach was to re-evaluate tbe eCTect of 
RUlliO on some calcium transporten in s.arcopJasmjc 
reticulum vesiclC$ (SRV). A5 RR is. ooe of tbe most 
potent inhibitors of!be calcium relea.se ehannel in SR 
(RyR) (I3L we mcasured tbe efficiency of RU)6(J to 
block tbe RyR. estimating ATP-dependent ca1cíum 
uptalce, and a!so dircctJy measuring the RyR aCtMly 
in SRV. In Fig. 6A. thc: eCTect of 10 ~ RR and 10 11M 
RU)6() 00 AlP-dc:pende:nt cakium uptake io SRV is 

G. de J. Gatda-Riws er al. 

comparc:d. To ensure muirnal uptake, \Ve used 300 11M 
ryanodine (Ryan) lo block the release ehannel. 

ATP addition alone promoted caleium uptalce into 
SRV that accounted for 50-/, of tbe maximal uptake 
(14.3 ::1: 3 vs. 28.6 ::1: 6 nmol of CaH per mg of pro­
teía per -5 min). RR induced 14% increa.se over control 
uptake (18.3 ± 4 nmol of CaH per mg of protein per 
S mio), while RU)/iO-lreated vesicles showed no difTer­
encc: in calcium uptake compared to control SRV. In 
the same figure (Fig. 68), tbe temporal courses of SRV 
caJcium release in tbe presence of RU)6(J, Ryan and RR 
are eompared. As expec:ted, Ryan and RR paItially 
inhibited SRV calcium release at the iodicated coneen­
lrations. wbile RUl60 had 00 eCTect. 

Effect of RR and RulllO on ryanoclne bindlng 
•• RyR 

By using a h.igh affinity ['H]Ryan-binding assay (which 
is considered ao iodicator of !he open state of RyR), 
we obtained additional evidence to support the con ten­
tion Ihat RU)6(J does oot afTect RyR. In lhis regard, 
Ryan binding was not significant at 100 nM free 
cakium, but wa.s muimaUy stimulated by 100 11M free 
calcium. Therefore, wc: as.sessc:d the effect of RR and 
RU)6() on high Ilffinity [lHJRyan bioding at lOO 11M free 
caJcium. While 10 11M RR inhibited Ryao binding by 
86'1., in ag:reement wilh a previous. report [lO]. !he 
eCTect of 10 11M Ru)60 00 high a.ffi.njty [lH]Ryan bindiog 
was minimal as it was only decrea.sc:d by 7';' (Fig. 6C). 

DlscussJon 

Postiscbc:mic reperfusioo results in irreversible injury, 
indicatc:d by marked cootracture, diminution of len 
ventricular pressure, augment.ed vascular resistaoce. 
incidenee of ventricular fibriUation and important 
uncoupling between mechanical peñormance and oxy· 
gen consumption [11.2I.22J. In this context.. several 
approaches have shown effectivenes.s in protecting 
against tbe reperfusion injury. RR. a classical inhibitor 
of mitocbondrial calcium uptake, has boc:n used to 
reduce the IIR injUl)' in tbe heart. lodeed. perfusion 
wilh RR produced diCTerent ecrects in beart function 
tbat depended 00 time and dese, probably because of 
its interaction with multiple ¡¡tes in lhe myocardium, 
mainJy on ilie RyR. In lhis regare, it has beeo shown 
tbat high concentratioDS of RR perfusc:d to nt hc:arts 
produce a pef5isteot contracture of !he ventricular 
musde [17}. Perfusion with RUl60 at colleenlrations 
from O. J nM to 5 }-1M did not bave any eCTect 00 lhe 
cootractile force development.. suggc:sting a weak con­
trol on ca1cium cytoplasmic 8w:es. 
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FlII . 8. Th, oxygen-bridged dinucl&ar rvthenkJm 1lmi1, CQfT1Pi8x 

(R\I3lIoI 008$ no( inl"Ot Clldum rnowments ... s.aroopIa.smic reOOu­
lum. IN c.\(i¡,m uptai:e In 116't:C1P1Urric: retbllu"n ~ !SRVl 
wu d.etermn.d by fftratIon, as cie:f.clt:Ied i"I the ExperTnwrtal ~ 
O!IÓUu. MaxirnI.lTl nnspott lIIIues (l()O<J1(, ~. lO:Umula\ÍlOr"lI 

COITespood9d to 29 a 3.5 rmoI "'c.f. pe!" mg of protei"l pIiIr 5 m ... . 

IBI Caidvm relNse wu meallLnd in "'c;r. prelold&d ve:sida:s 
inc:U:lat8d in tte presence of 300 l't.I ryarocine le): 10 l't.I RI.bec 
~I , 10 l't.I n.rttenil.l1l red IRRI (1'1, and without i"lhibitc:a' a:D fot 2 tl 
( Ii~ voNrTe 50 I/W. Ma.Icim.Im .... k.In tDf lNtdl U~ ...... e no(­
ma!iz8d in 88c11 gJ~. (Q Specific !'H].ryarodlne birdng _ deur­
mined in 1 mecium OClIltIirU"lg 100 J.IM free c.f. te fNi"lQin me 
c:alcium relelse chlmeI in NrtOptamlt reticuaun IItyflI open Ird 
iIl mecioJm oontairing lOO tIM free c;ro lO cI<JM the RyR. RR and 
AU3O!I) (10.-.1 werl tMtI<I i"I me open eondtlon. Maxm.l fHI 
rya.oodne bWKing was obtIined by tnc:U:::ri'Ig SR\' wi1tI 100 l't.I 
fr. c:elc:PJm t396lmo1 [lH~ncd"..,,¡g~' of SRV). Al! values rlP" 

rEl$8l1t the mean:l: SE al lit loIst four sep/ll'"lte e:a:periments . 
• p ~ 0.05 spcanUy áffentnt Y$. control. 

Substantial evideoce suggcsts that calcium aocumula­
tion in mitochondria may playa key role as a trigger 
or mitocbondrial maUunction, espc:cially when it is 
accompanied b)' another source of stress, particularly 
oxidative stress. Duriog reperfusion oot 001)' caJcium, 
but abo ox)'gen radical productioo, inercases, cootri­
buting to a docrea.se in the m.aximum rate or electroo 
transport [18.19]. The results reponed io Table 2 dem· 
onstrate tbat milocbondria from VR hcarts exbibit 
tower rates or state 3 respiratioo, as compared with 
mitochondria rrom cootrol aOO I/R + RUl60 bearts. 
Morcover, mitochoodrial state 4 respiratory rates aod 
Re changed duriog reperfusion, indicatiog alteratioos 
in mitochondriaJ integ.rity. Repeñusion sen.sitized mi~ 
chondria to the opcoing oC the mPTP, io rcmarkable 
contrast lo mitocbondria rrom control lUId lIR + RUl60 
heans (Ag. 4). lo VR mitochondria, cakium addition 
dimioished the 6+. The fact tbat RUl60 inhibited such 
an effect rcinrorces the proposaJ. tbat mPTP opening 
is triggered b)' mitocbondriaJ caJcium overJoad wbile 
bringing about ID)'ocardial and mitochondrial injury 
[4,6,23]. Our data are also consistent with early repor1$ 
showing that, in I/itro, caJctum u.ncoupJes oxidative 
pbospborylation and abolisbes the mem.braoe potential 
io seositiud mitocbondria obtained rrom ischemic 
boans 124]. 

In IIR injury there are otbcr mechaoisms that have 
been suggestcd to accouot ror \he loss of mitochoo­
drial respitatory activity during postischemic reper~ 
rus.ion. For eumple. a diminished state 3 respiration 
in mitochoodria isolated from rat bearts subject.ed to 
iscbemia and repcrfusion has been related to a 
decreasc: in cyt.OChrome e orida.se activity ow:ing, at 
Jeast in pan, to a Ioss oC cardiolipio content [18]. 
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Another plausible mechaoism, wbich indeed could be a 
c:onsequence or ca.lcium-triggered mPTP opcning, is 
cytochrome e release from mitochondria b), disruption 
or the outer mitochondrial membrane, resulting [rom 
mitocbondrial swelliog [25]. Recent repons also indi­
cate that mitochondria, undcrgoing mPTP, release 
otber molecules (Le. SmacIDIABLO, AIF) located in 
tbc intermembrane space. whicb participate in the 
apoptotic death signaling [26,27]. 

An importaot limitation in as.ses.sing the relcvance 
or mPTP in I/R injury in !he intact heart is tbe 
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contradictor)' finding that CsA, the most potent inhib­
itor of mPTP opernng in isolated mitocbondria, is 
unahle 10 prevent the enuy into mitocbondria of 2-de­
oxyf)¡qgJucose during reperfusion. 2_Deoxy[1H}glucose 
readily eoters the cytopIasm, hut can only access the 
mitocbondrial matrix wben the pore opeos [28). Other 
reports also indic:.ate that esA confers only limit.ed pro­
tection aga.inst reperfusion injury and eYen promotes 
iojury at higb c:onc:cotratioos (Le. I J.1M) (6]. Further· 
more, CsA is not completely spccific: it inhlbits ca1cineu· 
rio, which aJ50 plays an important role in modulating 
cellular death ¡jgnals (29]. lberefore, many reseat'Ch 
groups bave attemptcd to ideotify more specific inhibi· 
tors ofthe mPTP. In this respect, CsA analogues 5uch as 
N-Me·Val-4-cyc:losporin [30], as well as the im.muoo­
supressant, Sanglifehrin A, have heeo reported to anta· 
goniz.e the opening of the mPTP, without inhibitiog 
calcineurin [31 J. Sanglifebrin A acts as a potent inhibitor 
of the mitochondrial penneabillty transition and pro­
t.ects from repenusioo injury b)' its binding 10 cyclophi. 
llo-O at a site different from that at which CsA binds. 
Howe't'et', it is clear that neither Sanglifebrin A oor CsA 
inhlbit mPlP opening when mitochoodria are exposed 
to a sufficieotly stroog stimulus [6.31,32]. Ouring reper· 
fusion, a s-ceoario of elevated matrix calcium in the preso 
ence of oxidative stress and adenine nu<:lcotide depletion 
c:ould represcnt sucb a stroog stimulus. 

