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ABREVIATURAS

ADP: Adenosin difosfato.

ATP: Adenosin trifosfato.

CCCP: Carbonll cianida m—clorofenllhldrazona.

CoA: Coenzima A.

CSll : Casiopeina :" gly.

CSill: Casiopeina lil--a.

DCPIP: 2-6 diclorofenol-indofenol.

DTT: Ditiotrehitol.

EDTA: Acido etilendiaminotetra-4cetico.

EGTA: Acido etilenglicol-bis-p-aminoetil-éter-tetra-acetico.
HEPES: Acido hydroxi-etil-piperazina-etano sulfénico.
MOPS: Acido morfolino propano sulfénico.

NAD* : Dinucledtido de adenina y niacina oxidado.
NADH: Dinucledtido de adenina y niacina reducido.
NADP: Dinucledtido de adenina y niacina fosfato oxidado.
NADPH: Dinucleétido de adenina y niacina fosfato reducido.
PMS: Metasulfato de fenacina.

PTP: Poro de transicion de la permeabilidad.

TPP: Tiamina de pirofosfato.




RESUMEN

La mitocondria es el sitio en donde se produce alrededor del 90% del ATP que
requieren las células en los 6rganos aerébicos como corazén, cérébro, rifién, pancreas
e incluso higado. De ahi la importancia de conocer los efectos que pueden ocasionar
sobre ella algunos farmacos. En este trabajo se hace la evaluacion del efecto tdxico de
compuestos de coordinacion con cobre (lI) (Casiopeinas) sobre el funcionamiento de
las mitocondrias tanto aisladas como dentro de la célula intacta. Para el estudio se
utilizaron la casiopeina li-gly (CSll} y la casiopeina lil-i-a (CSIil).

Se determindé que ambas casiopeinas inhibian la respiracién y colapsaban el
potencial de membrana, de manera dependiente de la concentracion y del tiempo. La
respiracion fue mas resistente al efecto inhibitorio de las casiopeinas con succinato
como sustrato oxidable que con a-cetoglutarato. La CSIlI inhibié a la a-cetoglutarato
deshidrogenasa (Clso = 10 nmoles/ mg de proteina) y a la succinato deshidrogenasa
(Clso = 200 nmoles / mg de proteina). Ademas, la CSll indujo un aumento en el volumen
intramitocondrial cuando se incubaban a las mitocondrias en un medio con KCI pero no
en un medio con sacarosa. No solo habia aumento del volumen con K* sino también en
presencia de otros cationes monovalentes en orden decreciente del grado de
hinchamiento Rb* > K* > Na* > Li*. EI ATP y el H,O; bloguearon este efecto de la CSII.
El aumento en el volumen interno correlacioné con la estimulacién transitoria de la
respiracion (desacoplamiento ) inducida por la CSil en un medio con K'. Estos datos
sugirieron que la CSl| activaba un canal de K* sensible a ATP (canal Kate ). Después de
la estimulacién transitoria de la respiracion se observé que la CSll también provocaba
inhibicién respiratoria, lo cual correlaciona con la liberacién de citocromo c.

La sensibilidad de las mitocondrias de! higado, del rifidon y tumorales hacia la
CSili fue similar mientras que las mitocondrias del corazén fueron menos sensibles. En
células intactas se observé que la CSIi también inhibia la respiracion sensible a
oligomicina e inducia una disminucion en el nivel de ATP, indicando inhibicién de la
fosforilacion oxidativa.

El estudio permite establecer que la CSII puede producir algunos de sus efectos
téxicos mediante su interaccion con la mitocondria.