It has been suggested that ischemi<: pr«:Onditioning 
of the isolated beart, io tenes of protectioo, could be 
related to an iodirect inhibitioo of the mPTP by dimini· 
smog calcium overload (33). Our results support such a 
proposal, by the d.itect demonstration tbat the mCaU is 
partiaJly inhibited by RU360 perfusion. 

Free malrix calc:ium in VR + RU360 mitochoodria 
after 30 mio of reperfusion was comparable to the 
[ea2+]1JI io control mitochond.ria. Interestiogly, mito­
chondria pretreated with RUJ60 before tbe ischemia. 
showed a diminisbed (Ca2+).., compared to uotruted 
mitochoodria, thus c:onfirming the precise targeting oC 
RU360 lo the milochondrial uniporter, even in tbe 
abseoce of higb (Ca2+1. 

We aJso confirme<! early reports that RUl60 ioteracts 
spocificall)' with mitochondria., as it was unable to iohi· 
bit cak:ium upta..k:e and relc:a.se in SRV. lodeed, we 
found a surpris.ingly high bioding to the mic:rosomal 
fraction isolatcd from 100Ru)6()_ tTeated hearts. We 
hypotbesiz.e that RU)6() could be ooospecificaUy bound 
to tbe ceUular membrane. In this respect, Matlib and 
co-workers mea.sured IOJRu360 uptake ioto isolated 
myocytes, finding a bipbasic accumulatioo that was 
depeodent on time (15]. Tbe fast phase was assoc:::iated 
with cell surfaoe binding, while tbe slow phase was 
assumed to be an intra.ccUular accumulation. Tbe weU 
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k.nown affioity of sorne ruthenium amine compounds 
10 proteoglycans, abundant components of plasmatic 
membrane:s, c:ould account for tbe observed high level 
of RU360 binding 10 the microsomal fractioo. Further­
more, observations from Out laboratory indicate lhat 
both RR and RUl60 exert their inhibitory effect by 
interaction wilh glyrosidic residues at !be meaU (34]. 

The intriguing finding, that RU:J«l protected against 
reperfusion damage, partially blockiog caJcium over­
load in mitochondria, can be supported by a conclu· 
sioo based on a difTerentiaJ susceptibility of the meaU 
population to the inhibitor. Tbe existen-ce of two fune­
tional aod biochemical populatioos of cardiac mito­
choodria ma)' explain this observation. 1t has bceo 
reported that subsa.rcolemmaJ m.Hochoodria (SLM) are 
located henealh the plasmatic membrane and tbat 
interfribillar mitocbondria (lFM) are present between 
the m)'ofibrils (35]. These two populations are afTccted 
differeoUy io ischemic cardiomyopathy. Tbe iocreased 
damage ma)' occur secondary either to their localion 
in the m.)'ocyte or as a result of an inberent susceptibil­
ity lo damage. In SLM, the ischemic damage is more 
rapid and severe lhan in lFM. Cytochrome e content 
aod cytocbrome e oxidase activity are reduced in SLM 
afier isehemia [36] and the rate of oxidative phos­
phorylatioo is ' diminished [37). Furtbermore, SLM 
have a decreas.ed capacity for calcium accumulation 
compared witb IFM [38J. Tbese data Iod us to specu­
late that although an)' uniporter molecule could be a 
potential target for Ru)(,O, lhe inhibitor wouJd be con­
ceotrated in the readily accessible SLM uniporter pop-­
ulaLioo. Tbe mitochondrial population, with higher 
susceptibility to be damaged, would be protected aod 
the IFM would be able to maintain the cellular fuoc­
tioo by means of an incru.sed calcium uptake capacity. 
Supporting tbis hypothetical sccnario, there is a pro­
posed mechanism. of permeability transition propa­
galioo, wh~ local liberation of caJcium from 
O'litochondria triggers propagating waves of ea2+_ 
induttd cak:ium release in the entire mitochoodrial 
network [39). 

In a roc:ent review of cardiac energy metabolism, lhe 
importance of [CaH 1 regulation by the mCaU is 
point.ed out [2}. High (eaH

] miCtOdomains at close 
contact regions hetween mitochoodria and the RyR 
have hoen experimentall)' demonstrated. These calcium 
'hot spots' c:ouJd be sensed by the calcium uniporter, 
activating tbe low affinity uptake. Additionally, a 
novel mitcx:hondrial channel, which transports calcium 
with very high a.ffinity, has becn suggested to be the 
mCaU 1""1. 

A poweñul tool for obtaining insight into the role 
of this transporta in metabolic homeostasis would be 



a specific knockout of the putative transport protejo. 

Indeed, tbe more realistic approx.imation at present is 
the use of specific inhibitors of tbe mCaU. In tbis 
respect, we demonsttated tbat tbe oovel iohibitor, 

RUl61h improves tbe functional re<:overy of bearts re­
peñused after iscbem.ia, regulating t.he activity of the 
mCaU. 

Experimental procedures 

Anima" 

This investiption was peñormcd in acoordance wilh The 
Guide for tbe Cue UId Use of Labontory Animals, pub­
lishcd by the Uni\.cd St.a1e$ National lnstitutc:s of Health 
(US.NIH). Male Wistar rau bc:twocrJ 250 and 300 g wcre 
us.cd in aJI experimeots. 

S~sofRu~and1~u~ 

Ru)60 (¡t-oxo)bis(tr41ll-fonnatotettamine ruthewum), is a 
coordiQAtion compleA containin, two ruthenium atom 
wrroundcd by amine groups IlId Iinkcd by III OK}'P­

bridge, tbat forms a binuclcar and neariy linear structure. 
To synthesiz.e lhe complex, we foJlowcd the prooedure 
described by Yiog ~I al. [141. ~ purifi:ed preparation 
was sligbtly ycllowisb and exhibited a single ~ at 
360 run. The radiolabded compk::l ctOJ Rul6O.l Wa5 synthes­
iz.ed by a microsca.le protocol. using 1 mCi IOlRuC1l , as 
previously ~rted [16]. 

Isolated heart perfusion 

The hcarts were mouotcd acc:ording 10 the Langendorff 
model, as described pl'e'Viously [41~ at a constant ftow rate 
of 12 mL1'Oin- l

. Peñusioo was started with K.rebs-Hel'l5C:­
leit (KH) buffer, suppiementcd Mth 2.5 mM CaC1lo 8.6 mM 
glucose and 0.02 mM sodium octanoate as metabolie sub­
strates. Mech.an:icaJ function was measuted at a len ventri­
cu1ar end-dWtolic ¡mssure of 10 mmHg, using a [atu 
balloon in5ertcd inlo thc Jcft ventricle IlId connected lo a 
prc:ssure uan.sducer. Two sitver elect.rodes were attached, 
one 10 the apex and the other- 10 lhe rigbt atria, for e1ecll()­

cardiogram moniloring (Iostrumelltation IlId Technical 
Devdopmenl Ikpt, INC. México D.F .• Merico). The pul­
monary artery was abo cannulatcd and coonected to a 
closod chambc:t (GiLsoo, l.ewis Center, OH, USA) 10 meas­
ure the oxygen concenlration in !he coronllly efBuenl by 
means of a C1aR-type deetrode (YSI, Yellow Spriogs, OH, 
USA). The rate of oxygen consumption was cakuJated as 
tbe dilTerence betweeo !he oxygen ooncentration in tbe per­
fusion medium bc:fore and after passing througb: the organ. 
All variables were recorded by usiog a computer acqulsition 
data system designed by the InSlJUmentation and Tcchnical 
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Developmeot Department (Instituto Nacional de Cardio­
logia 'Ignacio Chavez'. México D.F., Merito). 

Protocols 

All hcarts were equilibntcd for 15 mio wilh KH buffer. 
Subsequcntly, three differcnt prolocols were followed. Tbe 
conlrol hearts (11 =' 22) were mainlaincd une!ec constant 
peñusion fOf 90 mio. 'The lIR hearts (n=, 23) were per­
fused for )() min, then subjccted to 30 aUn of n()-ftow ische­
mil and finaJly to 30 min o f reperftaion. In !he third 
group, hearts were perfused with 2SO OM Ru)60 for 30 aUo 
before lhe iscbemJa period IlId tben repetfused for III addi­
tioul 30 min (IIR"¡' Ru)60) (11 ,.. 25). 

Mitoehondrial íntegrity measurements 

Al \he ene! of tbe protocols the hearts were minced mto 
waU pieces, digC5ted for 10 mio us.ing l.S mg'mL- 1 NagarR 
io ice~ld isolatioo medium (250 mM sucrose, 10 mM 

Hepes, I mM EDTA; pH 7.3), centrifuged al 11000 g ror 
10 ruin IlId then washcd in tbe same buffer wilhout the pr()­
\.case (Naganc, ICN, Aurora, OH, USA). Tis.sue was hom()­
genized in isolation mcdium and the mitoehondriAl fraction 
Wa5 obwncd by difTerenúal cenlrifugation, as previously 
described 19J. Mitochondrial oxy~n consumption was mear 
urcd by using a Cla.rk-trpt oxygen ekcllode. Tbe experi­
ments were carried out at 25 OC in 1.5 mL of respiratioo 
mcdium containing 125 mM KCI, 10 mM Hepes and 3 mM 

KH 2PO...'Tris. pH 7.3. Incubations were startod by adding 
1.5 mg of ITÚloehondriaJ proteio. State 4 respiration was 
evaluak:d with 10 mM succinate plus 1 ¡tg-mL-1 rotcnone. 
SISle 3 respiration was stimuJated by lhe addition 01'200 llM 
ADP. RC W1lS cakulatcd as 1M ratio becween state 3 and 
sUte 4 tates. The membrane poteotiaJ wu measured ftuor()­
metricaJly by using S ¡tM safranine (42). 