INTRODUCCION

Mitocondria

La mltocondna es-una parte importante en Ia generaCIén de energla (ATP) y
ademas esta involucrada en otros procesos Importantes como la apoptosns Es un

organelo |ntracelular. que varla" en su a aﬁ orma Esté compuesta de"una . .

debido a Ia‘ presencna_de ‘?3,"5',95 espeClﬁCos y proteinas acarreadoras, entre los que se

encuentran el"'yaca'f"r Adbrf’deffosfato el translocador de ADP/ATP, los acarreadores de
sustratos resplratorlos (monocarboxllatos dicarboxilatos y tricarboxilatos) y para iones

(K*, Na Mgz’ y Caz‘ )(Flgura 1A).

Enla membréna interna, se localiza la cadena respiratoria que estd compuesta

por cuatro. com NADH" deshidrogenasa (complejo 1), la succinato
deshldrogenasa (com Iejo ll),‘el citocromo bec; (complejo lll), la citocromo oxidasa
(complejo: IV) e |n ermedlanos que transportan equivalentes reductores (coenzimas);
solo tres de los cuatro,complejos (I,- 111 -y 1V) translocan protones, generando asi un
gradiente electroqulmico que es utilizado por la ATP sintetasa para la formacion de

ATP (Wallace y Starkov 2000) (Flgura 1B). Para que se lleve a cabo la generacién de

ATP se necesita de la produccion del NADH y del FADHz llevada a cabo por las
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enzimas del ‘ciclo de Krebs, a partir de Ia acetll CoA provenlente de la’ omdacnén dela ~

glucosa, de los éctdos grasos y de Ios amlnoécndos (Flgura 2) Una vez que se forma el

NADH, éste es omdado por el comple]o l de Ia cadena rr atorla 'ue asu vez reduce

ala ublqumona a daferencla de la oxtdactén del NADH la ox1daC|6n del FADH:

( Skulachev, 1998; Lesnefsky et al. 2001). Por ultlrno eI complejokIV dona Ios

electrones al oxigeno (Figura 1A y B).

E! potencial de membrana acopla:la 'activida'd de la éadreyh'a' reé‘pyi‘rat‘o'ria con la
sintesis de ATP. Cuando hay una dismlnucién de Ia concentracnén del ADP. aumenta el

potencial de membrana y dlsmlnuye el consumo de oxlgeno (resplracn.')n en estado 4).

En cambio con nweles altos de ADP el potencnalkde membrana disminuye y se estimula
el transporte de electrones y el consumo de ox(geno (respnracnén en estado 3), porque
se activa la sintesis de ATP., Sin' embargo. este acoplamiento puede perderse por la

presencia de agentes que ocasnonan la disipacién del gradiente electroquimico

(proteina desacoplante ag 'ntes qulmlcos) debido a que solo hay paso de electrones al

oxigeno y no hay»sln}tesns de ATP.
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Figura 1. A) Representacién esquematica de la mitocondria B) Cadena respiratoria,
piruvato (piru); dicarboxilato (dicarbo); Ubiquinona (UQ); Citocromo ¢ (Cit c); acido 5-
hiroxidodecano (5-HDY; rojo rutenio ( RR); Poro de transicion de la permeabilidad
(PTP). 4
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Figura 2. Ciclo de Krebs. 1) Citrato sintetasa; 2 y 3) Aconitasa; 4 y 5) Isocitrato
deshidrogenasa; 6) a-cetoglutarato deshidrogenasa; 7) Succinil-CoA sintetasa; 8) Succinato

deshidrogenasa; 9) Fumarasa; 10) Malato deshidrogenasa.

En la matfizimitpcpndrial, también se encuentran el ADN mitocondrial, el ARN
mitocondrial y losv’ribaéomas{ utiles para la generacién de diversas proteinas. El ADN
mitocondrial - contiene ‘37’5 genes :,qku‘ef c;édiﬁcan 13 polipéptidos, entre los que se
encuentran: 7. ,subuhidades;,d;él,z,;':?:lif\?ii)leijo I,.-el citocromo b del complejo (Il .y 3

subunidades del complejo V (Penta ef al. 2001).
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Debido a que el ADN” mltocondnal no “esta asocuado a histonas ™y ‘que “los*

mecanismos para repararlo son muy def'cientes (Clayton et a/ 1974 Cavalli-y Liang,

1998) es muy suscepﬂble aI ataqu de lo radncales ||bres que se estan generando

la catalasa o-del ststema fo glu,atlén Ia glutatlén peroxidasa y la glutatlén

reductasa (Lesnefsky et a 2001) Ademés’m‘uchos de los agentes quimicos se unen
con mayor af'nidad.al ADN ondrial que al ADN nuclear como: la aflatoxina B1
(Niranjan et al. 1982), algunos ’compuestos aromaticos policiclicos (Allen y Coombs,
1980; Backer-y Welnsteln 1980 Salazar et al. 1982) y el cisplatino (Murata et al. 1990;
Olivero et al. 1997)..Por tal- motivo hay mayor probabilidad de que se produzcan
mutaciones en el ADN mitocondrial y de ahi que se relacione a la mitocondria con el
cancer. A este respecto existen reportes que indican que las células tumorales

presentan alteraciones en la expresién de varias proteinas mitocondriales. (Cavalli y

Liang, 1998; Penta et al. 2001).

Apoptosis

La muerte programada o apoptosis ea un proceso que es capaz de eliminar a las
células dafadas (mutaciones) o a las cél{qlas que han cumplido con sd funcion biolégica
y que pueden ser un peligro para ér'érgéﬁisrﬁo. En general existen dos rutas para que
se lleve a cabo la apoptosis, una ea Médianté la activacion de los receptores de la

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



mitocondria.- Este-ultimo mecanlsmo se lmc:a con Ia Ilberamén del CItocromo ¢, que

induce una cascada de evemos en

‘I <:|tosol que culmman on Ia actuvacnén de una

familia de protelnas llamadas i er ab Ia célula No se ha

esclarecido totalmente e mecam mo por-el cual es Ilberado el cttocromo c - sin
embargo, se p|ensa que lav ltocondna sufre un hinchamiento que da como resultado la
ruptura de la membrana y llberaCIén del citocromo c. Uno de los modelos propuestos lo
constituye el poro de transncién de la permeabilidad (PTP). Se presume que el PTP es
un complejo. formado  por la porina, la translocasa ADP/ATP y la ciclofilina D, su
apertura se favérece por la acumulacién del Ca®, por algunos agentes oxidantes y por
un bajo potencial de membrana mitocondrial. Para que el PTP sea capaz de permitir la
salida del citocromo c¢ se requiere su asociacion con la proteina Bax formando un
canal especifico para el citocfomo c. La salida de citocromo ¢ puede ser prevenida por

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

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

El cancer y la mitocondria

E! céncer es una enfermedad que se produce cuando se pierde la regulacion de
la duplicacién celular que ocasiona una proliferacién sin control de las células. Es
causado por mutaciones que afectan fa estabilidad del genoma, dando como resultado
la alteracion de proteinas relacionadas con el control de la divisién celular y del proceso

de la apoptosis.

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

cancer y con la resistencia ' a algunos farmacos (cisplatino). Se sabe que bajas

7



concentracioknes ‘de:interrhedi‘arvios"reactivos”de § oxlgeno : que' sonfproducidos por la

mltocondna estén impllcados como segundos mensajeros para Ia induccion de la

prolnferactén celular aslycomo tamblén que Ia producctén de ATP puede controlar el

mitocondrial é‘n,l' células tumorales (carcinomas) de alrededor de 60 mV con respecto

a las céluljas"'no _ale“ (1805,mV) (Chen, 1988) ; dicha diferencia no se manifesté en