Mitochondrial caJcium uptake 

CaJcium uptake was measurcd by using tbe metalJochrornic 
indicator, Arsenazo 111, according to Chavez ~t al. [9]. The 
usay medium tontained 125 mM Ka, lO mM Hepcs, 
10 mM suc:cinate, 200 ~ ADP, 3 mM PI' I mM EGTA, 
2 ¡tgmL-1 rotenOrle and SO 11M free caJcium, as caJculalcd 
by using lhe Chelalor program (Tb . Sehoenmaken, Nijroe­
gen, the Netherlands), pH 7.3. Qua.ntification of caJcium 
upta1::e was carried out by a filtration tcdtnique using 
4$eao2 [specific activity 1000 counlS per minute (e.p.m.)· 
omol-11 in Ihe same mc:dium. 

Calcium eontent in mitodJondria 

Froz.eu ca.rdiac tissue from ea.ch group was used lo delef"­
mine tbe a.ctivily of pyruvate dehydrogena.se a.s an indicatOf 
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of mitochondrial caJcium conoentration, accord¡ng lO Pepe 
ti al. [23]. In addition, free and total mitochoDdrial caJcium 
wcre mc::a.sured usiDg milochondria isolatcd b)' a method 
clesigncd lo minimize eaz", redistributiotl [1]. Free caJcium 
aCal+LJ wu mcasurcd by using the ftuore:scent indicalor, 
F1u~3/AM [43~ assuming a d.is.soc:iatioo constant, Ko = 
400 CM, for F1uo·3 (44~ Total mitocbondrial caJcium was 
estimatcd by alomic absot-ptiotl spoctTopholomemc ana.lysis. 
using CaCO) as standard [23]. 

1~U380 binding to isolated h .. rt subcelluler 
fraction. 

Cootrol hearts wcre used to evaluatcd the ¡nhibilor btndins. 
lo subccUular (nll:tioos. Heart.s were peñuscd wiili 2.SO nw 
lC)Rul6O for 30 m.i..n and then wasbcd with a K.H solution 
contai.ning 250 ow unlabdcd Ru)60 for an additional 
3{) mm. lo eliminate noospccIDc iDbibitor bindin¡. Cardillt; 
tissue was bomogcnizcd iD isotation mcd1um and the mito­
chondria and microsomal &aetioo 'tIo'Cfe obtaincd by diITer­
ential centrifugation [9,45]. Mitoehoodria purity was 
evaluated by mea.suring cytoc.h.rome ox)d.asc activity 
(EC 1.9.3.1), as dcscribcd by Fergwoo-MiUer (46~ while 
mkrosomal fraction PurilY wu estimatod by cvalu.at­
ing I>-gtucose~bosphale pbospbohydrolasc activity 
(EC 3. \.J.9), aoconllilg lo Colilla ti al. (47]. Tbe wcolem­
mal membraoe cootrol in the mX:rosomaJ fract.ion W8S 

deten:nincd by measuring the activity of 5'-ribooucJeotide 
pbOipbohydrolase (EC 3.1.3.5), aooording to a metbod des· 
cribo:! by Glastris & PfeiITer [48]. 

Calcium tr8nsport in SRV 

A microsomal rmetioo eorictlcd with SRV was oblaiDcd 
foUowing the method of Tate el al. 145] and eva1uatcd for 
A TP--depcndenl cak::ium uptake. Tbc sampks 'lW:rc incuba· 
tcd for 60 min iD a burre:r cootaining 0.1 mM Ka, 20 mw 
TriY'maJate, 1 m.M EGTA, pH 6.8, plus SO ¡u.t rree 4'eal+ , 
with or wilboUI 300 ¡.u.c ryanodi.n.e (Ryan), a.nd 10 ¡.IW 
RuU(! or 10 ¡.u.c RR. Calcium uptake was initiatcd al 2S oC 
by lhc a.dditiOfl of \O volumes or a solution cont.aining 
0.25 w Ka. 20 mN Hepes, pH 7.4, supplerocntcd with 
5 mM Mg-ATP, lO mN sodium oxaJate, 5 nu4 sodium 
azidc, I mM EGTA and 20 ¡.IJi14 rree cakium. 

Calcium effiu.x iD SRV 'Nas estimatod as rctained "'Ca2+, 
\!Sing the lochn..ique dc:sc:ribcd by Mcismer & Hendcnon 
[49]. Briefl.y, SRV wett pas:s:i.vely loa.ded with S mM -4Sea2+ 
(0.1 mC¡·mL-1

) rOl 2 h at 22 oc. SRV werc dilutcd ISO-fold 
in an iso-osmolar mcdium containing 0.1 w Ka, \O mM 
Tris·malat.c, 1 mM EGTA aOO SO ¡.1M rree caJcium, pH 6.8. 
Retaiocd -4SCa2+ wa.s detcnnioed by filtration al dilTercnl 
liInc-points. Ma.ximal loading for each conditioo was 

obtaiocd by dilutiDg the vesicb 1010 a 101utioo conwning 
high c:alc.ium (Le. 0.1 M Ka, 10 mJ04 Trislmalatc and 5 mM 

eaa" pH 6.8). 

G. de J . G8rciit-Rivas 91111. 

l'HlRy8nodine binding 8s.s.1ys 

High af'finity ¡lH]Ryanodine bindiog was detcrmincd by 
usin¡ SO ¡.Ig or SRV protcin a.nd 6 nM or 1)HjRyanodine 
(57 a mmol- l; NEN, Bostoo, MA, USA). SRV were 
iDcubatcd ror 2 h at 25 oc iD 100 ¡.IL or a standard incuba· 
tion mcd.iurn, containing 0.6 w Ka, 20 mM Hepcs-K, 
I mM EGT A, pH 6.8. SuI1icicol eaCl: wu addcd lo tbis 
solutioo 10 bave cithet 100 nM or 100 ¡.1M free caJcium con· 
eeollations, lo either dose or fully open RyR. respectivel)'. 
To test the eITc:ct of RR aOO Ru)t,() 00 ryanodine receptors, 
both compounds werc Bddod al a final conccntnltion of 
10 )l.M ami iDcubatcd for tbe iDdicatcd time. Then, aliquou 
'NCfe tiHetod through glass-tibcr fillers (Whatmao GF/C, 
Oiftoo, NJ, USA), trca.tcd with 0.3'1. (vlv) polycthyJcoimine 
and washed Mee with cold washing buffer (10 mM Hepe.s, 
100 mM. Ka, pH 7.4). Radioactivity retained in !he filters 
wa.s measured iD a scintillation counler and nonspcciñc biDd· 
ing was detcrminod with 20 ¡.1M ryanodine. 

Statistics 

The results are expres.scd as mca..o ± SE. Signific:aoce 
(P " 0.05) was detennined for disctete variables by ana.lysis 
or va.ria.nce (ANOVA), usin¡ the PR.lSM 1M (GrapbPad, San 
Diego, CA, USA) programo 
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canales mitocondriaJes de K...TP y cardioprotecciOn 

ABSTRACT 

Ischemic preconditioning (¡Pe) is an effective sftuation for reduclng heart damage bigger by ischemia 

reperfusion. ¡PC consists of exposing heart to a single or multiple brief periods of iscflemia before tne 

occurrence of more prolongad ischemic insult, which othetWise would lead to massive myocardial 

damage and call death. Comprehensive data suggest the participation of ATP~sensitive potassium 

channels In IPC protection. AIttIough this type of channels is present in both the sarcolemmaJ and the 

inner mitochondrial membrane of heart cells, the evidenee reviewed here suggest that the 

mitochondrial channels and not those present in '!he sarcolemma, conbibute to the cardioprotection. 

The pharmacok)gical modulation of these c:hannels is emphasized. 

Keywords: cardioprotection, mitochondrial potassium channels, diazoxide, reperfiJsion injury. 

RESUMEN 

Una de las estrategias más efectivas para proteger al corazón del daflo por reperfusión es someterlo 

a uno o varios per1odos cortos de isquemia antes de una isquemia prok>ngada y severa, que pueda 

conducir al dano miocárdico y a la muerte celular. Esta estrategia conocida como 

precondicionamiento isquémico (PCI) se basa en la activación de diversos mecanismos cuya 

importancia se encuentra actualmente bajo discusión. Se ha sugerido que los canales 

mitocondriales de potasio sensibles a ATP, participan en la proteccJ6n derivada del Pel. En esta 

reVisión se presenta información reciente que sustenta esta hipótesis y enfatiza la modulación 

fannacol6gica de este tip!;) de canales. 

Palabras clave: cardioprotecci6n, canales mitocondriales de potasio, diaz6xido. dano por reperfusión. 



INTRODUCCiÓN 

Nuestro conocimiento de la fislologla de \os canales iónicos ha aumentado enormemente durante los 

últimos 20 anos, debido a los avances en las téa1icas .de medición de canal único '1 de clonación 

molecular. Hasta ~ momento más de 50 diversos canales de potasio se han ldentiftcado y de 

acuerdo a sus caractertsticas estnJcturales se han aaslficado en al menos dos grandes grupos. Los 

canales formados por protelnas con seis dominios transmembranaJes, que incluyen a los 

dependientes de vollaJe (Kv) y a los C8J1ales de polasio activados por calcio (Kc.) y los canales 

formados por 2 dominios tral'Ismembranales, que agrupa a Jos rectificadores entrantes (Kir), a los 

acoplados a prote{nas G y a los canales de potasio sensibles a ATP (K".r,,) (1) , Este ú/timo tipo ele 

canales se identificaron hace veintidós al'\05, por Akinori Noma en parches de membrana 

plasmética de cardlomiocitos ventriculares. Posteriormente fueron encontrados en otros tejidos 

incluyendo ~ cerebro. el m(¡sculo liso y esquelético, el endotelio y el páncreas, órgano en donde se 

les ha relacionado con la seereci6n de la insulina. Ya que estos canales se activan al d~Jnujr la 

concenb"aci6n de A TP Intracelular '1 acoplan el metabolismo miocárdico con la actividad eléctrica, se 

propuso que durante la hlpoxia estos canales podrlan servir como un mecanismo endógeno de 

cardioprotección, al acortar la duración del potencial de acción y limitar la. entrada de calcio a las 

células card~s (2). Hasta 1994 se asumla que éste era el mecanismo de acción del 

precondicionamiento isquémico (Pel) y que el efecto protector de los agon~tas de los canales de 

K.t.TP contra el dafto por reperfusi6n se debla a su acei6n sobre dichos canales. Sin embargo, a partir 

~ trabajo de Yao y Gross se acumularon evidencias de que el efecto protector no siempre 

correlacionaba con la reducción d~ potencial de acción, situación que Implicaba la existencia de sitios 

adicionales, posiblemente intracelulares, para explicar el efecto protector de estos agonistas (3), 

los canales mitocondriales de potasio sensibles a ATP (m~TP), se describieron por primera vez 

por Inoue '1 ~ en 1991 en mitop/astos gigantes preparados a partir de mitocondrias de 

hlgado de rata (4). Este grupo reportó que la conduclancia de estos canales (alradedor de 10pS en 

100 mM de potasio en la matriz y 33 mM en el cltosol), era Olactivada reve",iblemente por ATP Y 

además compartlan antagon~tas con los canales de membrana plasmética. Un aoo más tarde, 

Paucke en el laboratorio de Keith GaMid, aisló y purtflc6 parcialmente un canal mltK,.TP de 

mitocondrias de corazón de res y demostrO que estos canales tenlan caracterfsticas similares a los 

de la membrana plasmática. Sin embargo, observó que su función estaba relacionada 

principalmente con el control del volumen de la matriz mitocondrial y no con la regulación de la 

actividad elédrica como se habla descrito para los canales de K...". de la membrana plasmética (5). 