algunos tipos. de céncer de pulmén, de colén, leucemias, linfomas, neuroblastomas y
osteosarcomas. Postenormente se demostrd que las rodaminas tenfan actividad
antitumoral debido a que se acumulan preferentemente en las células tumorales debido
al elevado potenéiél ’de‘ membrana que tienen (Bernal et al. 1983; Summerhayes et al.
1982; Nadakavukafen el al. 1985; Davis et al. 1985; Modica-Napolitano y Aprille, 1987).
Aprovechando esto se continué la busqueda de compuestos con caracteristicas
similares a las de las rodaminas (cationes lipofilicos), encontréndose hasta el momento
varios compuestos de los que sobresalen el dequalinium ( Weiss et al. 1987) y el MKT-
077 (Koya et al. 1996; Dorward et al. 1997), este ultimo debido a los buenos resultados

ya esta en evalu'aciyén clinica (Dorward et al. 1997).



Farmacos'y la mitocondria

. Desde el punto de vista farmacolégico y toxicolégico, la mitocondria es un blanco
importante de-un-gran namero de férmaéos que ocasionan efeétos ta‘ntro'benéﬁcos
como ‘a_dversc‘vs. Entre los farmacos que interaccionan con la mitocondria’se er\}‘ct:Je‘ntrah
algunos antitumorales, (etoposido, doxorubicina); inhibidores y activadbré;, el canal de
potas’io., (KATP). i(nicorandil, diazdxido, acido 5-hidroxi-dodecano, gllbenclamida)
benzddia;ﬁér‘;vi'ﬁ,a‘s, (cldhazepan); inmunosupresores (ciclosporina A yk ,tééro::l:i‘mus;):
antiviralyeé\ (AZT ) ; anti-inflamatorios no esteroidales ( diclofenaco, plroxican,?éqldo
salicllico, dipirona) y anestésicos locales (dibucaina, butacaina) (Szewczyk y Wo’jf;:zak,

2002).

Fammacos antitumorales

Los agentes antitumorales (Figura 3) interactian con la mitocondria de diferente
manera. Asi la adriamicina induce apoptosis via liberacidn del citocromo ¢ por la
generacion de radicales libres (Szewczyk y Wojtczak, 2002), la bleomicina fragmenta el
ADN mitocondrial (Lim y Neims, 1987), el tamoxifen afecta la respiracién (en estado 4,
en estado 3 y la desacoplada), con disminucion del potencial de membrana mitocondrial
(Cardoso et al. 2001). Ademas de estos compuestos hay otros agentes que interactian

con la mitocondria como el cisplatino (compuesto de coordinacion)

El Cisplatino
El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino Il) compuesto de coordinacién con platino
(Il) (figura 3), es un agente antineoplasico utilizado en el tratamiento de tumores sélidos

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

9



1982), pero debldo a sus efectos’ téxxcos sobre eI nﬁén"v_ " ha” llmltado su uso por la

retencion y acumulacién del platmo (De Contn etk al 1973 Porter y Bennett 1981

(250 ng de PY mg‘ mdles de Pt/mg de proteina) y en los microsomas
(300 ng de P¥ mg de protelna, 10 53 nmoles de Pt/mg de proteina) (Kuhimann et al.

1997; Choie et al.. 1980)

El cisplatino “tieneﬁgirain aﬁhidad por los. grupos sulfidrilo (SH) los cuales se ven
disminuidos durante el F:prorc':"eso de degeneracion renal en mayor proporcidon en
mitocondria y citosol (Levi etal. 1980) La formacién de complejos estables proteina-S-
CP dalugar ala pérdlda de la funcién de varias proteinas asociadas a la membrana y al

citosol (transportadores).

10
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En la- mitocondria- de -células- de - rifién;- el cispl;atinyo'redvuce"lqr'cantyida{d de-glutation

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

enzimas tales como la glutétién-S tranéferasa} lé'gl:ptéti‘éﬁ-‘reduét (Krundennget al.