A! estudiar ~ efecto de los inhibidores Y activadores de estos canales sobre algunas funciones 

mitocondriales, se dio la pauta para establecer una estrecha relación entre los canales m~ll' Y la 

cardloprolecciOn, lográndose explicar la paradójica observación, de que algunos _ de 

canales de K...". protaglan durante la reperfusión post-isquémica, sin alterar la actividad de los 

canales de K...". en.1a membrana plasmética. 



Canales mitKATP y cardioprotección 

La adaptación ~ corazón a la hipoxia crónica como estrategia de cardioprotecci6n, resultó de una 

serie de estudios epldemlotógic:os a finales de los cincuentas que mostraban una disminución 

significativa en la Incidencia de Infartos miocárdicos en personas que vivlan a gran altura. Estas 

observaciones fueron confinnadas en estudios experimenta6es, usando una dlmara hipob;1rica, 

mostrando que dkha condtclón limitaba el tamano del infarto miocá.rdico (6). Después ele un gran 

periodo de escepticismo, Char1es Murry en el laboratorio de Robert Jennlngs encontró que 4 clclos 

breves de oclusión coronaria antes de una oduslón de 40 minutos, reduclan el infarto en un 75% (7). 

A partir de estos hallazgos, este fenómeno fue llamado PCI y se convirtió en una de las estrategias 

más efectivas para proteger al corazón del darto por reperfusi6n . los mecanismos de 

cardioprotecd6n generados por el PCI, se encuentran aún bajo discusión; ,s;n embargo, diYefSOS 

estudios sug5eren que Jos canales K..w pudM!ran estar involucrados, pues se ha determinado que 

durante kJs cidos breves de hipoXia estos canales se activan. Adicionalmente el tratamiento con 

activadores de estos canales reproducen el efecto protector del PCI , mientras que los bloqueadores 

de los mismos evitan la protecclón del PCI. 

En 1997 ~ grupo de Gar1id presentó el primer trabajo en el que se mostraba evidencia directa de la 

relación entre los canales mitK,..TP Y la cardioprotecdOn. Este grupo de investigadores reportó 

que la farmacok>gla de los canales de K.t.w de la membrana p lasmática y la de los canales mitK,..T1' 

era sorprendentemente diferente al analizar ~ efecto protector contra el dafto por reperfusiOn de la 

sulfonamlda dlaz6xkio. Este compuesto demostró tener una potencia 2000 veces mas atta sobre los 

canales mitocondrisles (Ko.a=O.4~M) que sobre los de sarcolema (855IJM). El espectacular efecto 

protector del dlazó>ódo fue bloqueado por la glibenclamida y otros antagorüstas de los canales de 

K.t..TP. Estos resultados sugerfan que el diazóxido y otros abridores de canales de K.t.T1' interactUan 

con los canales de la mitocondria para producir el efecto cardioprotector (8) . En conoordancia con los 

resultados de Gar1id '1 colaboradores, estud ios en ellaboratono de Eduardo Marbán han demostrado 

que el diazóxido es un abridor selectivo de canales mitK,..TP '1 que el 5-hidroxidecanoato (5-HO), es 

un bloqueador también muy especllico para estos canales y capaz de suprimir el efecto protector 

del PCI (9). 

Adicionalmente se ha sugerido que los canales K.t.TP del sarcolema no están involucrados en el 

mecanismo ~ PCl, ya que novedosos y selectivos bloqueadores de los canales I(".w de la 

membrana plasmática como el HMR1883, no inhiben el pel como los hace el 5-HO (10). 

Fannacologla d& los canales mttKA~ 

la naturaleza antipática de Jos abridores Y bloqueadores de los canakls ~T1'. hace que interactúen 

con diversos blancos intracelulares generando efectos inespecfficos que com.pI1can la interpretación 

de los resultados. En la tabla 1, se resume la selectividad de diferentes agonistas y antagonistas 

sobre canales sarcolemales o mitocondriales. De acuerdo con los hallazgos encontrados en 



cardiomiocitos y en mitocondrias aisladas, los compuestos más selectivos para los mitK,.TP son el 

diazóxido, el nicorad il y el BM5-191095 que tienen una actividad muy baJa sobre los canales de 

sarcolema. existe un grupo de abridores de canales de ~TP (e.g. cromacanm, IevocromacaHm, 

EMD60480, EMD57970, plnacidil, el sulfato de mooxidil y el KRN2391) que producen efectos en el 

rango submicromom pero que no pueden discriminar entre los dos tipos de canales. En cuanto a los 

bk.lqueadores la glibenclamida actúa sobre ambos, el HMR1098 ha mostrado ser un bk)queador que 

preferentemente inhibe los canales en la membrana plasmática. En contraparte, el 5-HO inhibe 

se}ectivamenle k)s canales mitocondriales ron efectos minimos sobre los canales ~TP del sarcolema. 

Sin embaryo, las condiciones experimentales en la que se realizó esta caracterización, parecen ser 

importantes en la selectividad de estos compuestos. Por ejemplo, el diazóxldo no es muy potente en 

los cana1es ~TP en al sarcolema de células cardiacas; sin embargo, es un activador muy eficiente 

sobre las isoformas de Jos canales de ~TP de células pancreáticas y de musculo liso. Por eUo los 

posibles arectos de estos compuestos sobre la disminución del infarto miocérdico podrfan Ir ~s 

alla de los blancos no mitocondrfales en otros órganos y sistemas. 

Complicando aún más este panorama, la selectividad de estas drogas puede alterase por 

condiciones patológicas. Por ejemplo, durante la Isquemia como resultado de cambios en la 

concentradón da los fosfatos de alta eoergla o por cambios en el pH, la sensIbilidad a abridores de 

canaJes ~TP parece aumentar. Otro haHazgo sorprendente es que el ~oqueador 5-HO en astas 

condiciones, i.e. [ADPJ=1 mM a pH 6.6, puede activar los canales m~K..".(11) . 

Pasa estabJeoer el potencial terapéutico de estos fflrmacos debe examinarse la selectividad de 

estos canaJes en condiciones fislol6gicas asl como en c:ondieiooes de Inhibic;On metabólica durante 

la isquemia para evaluar su participación en el efecto protector. 

Mecanismo de cardioprotección 

Desde 1998 se han planteado diversas hipótesis sobre el posible mecanismo de protección de los 

canales m~TP. Oictlas hipótesis no son excluyentes unas con otras ya qua es probable que todas 

contribuyan a la preservación de la función mitocondrial y contráctil en el corazón. Existe evidencia 

axperimental qua fortalece la posibilidad de que los canales m~TP disminuyan la sobrecarga de 

calcio mitocondrtal, la produc:cton de 8&pecles reactivas de oxigeno (ERO) y la apertura del poro de 

transición de la permeabilidad mitocondrial (PTPm), fenómenos que llevan al etano miocárdico y cuya 

relación con los canales mitK,.,TP se revisa a continuación. 

A) Disminución de la sobrecarga de calcio 

Durante la reperfusi6n la producción de ERO en la mitocondria induce la lipoperolCidaci6n de 

membranas provocando un aumento en la concentración de calcio intracelular, debido 

pMcipalmente a su liberación de racept1iculos endOgenos como el retlcuto sarcoptasmico. El 

aumento en el caJcio intracelular tiene como consecuencia la acumulación de calcio en la matriz 

mitoc::ondria" Esta ,aumento de calcio en la mitoc;oodria genera un cido fútil de ~beraci6n-fecaptura 



en el que se pterde energla , pues la entrada de calcio en la mitocondria es dependiente de un 

grachente ekktrico transmembranaf negativo en el interior. lui y colaboradores sugirieron en 1997 

que bs abridores de mltK...TP podrian disminuir la acumulación de calcio mitcx:ondrial durante la 

reperfusiOn (12); 8$ta hipótesis fue confilmada el siguiente ano por el grupo cie Terzk: (13) que 

determin6 que el dlaz6xido y el pinacldil disminuyen la velocidad de entrada de calcio a las 

mitoc:ondrias aisladas y que este efecto es inhibido por 5-HD, este fenómeno de abibuyó a la 

despolarizaci6n pardal (1G-25mV) del gradiente eléctrico transmembranal que ocumo como 

respuesta a los abridores de canales mlt:K...TP. Este mecanismo se ha estudiado recientemente por 

nuestro grupo, utiizando inhlbidores especlficos del transporte de caldo mitocondrial. Nuestros 

resultados muestran que la disminución en la velocidad de entrada de calcio a fa mitocondria esta 

asoclada a un impresionante efecto protector contra el dat\o por reperfusión (14). 

B) Aumentoldiamlnución en la producción de ERO 

Las ERO tieflen un pa~ esencial y a la vez contradictorio en el PCI y en la protecd6n mediada 

por los ablidores de 60s canales mttK.-.TP. fJ.J parecer la protección a través del PCI esté mediada 

por la generación de ERO, por mecUo de vlas activadas por radlcaJes libres que regulan 

princlpaknente a la protelna dnasa e (PKC) por medio de un mecantsmo aún no determinado (15). 

Adicionafmente diversos grupos han reportado que la protección por abridores de canales de K,.TP, 

es mhlblda por atrapadores de radicales libres. En contraposición, se ha demostrado que las ERO 

producen un dano irreverslble a las células cardiacas durante la reperfusí6n y se ha obtenido 

evidencia experimental que apoya la hipótesis de que el pel disminuye la producción de ERO en la 

mitoc:ondria (16). la contradicción entre los resu ltados obtenidos por diferentes grupos hace 

necesario obtener pruebas adicionales que puedan aclarar la participación de este mecanismo en el 

pel . 

e) Apertura del PTPm 

la transición de la penneabilidad mitoc:ondriaJ es reconocida recientemente como una ele las v/as 

centrales de dlvenos procesos fisIopalol6glcos. El poro de la tran.IcIOn de la penneabilidad 

mitocondrial es un megacanal de gran conductancla (-120 pS) que tiene múltiples estados de 

subconductancia y un diametro de poro de • 2nm (17). la apertura del PTPm se favon:Ice bajo 

diversas condQone:s pero principalmente debido a la acumulación de calcio en la matriz 

mrtocondrial, acompat\ada de la disminución en la relaci6n ATP/ADP y a un aumento en la produc:d6n 

de ERO. la apertura irT8vers~ del PTPm durante la reperfusiOn transforma a la mitocondria, de 

prindpal productor de ATP a consumidor, acelerando la debacle energética y promoviendo la muerte 

e8ular. AdK::ionalmente, la apertura del PTPm provoca hinchamiento mitocondrial que causa la 

ruptura de la membrana intema y libera molécUlas pro-apoptóticas que se encuentran el espacio 

intermembranal, I.e. dtocromo e, SmacJDlABlO y Ende G que promuevan la muerte celular a través 

de un rnec:a.nfsrno dependiente de caspasas. La inhibiclOn de la apertura de PTPm por 



bloqueadores especlficos y por el pel , constituye un paradigma en cardioprotecci6n . Sin embargo, 

muy recientemente se ha demostrado que un estado transitorio de baja conductancia de este poro es 

un pterrequlsito para que el PCI y los abridores de los mitK.-,1l' puedan ejercer su efecto protector. 

Esta conductancia transitoria puede limitar la acumulación de calcio en la matriz, favoreciendo la 

salida de calcio y generando las ERO, que activan protefnas cinasas implicadas en el mecan~o de 

protección del PCI (18). Una representación esquemé.tica del papel de esta apertura transitoria del 

PTPm se presenta en la figura 2. 

Estructura molecular de los canales mttK"TP. 

La estructura de la protelna formadora del canal en la mitocondria es muy controversial y hasta el 

momento no se han obtenido resultados definitivos. En general, la actiVidad de entrada de potasio 

se ha observado en liposomas reconstituidos con prolelnas mitocondriales con pesos entre 50 y 60 

KDa. En estos proteoliposomas se ha identificado una proterna de 54 KDa que podrra ser un 

componente de los canales mitK,.TP (5). Adicionalmente, se ha sugerido que los canales mitK.-,1P 

pueden estar constituidos por subunidades de canales rectificadores entrantes (Kir) en asociación 

con un receptor de sulfonilurea (SUR). Esta hipótesis está sustentada por experimentos en los que 

anticuerpos contra Kir6.1 reconocen a una prolelna de 51 KDa en preparaciones mitocondriales de 

la membrana interna (19) . En contrapos1ci6n , la protección del PCI en corazones de ratones 

knockout para Kir6.1 y Klr6.2 se mantuvo Intacta sug iriendo que estas subun idades no fonnan parte 

de los canales mttK...1P (20). La posibilidad de que un SUR pueda constituir este canal se sostiene 

con base en diVer.ws reportes que muestran que las membranas mltocondriales presentan sitios de 

baja unión a sulfonilurea y por la presencia de una protelna de 63 KOa con esas caracterlsticas de 

unión (21). Recientemente, el grupo de Eduardo MarWn en 8altimore desaibiO que la enzima del 

cldo de Krebs succlnato deshidrogenasa (S OH), que se encuentra formando supercomplejos 

maaomoleculares en la membrana intema mitocondrial ser purificada y reconstituida en liposomas 

o en btcapas lipidicas, mostró actividad semejante a los canales mitK...w. Esta actividad no solo es 

sensible a ligandos de los canales m~w sino también a Inh ibidores de la SDH. Usando la técnk:a 

de co-inmunoprecipitacl6n, este grupo identiftcó al menos cuatro protefnas que interactúan 

flsicamente con la SDH: la protelna mABC1 (por su nombre en inglés ATP-binding cassette protejn 

1), el ANT, la ATP slntetasa y el acarreador de fosfatos. Una fracdón que contenra este 

supercomplejo fue incorporada en l iposomas y mostró actividad semejante a los canales mitK,.w 

sensible a 5-HD. Estos datos sugieren que este compk!jo formado (al menos) por estas cinco 

protelnas de la membrana interna mitocondrial es el componente estructural y funcional de los 

canales mitK,..", (22) (Figura 2). 

Conclusiones 

El potenclal farmacológico y terapéutico de los canales t(".w resutta de mucho interés para el 

tratamiento de ~ patologlas asociadas al dar\o por isquemía- reperfusión en el corazOn. Sin 



embargo, falta comprender con mayor detalle los mecanismos Que producen su efecto protector 

durante la reperfusi6n miocárdica. La participación de los canales mitocondriales en el mecanismo 

protector, esta apoyada por mucha evidencia farmacológica. Sin embargo, es indispensable la 

purfficaci6n y la caracterizaci6n de estos canales, para contribuir al desarrollo de tarmacos más 

selectivos para un posible tratamiento cHnice, ya Que la mayorfa de los abridores de los canales 

K,.n> tienen poca selectividad tisular y por ello su uso en la cllnica es limitado. 
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Tabla 1. Efecto diferencial de los abridores y los bloqueadores de los canales de K.-.TP sobre k)s 

canales de mitocondria (mitK...w) y los de sarcolema (l<.Aw). 

Abrido .... de canales de K 

Diaz6xido 

Nicoradil 

BM5-180448 

BM5-191095 

Cromacalima 

EMD504W, EMD57970 
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Sulfato de minoxldil 

Siklenafil 

lsonurano 

Apricalima 

MCC-134 

Levosimendan 

Bloqueadores de canal .. de 

K 

5-Hidroxidecanoalo (5-HD) 
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Glibendamida, glipizida, 
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Tabla 1. Los abridores de canales, diaz6xido, BMS191095, BM5-160446 y los inhibidores 5--HD y 

MCC-134 han mostrado selectividad sobre la forma mitocondrial. mientras que la glimeplrida y el 

HMR·1883 son más seJectivos para los canaJes de membrana plasmática. (V) Significa que el 

abridor o bloqueadOf muestra actividad sobre la protelna; (x) que el compuesto no mostró ningún 

efecto. En algunos casos, la selectividad depende del tipo de célula y de las condiciones 

experimentales . •• El Diazóxido puede activar los canales K,.TP a altas concentraciones o 

cuando la concentración de ADP es alta; b. B nicoradil activa los canales!<,.TP a altas 

concentraciones: c. El 5-HD inhibe los canales K.Aw a bajo pH; d. La Glimepirkla inhibe los 

ca.nah9s K.-.TP. pero no inhibe la card;oprotec::ci6n; e. HMR-1883 bloquea los canales !<,.TP. pero 

no inhibe el PCi. (Modificado de O'Rouke B (2004) Cire. Res 94:420432,) 



Figura 1. Esquema hipotético en el que un estado transitorio de baja conductancia del PTPm, 

puede producir pel. La estructura del PTPm induye al canal ani6nico dependiente del voltaje 

(VDAC), el translocador de adenin nucle6lidos (ANn y la ciclofilina D (CFD). El PCI y los 

abridores de canales mitK,.,.. producen una apertura transitoria del PTPm, que protege al 

corazón por medio de la reducción de la sobrecarga de calcio mitocondrial y facilita la 

senalizaci6n del PCI a través de las ERO (modificado de 1 B). 

Figura 2. Representaci6n ésquematica del supercomplejo mitocondrial que presenta actividad 

de canal mi1K,.,TP. El complejo contiene al menos cinco proternas: la protelna mA8C1 (por su 

nombre en inglés ATP-binding cassette protein 1), el translocador de adenin nucle6tidos (ANT), 

la ATP sintetasa (ATPasa), ~ acarreador de fosfatos (AP) y la succinato deshidrogenasa 

(SDH), La subunidad formadora del poro del canal no ha sido aún caracterizada. 
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Summary 

1 Mitochondrial Ca2+ overload during reperfusion after transient ischemia induces open ing of the 

mitochondrial permeablllty transition pore, promoting myoc.ardial irreversible damage. We examined 

the effect of the oxygen-bridged dinuclear ruthenium amine complex (RLI3IIC)), a selectiVe inhibitor of the 

mitochondrial caJclum uptake system, in a rat model of ischemialreperfusion injury. 

2 Myocardial reperfusion injury was induced by a 5-min occlusion of the left anterior descending 

coronary artery, foUowed by a 5-min reperfusion in anesthetized open-chest rats. We measured 

reperfusion induced-arrhythmias, mariter enzymes of tissular damage and m itochondrial integrity 

parameters to evaJuate the effect of Ru.. treatment. 
3 Repetfusion elicitad a high incidence of arrhythmias, hemodynamic dysfunction, tissular damage 

and loss of mhochondrial integrity. A intravenous injection of RlJ3eo (27.5 ~g kg-'). given 30 min before 

reperfuskm, s~nificantfy avotded tIle damage in the jschemlclreperfused myocardium. Calcium 

uptake in tsoIated mitochondria from RU3(¡O.treated ventrdes was partially diminished, indicating an 

interaction of this compound with the calcium uniporter. 

4 These results demonstrate that Ru. induces card ioprotection in a whole rat model, and thereby 

could be introduced as a promissory alternative drug in reperfusion therapy. 