1997) y ' la glutattén-peroxndasa Por:ld ‘ahtérior‘lfal hdis‘r'hinuiﬂr: él"‘g‘mta't»ilén' por la
exposicién al cusplatmo com:enzan Ia acumulacuén de radlcales libres que tienen como

tocondrla (peroxidacién de lipidos) (Zhang y Lindup,1993)

blanco la membran de Ia

y el ADN (Kuhlmann et a ; 997) ocasnonando cambios morfoldgicos (Gordon y Gattone,

1986 ; Smgh 1 s€ e( aI 1992; Meléndez-Zajgla, 1999) y funcionales tanto in
|‘reportado la disminucién de la respiracién en estado 3 en

tubulos p‘roxiﬁﬁalé's de' rifidn de conejo (permeabilizados con digitonina) (Brady et al.

1990) y enm ocondrlas de rifién de ratas que previamente habian sido inyectadas con
ctsplatmo (Gordon y Gattone, 1986); hubo inhibicién de los complejos respiratorios en
células de tabulo proxlmal de cerdo ( inhibicién de 15-55%) (Kruidering et al. 1997) y en
mitocondrias de ratén se reporta inhibicion de los complejos | y Il (Rosen et al. 1992) y
se presentd una disminucién del transporte de Ca?* (Rosen et al. 1992) y el colapso del
potencial de membrana mitocondrial (Kruidering et al. 1997). Estos efectos se
presentan de manera tardia a una concentracion de 10 uM, que es la que se alcanza en
los pacientes, sin embargo si estas concentraciones son mayores, los efectos se

presentan rdpidamente (Kuhimann et al. 1997).

El mecanismo propuesto que favorece la actividad antineoplasica del cisplatino
es la formacion de aductos con el ADN con mayor afinidad por el ADN mitocondrial que

por el ADN nuclear (Murata et al 1990; Olivero et al. 1997;Gonzalez et al. 2001). Esto

12



trae comor’consecuer)cia ‘iUna:disminUcié,n en>la 'slnte;iS'de' protelnasf'importantes
(Kharbangar ot bal.‘""200kCIJ‘), vrqu:e""pljeder‘i propiciar asi la induccién de la épopfosis por
diversos méca:ni;s‘més-(klk\'/iel:éjﬁd‘éz-z’gj‘gla'; 1999). k

T,ambiér:i"en @:éluia umorales vs'g'hal‘r"ir Vdescrrikt;o efé’gtos a'fnrivel de’'mitocondria, asl
en las céltilaS»re:s"tqng .a:'I‘"qi;siblafih?é. \‘§e’:c‘>bsér\'{a"ﬁ cémbios morfolégicos, una
elevacion enel bdfenéiél de membrana 'mitbét:;hd;iél (Andrews and Albright,1982), un
incremento ‘en la éoncentracién de I.a citdcromo ¢ oxidasa , de glutatién, y de
metalotioninas (Ara et al. 1994). Ademas presentan una mayor sensibilidad a

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

Casiopeinas

Debido a los efectos téxicos provocados por el cisplatino se han buscado nuevos
complejos de coordinacién con una menor toxicidad como el carboplatino (Lebwohl y
Canetta, 1998), sin embargo éste es inaccesible para la poblacién de nuestro pais por
su alto costo, de ahl que se siga utilizando el cisplatino. La utilizacion del cisplatino en
la clinica ha impulsado la busqueda de nuevos compuestos con actividad antitumoral,
incorporando metales a las nuevas moléculas. En la actualidad se han desarrollado
compuestos con galio, germanio, titanio, vanadio, rutenio, platino, cobre y oro, de los
cuales algunos de platino, germanio y titanio estan en fase de pruebas clinicas (Kopf-

Maier, 1994).