Keywords: mitochoodria; reperfusion injury; calOum uniporter; RuJ6O; permeability transiDon pore; 

an1'lythmias; calcium overload. 

AbbrevlatiOna: Ru.,. the oxygen-bridged dinudear rutTlenium amine complex; ROS, reactive 

oxygen-derived spedes; [Ca2'k, cytosollc calcium concentration; [Ca21m. mitochondrial calcium 

concentrcltion: mCaU, mitochondrlaJ calcium unlporter. mPTP, mitochondrial permeabiJity trcInsition 

pore; RR, nrthenium red: tlR, the ischernialreperfusion group; IIR+Ru3IIQ, tIle R\J;)ecr b'eated group; 

SAP, systemic arterial pressure; HR, heart rate; vr, venbicu lar tachycardia; VF, ventricular fibri llatlon; 

CK, creatine kinase, LOH, lactate dehydrogenase; ICP-OES, i nductiv~y coupled plasma optical 

emission spectrosc:opy; Re, RespiratOl)' control; e SA, cycJosporin A. 

1. Introduction 

Mitochondrial oxidative phosphorylation entirely provides all the energy required for the contractile 

process. Thts energy accounts for more than 90% of the myocardial energetic demand (Mootha et 

al., 1997). Under patllological conditions such as ¡scherna, mitochondrial ATP synthesis ls abollshed. 

resulting in severe damage to the integrity of heart cells. Al reperfusion, abrupt re-oxygenation causes 

further cell damage by reactive oxygen-derived spectes (ROS) (Ferrari et al., 2004). ROS affect the 

sarcoplasmic reticulum and the sarcolemmal membranes, increasing cyt~ic calclum concentration 

«(Ca21c) (Krause et al., 1989; Dixon et al. ,1990) and consequently the mitochondrial calcium 

concentration ([Ca~ (Miyamae et al., 1996). At high (Ca~, mitochondria undergoes through 

calcium release and re-uptake energy<:onsuming futi~ cycles, because tIle proton-driven energy from 

tIle respiratory chaln is used for cation transport instead for mitochondrial ATP production (Saris & 

Carafoli, 2005). In addltion, mitochondrial calclum over1oad triggefS a non-specffic increase in the 

inner membrana permeability, W'hich contributes lo the uncoupUng of o.lddative phosphorylation and 

thereby to a dimlnlshed ATP synthesis. Recent reports also indicate that mitochondria undergoing 

non-specific membrane penneability trnnsitlon, release intramitochondrial moJecules that partitipate in 

the apoptotic death signaling, i.e. cytochrome c. SmaclDlABlO and the apotosis inducing rador 

(Regula & KiMeobaum, 2004). 

On the other hand, it has been suggested that an earty mechanism by whdl tschemk: precondition ing 

exerts its beneficlal effects in the post-ischemic heart, is tIle open lng 01 mitochondrial ~-ATP 

channels, which dissipates the tnner mttochondrial membrane potential and reduces ttJe dri .... ing force 

ter Ca2
+ influx ttJrough the mitochondrial calcium uniporter (mCaU) (Vellon & Downey, 2003; 

O 'Rourxe, 2004). Clearly, this molecuie has been a critical target for cardioprotective approaches. In 

this sense, ruthenium red (RR), a classical inhibitor of the mCaU, has shown protective effects 

against reperfusion injury in rat hearls (Ferrari et al. , 1982; Carry et al. , 1989; Miyamae et al., 1996); 

however, this compound Interacts wtth many proteins related with the excitation...conlracüon cycle, 

attering the contractñe response in normal hearts and affecting other excitable tissues [Zhou & Bers, 

2002; VeIasco & T,p¡a, 2000). 



RecentJy, we demonstrated tilat RU360. a RR analog exerts specific inhibition on the mCaU, preventing 

mitochondriaJ permeability transition pore (mPTP) opening when perfused into the isolated heart at an 

IC",= 1 ~M (Gart:la-Rivas el al .. 2005). 

Based on the aforementioned, in the present study we exp40red lhe efficiency of th is compound to 

proted against ischemia-fepeffusion damage in an in vivo rat model. Qur results suggest that RU360 

could be considered a stroog candMiate to be used as a pharmacok>gical agent against post-ischemic 

injury, as it exerted protection against mitochondrial cak:ium over1oad in a whole animal model. 

2. Methods 

2.1 Animal groups 

A11 procedures and protOcols were performed on male Wistar rats weighing 250-300 9 in accordance 

with !he Gutde for!he Care and Use of Laboratory Animals published by the U.S. Nationallnstitutes of 

Health (NHI publication No. 85 (23) revisad 1996). The rats were randomly dMded into three groups: 

(1) The control group (n=20) was subjected to thoracotomy, but not to the ischemia/reperfusion 

protocol. (2) The ischemla/reperfusion group (IIR, n=23) rec:eived saline solution (0.9%) ter 30 minutes 

before ischemia and was subjected to !he reperfusion protocol. (3) The treated group (11R+Ru3fjO, 

n=26) was infused through the femoral ve jn w1th RlI3ao tor 30 minutes befare ischemia and then 

subjected to !he reperfusion protoc:cl. 

2.2 Ruthenium comptex .ynttlesLs 

Ru38CI ~ a coordination complex containing two ruthen ium atoms linked by an oxygen-bridge and 

surrounded by amine groups that form a near1y linear structure (Figure 1). To synthesize th~ complex, 

we followed !he procedu", described by Ying el al. (1991). The purified preparation was sI~htly 

yellowish and exhibited a single ,v"ax at 360 nm. Commercial ruthen ium red (RR) was purified by the 

technique desaibed by Luf't (1971), This preparation was not conlaminated with R~. A single 

absorption peak at 533 nm was observed with distilled water. 

2.3 In vivo raperfuskH1 protocola 

Anesthetized rats with sodium pentobarbital (55 mg kg·' i.p.) were intubated and air-ventilated (10 ml 

kg'1, 72 breaths min·') ustng a rodent resplrator (model 663, Harvard Apparatus). The arterial pressure 

was measured through a can nula inserted ¡nto the femoral artery and connected to a hydrostatic 

pressure transducer. The ECG was monitored by -using three platinum efectrodes placed at 011 

standard position. Arterial pressure and ECG were recorded whit a potygraph modeJ 79-0 (Grass 

InstnJment Ce. Qulncy, Mass, US). The femoral vein was canulated for the admin~tration of ruthen ium 

complexes. Once systemtc arterial pressure (SAP) and heart rate (HR) were stabilized, a bolus of the 

ruthen ium compouncls er the correspondlng saline soIution volurne was administered to the rats. The 



heart was exposed by a left thoracotomy at the fourth intercostal space. Regional ischemia was 

produced by a Jigature (fX) si1k) around the left coronary artery approximateiy 2 mm from its origin, 

according lo the method of Setye et al. (1960). Myocardial ischemía was oonfinned by the 

appearance of regional cyanosis, akinesia or OOlg lng in the epicardium distal to the ligature. After 5 

minutes of isdlemia, tne ligature was loosened to restore blood now to too myocardium. Reperfusion 

was confirmed by the color change in tIle venbicular surface, from cyanosis to hyperemia and by tIle 

appearance of ventricular tachycard la (VT). The heart was reperfused for 5 minutes accordlng to 

previous reports, to obtain an irreveISibJe damage, characterized by a hJgher incidence of reperfusioo­

induced VT and venbicular fibri llation (VF) (Manning & Hearse,1984; Parra et al., 2005). The 

incidence and time course of arrhythmlas were compared among groups and they were dassified in 

agreement with the Lambeltl Convention (Walker et al., 1988). 

Al tIle end of tha reperfusion protocol, serum ~vels of creatine kinase (CK) (E.C. 2.7.3.2.] and lactate 

dehydrogenasa (LDH) [E .C. 1.1 .1.27.J obtained from blood of the 18ft ventricular cavity, were 

measured lo detennine tIle eldent of t1ssu/ar injury as previously described (Arteaga el al., 1992). 

2.4 Measurementa of mttoehondriallntegrity. 

Ischemic heart tissoe from the left venbicle was minced and homogenized in 150laoon medium, 

containlng (in mM) KCI (125), EDTA (1) and HEPES-HCI (10), pH 7.3. The mttochondrial fraction was 

obtained by differential centrifugation as previously described by using the protease Nagarse (Garcia­

Rivas el al. , 2005). Mitochondrial oxygen oonsumption was measured us;ng a Claril:-type oxygen 

electrode (Yellow Springs lnstruments, OH, US). The experiments were carried out in 1.5 mL 01 

",splrabon medlum, containing (in mM) KCI (125), HEPES-HCI (10) and KH2P04-TRIS (3), pH 7.3. 

State 4 respiration was evaluated in the presence of 10 mM succinale, plus 1 ~g mL·1 rotenone. Stale 

3 respiration was measored after adding 200 ~M p.nP. Respiratory control index (RC) was calculaled 

as tIle ratio between state 3 and state 4 rates. ADP/O ratio was calculated as nanomoles 01 added 

ADP dMded by nanograms of oxygen used during state 3 respiration. 

Mitochondrial aconitase activity [E.C.4.2.1.3] was determined spedropholomebically, by monitoring 

the disappearance 01 c:is-aoonitate at 240 nm (t= 3.6 mM'l cmo1
) (Hoerter et aL, 2004). Cne milliunit 

(mU) was (lefined as the amount of enzyme that consumed 1 nmol cis-aconitate par minute. Protein 

content was measured by the Lowry el al. method (1951). 

2.5 M ... uremant of mCaU activity 

Mitochondrial caldum uptake was measured using 45caClz (speciftc activity 1000 cpm nmor1
) using 

tile filtration techniQue. Briefly, 0.5 mg of mitochondria were inctJbated in assay medium at the 

indicated times. Al/Quots were withdrawn and filtered through 0.45 IJm pore size Millipore filters and 

tne radioactivity retained in \he Mer was measured in a scintillaoon counter (Beckman, CA, US). The 

assay medium contained (in mM) KCI (125), HEPES-HCI (10), 10 succinate (10), KH2P04-TRIS (3), 



EGTA (0.5), 1 ~g mL-l of rotenone and 50 ~M of free calcium, calculated by using the Chelator 

program (Th. Schoenmakers, Nijmegen, Nether1ands), pH 7.3. 

2.6 DalanninatiOn o, RUHO concentraUons In blood and myocardlal tisaua 

Anesltletized rats under assisted respiration were trealed wilh Itle protective dose of Ru)110 for 30 

minutes. Then, at indlcated times blood aliquots were obtained from the }eft ventricular cavity befare 

Itle hearts were removed from the rat The hearts were mounted in a Langendorff apparatus as 

previousty descrtbed and washed for 10 minutes with cold Kreb$-Hense4eit buffer (Garcfa-Rivas et al., 

2005). Theo, the hearts were lyophilized and digested using $uprapure HNO,. HCI and 30% H20 2 

(6:2:1) (Merck Dannstadt, Germany). Rultleniurn conlent was analyzed by Inductively coupled plasma 

oplical emission spectroscopy (ICP-oES) at 240.272 nm single wavelength in a Simuttaneous Oplima 

4300 DV apparatus (Perkin Elmer, CT, US). Ruthenium standards (4-15 ",g L-1) were prepared from 

primary pure standards (1000 lJ9 L-1 (PeOtin Elmer, CT, US). For each samp6e group, independent 

calibration curves and bianks were preparad. No spectral interferences were deteded al 240.272 nm. 

RlJ3eocontenl was calcu lated based en tts reported molecular weigh1, i.e. 550.8 9 mor
l
. 

2.7 Data axpresslon and anatysis 

Data are expressed as the mean t SE. Variance analysis (ANOVA)"NaS used to compare dala on 

heart rate, bkIod pressure, duration of arrhythmias, mitochondrial activities and ca5cium transport 

among control, IIR and IIR+Ru~ groups. A P value of sO.05 was consldered statistically significant 

3. Resulta 

3.1 Effeet o, R~ on functlonal recovary of rat hearts after lschemla 

A striking feabJre in myocardial reperfusion is a considerable ¡ncrease in heart rate (HR), which 

reflects the appearance o, can:liac arr1lythmlas (del Monte et al., 2004; Tsuchihashi & eurtis, 1991). 

RlJ3eo elicited a dose-dependent response, reducing the HR when a bolus over 8.2 ll9 kg· l was infused 

into ,the rat befare ischemia. Al higher doses, i.e. 27.5 ).1g kg-l
, hearts recovered sinus rhythm after 3 

minutes of reperfusion. Treatrnent with saline soIution did not prevent reperfusion-induced 

armythmias. We compared the effectiveness of this compound against rultlenium red (RR), a related 

and widefy usad inhibitor of caJcium uptake, wfth known cardioprotective propertjes documented in 

difierent models (Ferrari et aJ .• 1982; Cany et al. , 1989; Miyamae el al., 1996). RR-treated rats 

showed a statistical significanl reduction lo HR al htgher doses than those of Ru3llO from of 0.4 to 4 

mg kg·l (Figure 2A). We aIso evaluated the incideoce of ventricular fibrillation (VF) in !he presence 01 

both compounds. This type of armythmias has been used as a alterian of Irreversible damage 



induced by reperfusion injury (Roh et al. , 2005). UR rats showed a 92% of incidence of VF. In 

contrast. Ru.,-treatment gradually diminished the incidence of VF, which disappeared at doses 

between 13.7 and 27.5 J-LQ kg"' . RR-treatment al$O decreased the incidence of VF at htgher doses (4 

mg kg·') (F~ure 28), enhancing myocardial recovery as previo<JsIy repoJte<j (Carry el aJ., 1989). 

Further expefiments wlth Ru.., 'Nef8 performed using a dose of 27.5 ).Jg kg·' . In UR rats, the systemic 

arterial pressura (SAP) decreased -ea% during the reperfuslon, wheteas in the VR+Ru3llO rats, the 

SAP was maintained (Figure 38). Increased HR (Figure 3A) COfTelated with a dlminished SAP in UR 

rats, indicating reperfusion-induced hemodynamic dysfunctions. Thefe was no significant difference in 

the total number of arThythmias that occurred during ischemia between VR and Rl.I:;wrb'eated rats 

(data no shown). However, In the IIR+Ru360 rats the incidence of arThythmias was significantly 

modified and the sJnus rhythm was recovered at the first minute of reperfusion. At 5 minute of 

reperfusion normal beats reached -90% of the total beats in a minute, in contrast to IIR rats in which 

normal beats represented 15% of total beats (Figure 4A). To determine the impact of Ru.-treatment 

en the development of cardiae electrie abnonnalities, we perfonned an analysis of ventricular 

armythmias in IIR and IIR+RLI,eo rats. Duration was dímin~ in lIR+RLl)eo rats, in companson te UR 

rats. This analysls conslders VT and VF. Remarkably, after 3 minutes of reperfusion, VT and VF were 

totally absent in IIR+Ru)80 rats (Figure 46). 

To explore cardlac tissular damage induced by reperfusion in RlJ3I!O-treated rats, we measured CK and 

LDH actiViües In sera from bottI groups. A five-fold ¡ncrease In CK acti .... lty was obtalned in IJR rats as 

compared to the actIvity measured in !he serum of control rats (1448±212 vs 263±68 UUL; PSO.001 , 

n=20). CK activity In UR+Ru_m was ~ni1icantly reduce<! as comparecl ID UR (604±252UUL; 

PSO.005, n=20). Significant differences were aJso found in CK ac1:iv1ties between IJR+Ru,eo and 

control rats (PsO.05). LDH levets were similar lo those observed ter CK (control 270±68; IIR 

1642±180; IJR+RlI3eo 714±125). These results support the notion that R~tment in hearts 

confers resistance to reper1usion InJury. 

3.2 The effect of R~ on cardiac mltochondriallntegrtty after repeñuslon 

A growing body of experimentaJ evidence supparts th~ Idea that mitochondria oontribute to cardiac 

dysfunction and myocyts Injury In the pathophysiology 01 ischemia-.reperfusion (Lesnefsky et al., 

2001). In tIlls sense we investigated cardiac mitocllondria integrity 01 Ru,..-trealed rals subjected lo 

reperlusion Injury. Mltochondrial respiratory activity was measured in the presence of succJnate as 

substrate (Ta~ 1). Mrtochondria from lIR venbic:les extl ibrted a 45% reduction In state 3 respiration 

rate, comparad to control mitochondria, whereas respiratory rates in mitcx:hondria obtained from 

IIR+Ru., veotrides did not show any .change. There was no statistical difference between both 

groups in state 4 respiration rates. Respiratory control (RC) .... a lue of control mitochondria was 6.0 ± 

0.8, whereas in isolated mrtochondria from reperfused venbides, this value diminished to 3.5 ± 0.6. In 

contrast, reperfusion did not affad the RC in IIR+Ru3Gl)ventricles. The ADP/O indexes for mitochondria 



isolated trom I/R and from UR+Ru3&O ventricles were O.73±O.3 and 1.4±O.5 respectivety, this difference 

was statisticalty significant (PSO.05). ADP/O values for control and IIR+Ru380 mitoc:hondria did not 

change. II is well known that the oxidative damage produced during reperfusion affects mitochondrial 

integrity, affecting important enzymatic activibes, so we measured mitochondria! aconitase activity, as 

a reflecüon of such a damage. Aconitase activity Is inverseAy proportionaJ te the amount of O2', 

produced during oxidative stress (I-Ioerter et al., 2(04). In IIR mitoc:hondria. aconitase activity 

decreased signlficantty (35%) as compared te control mitodlondria. Intefestingly, aconitase activity 

was protected against oxidative damage ín UR+Rlbeo mitochondria (Figure 5). We delerrnined that 

Ru,eo has no ROS·scavengEtf properties by assesslng TBARS content in control mitochondria 

subjected to omative stress as described (Garcla et al. , 2005) (data not shown). 

3.3 Effect o, Ru* on mCaU aCtivtty 

To assess the effect of Ru. on the mCaU activrty, we performed cak:ium uptake experiments in heart 

mitochondria trom control, IIR and Ru~eated rats. Linear fltting of initial uptake valocmes showed 

a slower calcium influx in mitochondria isolated from R~ed hearts compared with control and 

IIR mitochondria. suggesting an interaCtion between RulS) and its mitochondriat targel A longer time 

course analysls showed that in mitochondria from IJR ventricles, calcium uptake was followed by a 

rapid ralease probably due te the openlng of the mPTP. whereas in mitochondria isolated from control 

and RlJ3ecrtreated rats, cak:ium was maintained inside (Fig 6A). In parallel experiments. we measured 

mitochondrial membrane potential in mitoc:hondria fmm each group. As expected, IIR mitochondria 

developed Iower membrane potential than control or Ru.,.treated mitochondria. Calcium addition 

induced a transitory mltochondrial membrana depo{arization in control and IIR+Ru360 mitochondria. 

whereas in IIR mitochondria it promoted an irreversibJe drop in the I!ansmembrane potential, 

indicating the opening of the mPTP (data nol shown). 

Calclum reIease in IIR mitochondria was prevented by the addition of CSA in the assay medium (Fig. 

6). In this coodition calcfum accumulatíon lnaeased 60%. 

3.5 Ru., accumulaUon ln heart tiNua. 

To quantify RU:3eo accumulation in blood and heart tissue, we measured total ruthenium content at 4 

and 30 minutes after Ru., administration. RuthenJum content in blood was 0.4110.03 ¡.Jg mLo1 (n=4) 

tour minutes after Its adminlstration, this value diminished to 0.32±O.01 lJ9 mL" (n=4) 26 minutes later. 

In the cardiac tissue, ruthenium was undetectable at ear1y administration times (4 minutes), but at 

minute 30, ruthenium content increased to 1±O.35 ¡.Jg g01 dry tissue (n=3). Accon:1ing te reports of 

protein content and distribution in myocardial cells (Vinnakota & Bassingthwaighte, 2004; IdelJ.Wenger 

et al., 1978) we calculated a concentration of 2.1±O.45 pmoI Ru3ElO mgol of protein of myocardial tissue. 

The reportad Ko vaJues tor Ru3(lO in isolated mitochondria are bet'Neen 0 .08-4.2 ~ RlI3eo mg" 

protein (Matlib et al.. 1998; Zazueta et al.. 1999). 



4. Diseussion 

Calcium homeostasis unbalances during reperfusion are largely due to tIle release of calcium from 

intracellular stores, particularty from the sa.rcopfasmic reticulum (Krause et al., 1989; Temsah et 

al.,1999). Experimental observations of caJejum s~nal transmissloo between endoplasmic reticUlum 

and mitochondrla suggest tIle existence of a stable mitochondria-reticufum interaction, where 

mitochondria could aecumulate a large fraction of tIle caJclum released through the ryanod lne receptor 

and tIle IP3 receptor (HaJnoczky el al., 2000). Accordlng lo tIlIs proposal, confocal Imago analysis 

showed evidence of tIle existeoce of hlgh calcium concentration microdomains, susceptible to be 

sensed by mitochondria (Fillppin et al , 2003). As calclum accumulation in mitochondria plays a key 

role in triggering irrev8fSibte damage in the post-ischemic heart (Miyata el al. , 1992; Miyamae el aL, 

1996; Garcla-Rivas et aJ., 2005), we suggest that interventions aimecl at reducing mitochonclrial 

calcium over1oad aOO hence, membrane potential depolarization, matrix swelling and abolmon of ATP 

synthesis due to the opening of the mPTP, should prevent tIle irreve~ibJe ceUular injury induced by 

reperfuslon . 

In the present study, we investigated the protective effect of a pharmacological compound, atHe to 

directly reduce mitochondrial calcium ovel1oad in a whole rat modet RU:M!o is a mCaU inhibilor that 

permeates slowly into the cell, and speciftcally inh ibits mltochonclrial calcium uptake in intact 

cardlomyocytes and in i~ated heart (Matlib et al., 1998; Garcta-Rivas et al. , 2005). We show that in 

a whole rat model, RlJ3eo treatment reduced myocard&al post-ischemic injury, as evaluated by 

functional recovery enalysls and tlssular damage maf1(ers measuremenl Ottler drugs, like d~oxide 

(Wang et al., 2001) and ruthenium red (Ferrari et al., 1982; Carry et al., 1989; Miyamae et al., 1996) 

have been used as modulators of mftochondrial calcium oontenl Diazoxlde is a mitochondrial ~­

A TP chann~ openar, that Induces en lmpressive recovery during reperfusion in isolated hearts when 

used at Iow concentrations (30-100 IJM) [Wang et aL, 2001 ; Gar1id et al. , 1997; Hausenloy et at., 

2004). In fad., thjs compoUnd onty partially protected at concentrations up to 625 IJM in a whoie rat 

model (Fryer et al ., 2000). RR also exerts protection in isolated hearts at 0.025-10 IJM (Ferrari et al., 

1982; Miyamae et aJ., 1996), but in a whole rat model, it shows protactive effect al doses of nearty 30 

IJM (Carry et al., 1989). AJ. these concentrations both compounds show colLateral effects, not onty in 

the heart but in other organs. (Balazs et al., 1975; Sitvani et al., 2004; Belmar et al. 1995). 

Mitochondrial integrity could also be maintained after reperlusion, by inhibiting the opening of the 

mPTP. In this context, a wide variety of molecuk!s that inh ibit th is mega-channel, including eSA have 

been used as protectors against reperfusion injury (Meaga et al., 1992; Duchen et al. , 1993). Other 

examP'es are sanglifehrin A (CJark8 et al.,2oo2) and more recently NIM811 (Argaud et al. , 2005) and 

odylguanidine (Parra et al. 2005). Indeed, our propasal is that preventing calcium ovet1oad , instead of 

closing the mPTP could be a more effective strategy, as ROS production in mitochondria appears to 

be mediated by an ¡ncrement in lCa~ By measuring the actMty of aconitase, a mitochondnal man.er 

of oxidative stress. we add further support to this idea. UR mitochondrta showed a dimlnution in 



mitochondrial aconitase actMty and this inactivation was partialty abolished by RlI:)eo-treatment. 

indicatirlg that caldum accumulation Into the mitochondriaJ mabix increases ROS production, an effect 

also observad by other gmups with using RR (Petrosillo el al., 2004; Votyakova & Reynofds, 2005), 

although the exact mechanlsm by which (Ca~ induces ROS production is not olear (Brookes el al., 

20(4). One possibfe explanatlon is thal cak:ium induces mitochondrial membrane depolarization, 

enhancing ROS production (Cadenas & Boveris, 1980: Turrens, 1997), another possibility is that ca2
._ 

binding te cardiolipln molecutes dissociates cytochrome e from the ¡nner membrane, inhibfting the 

resplratory complex 111 (ubiqulnol cytochrome e oxidoreductBse) and i.ncreasing ROS generation at 

the ubiquinone cycle (Gnjalba el al. , 1999; PetrosiUo el al. , 2004). 

In conclusion, we demonstrated that RU380 increases the functional recovery of the heart subjected lo 

ischemicH'eperfusjon. maintaining mitocondrial lntegrtty when perfused Into a whoJe ral The 

mechanism by which this compound prevents the damage involvas partial inhibition 01 mitochondrial 

cak::ium transport Our propasal is thal this compound could be introduced as a promising attemative 

drug lo be used in reperfusion therapy. In this context, we determined \hat higher doses (twenty-ro.d) 

than the one usad In this 'NOf'k did nol produce changes in weighl, nor electrical abnormalities or 

death. However, we recommend further toxtcologtcal stucUes lo determine the potential of Ru., lo 

minimize heart injury afier transplantation or resuscitaoon, where posl-ischemlc damage is ¡nvolved. 
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Table 1. Resplratory acUvtty In mltochondria isolated from control, IIR and IR+RuMO rat 

ventrlclea, Mitochondrial respiratory activity was deterrnined in a standard buffer. Values are the 

mean ± SE of at least tour different experiments. ·Ps 0.05 significantly different vs control and tPs 

0.05 vs IIR. 

Control IIR I/R+Ru3e(l 

State 3 372±34t 205>16' 358±45t 

(nmoK> min" mg" ) 

State 4 61<13 46±8 63±16 

(nmolO min" mg") 

ADP/O 1.32±O.4t 0.73±O.3· 1.4±O.5t 

RC 6.0±0.8t 3.5±O.6· 5.6±0.7t 

Figure legends 

Figure 1. Structures of the oxo-bridged amine dinuclear ruthenium complex: (IJ-o) [(HC02) 

(NH,)4Ru]2Cb (Ru,.,) and ruthenium red (RR). Modiñed from Ying el al. 1992. 

Figure 2. Dose-dependent protectlve effect of ruthenlum compktxes. Temporal course analysis of 

heart rate during reperfusion (Panel A) and incidence of .... entricular fibrillation at the 5th minute of 



reperfusion (Panel B) . Shado\Yed bar represents values of coronary artery-ligaled and reperfused rats 

(IIR); 1& and black bars represenl the values from rats treated with Ru)60. The doses shown in ~ kg' 

" correspond to 1, 5, 15, 25 , 50 nmol kg-' respectively. (o) and white bars represent the values from 

rats treated with rutllenium red (RR) . The doses shown in mg kg-', correspond to 50,100, SOO, 5000 

nmol kg-' respectivety. 

Figure 3. Effect of RU:MQ on post-iaehemie heart functioos. A) Temporal course analysis of RU360 

effect on systemlc arterial pressura (SAP) in controt IIR and UR+Ru3l5O rats. (o) represent values 

from control rats not subjected te ischem~; (.) represent values 01 coronary artery-ligated and 

reperfused rats (IIR) and (.A) represenl the values from rats treated wfth 27.5~9 kg-' of RU380 for 30 

minutes and then subJ8Cted lo ischemia-reperfusion (lIR+RU340). B) Heart rate in control IIR and 

IIR+RuJ60 rats. Symbols represent tIle same cortditions as above. Values are too mean 01 at leasl 25 

different experiments:l: SE. ·Ps 0.05, significantly different vs control and t?S 0.05 vs IIR. 

Figure 4. Electrlc cardiac profile of coronary artery.Ugated rats treated with RuMO. A) Analysis of 

the duration of sinus rhythm during reperfusion . White bars represent coronary artery-ligated and 

reperfused rats (l/R) and btack bars correspond lo RU36C)-treated rats. B) Analysis of the duration of 

arrhythmias produced at reperfusion. Bars rep.-esent Ihe same conditions as aboYe. Values are the 

mean of at least 25 different experiments ± SE. ·ps 0.05, signilicantly different vs Ru360-treated rals. 

Figure 5. Effec:t o, Ru. treatment on the mitochondrial aconltaae actlvlty of coronary anery­

Ugated rat hum. Mitochondrial aconitase actMty was measured in mltochondria obtained from 

control rat hearts, coronary artery-tigated and reperfused hearts (I/R) and from rats treated with 27.5 

~ kg-' of Rl1,eo for 30 minutes and then subjecled to ischem~-reperfusion (11R+RO:Yo). Values given 

are the mean of at least 4 different experiments ± SE. "ps 0.05. significantly different vs con~ and 

tpS 0.05 vs IIR. 

Figurv 6. RuMO treatment dlmlniahes tha inttial mitochondrial calclum uptaka rata. A) Time 

course analysis 01 mitochondrial calcium uptake was evaluated: (o) represent values trom control 

heart; (.A) represent values 01 coronary artery~ligated and reperfused hearts (lJR) and (.) rep.-esent 

the values from rats treated with 27.5 ~ kg'\ of RU360 and then subfected to ischemia-reperfusion 

(IIR+Ru3el). The insert shows the statistical analysis 01 initial cak::ium influx rate (nmoICa2• rng-1). ·Ps 

0.05 significantty different vs con~ and tps 0_05 vs IIR. B) CSA inhibfts the mPTP in mitochondria 

from coronary artery..¡jgated hearts. Calcium transport was measured in isolated heart mitochondria 

from VR rats in lile prasence 01 1~M 01 CSA (6) and _oul CSA(. ).(c) represents values from 

control mitochondria. !he dala represent the mean 01 at least 5 different hearts (panel A) and 4 

experimeots (panel B) t SE. 
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