En la Facultad de Quimica, UNAM, se selecciond al cobre para sintetizar una

serie de compuestos de coordinacion de éste metal con ligantes quelatos diiminas
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(N-N) y"quelatos*:amihOacldatbs‘ioﬂionédores* (O-O) "denomlhados “caslopelnas

(Ruiz- Azuara 1993 1996 y 1997 ), consuderando que un férmaco compuesto de un

metal endégeno serfa ‘m os-'—té bldofa que se utlllzaria los mecanismos

establecidos en el orgamsm para su l:minacién

v atentados porla UNAM , han

Las casiopeinas: son’ cor

medias establecidas para esto enores a las estimadas para el

cisplatino, mostrando mayor éctiVidéd 1 caswpelna Il-gly (Flgura 4) (HeLa: CSll 0.095

nM y cisplatino 35 mM:’ Sihw' CSII 1. 6“nM y cusplatmo 4.5 pM) (Gracia-Mora et al.
2001). En estudios - in wvo empléando el modelo tumoral murino {modelo recomendado
por el “National Cancer Insmute EUA), que consiste en implantar células tumorales
( Sarcoma S180: ) Melanoma B16) a ratones que posteriormente reciben un esquema
de tratamiento conslos farmacos en estudio se obtuvieron resuitados muy alentadores,
ya que dependiendb dél ésquema de tratamiento, dosis empleada y de la casiopeina de
eleccion se lograron remlsmnes totales y un incremento en el tiempo de vida en

comparacién con el msplatino (Huerta 1992 Mayet, 1992).
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En ‘ensayos~de’ toxicidad en ratéon‘y ‘en rata"'evaluados’ médiante éétudios

hlstoléglcos se demostro la presencia de Ie5|ones lmponantes en hlgado y rinGn

(Quiroz, 1992; Tlnoco 1992)..Al contlnuar con esta IInea dennvestlgamén Marin (2001)

media de Ié CS' -i (14 mg/kg) Los rév' nes sentaron dlferentes manlfestaccones
como trastornos circulatorios; taqumardla convulsuones dlsneayatama Encontrandose
a nivel microscopico lesiones y alteraciones en nicleos y organelos. Siendo la
mitocondria ‘uno de los organelos mas afectados principalmente en las células de
higado, del musculo cardiaco y del rifidn, en donde se observo principalmente dilatacion
de crestas, gigantismo y pérdida total o parcial de sus membranas (Marin, 2000). Esto
hace suponer que las casiopeinas pueden ejercen su toxicidad a través de la
mitocondria y también se sabe que la interaccién de las casiopeinas con el ADN celular
(formacién de aductos) es la responsable de su citotoxicidad (Arnaudeau et al. 2000).
Por lo tanto es importante caracterizar el efecto de las casiopeinas sobre la mitocondria
midiendo parametros como la respiracion y el potencial de membrana mitocondrial, que

van mas alld de las observaciones morfolégicas. En este trabajo los compuestos que se

utilizaron fueron la casiopeina lI-gly (CSII) y la casiopeina lll-i-a (CSII-1) (Figura 4).
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Acua(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) (gllclna)
cobre (ll) nitrato.

Figura 4. Estructura de las Casiopeinas.

CASIOPEINA lil-I-A

Acua(4,4’ -dimetil-1, 2'-bipiridina) {acetilacetonato)
cobre (ll) nitrato.
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HIPOTESIS ="
Algunos de los efectos téxicos a nivel celular que ocasionan las casiopelnas se deben a

su accion sobre la activldad njito(:ohdrial.
OBJETIVOS
. Evaluar el efecto de las casiopeinas sobre dlferentes funciones en mitocondrias

alsladas de células no tumorigénlcas y de células tumorales (AS 3OD)

. Determlnar a nivel de mltocondna cuales son Ios snlos sobre Ios que actuan Ias

. Determlnar la selectlwdad de las casmpeinas hacia Ias mitocondrlas tumorales

. Evaluar el efec o,de as casiopelnas sobre Ia fosforllacién oxtdatlva en células

mtactas (AS 300)

17




DESARROLLO EXPERIMENTAL

Aislamiento de las mitocondrias del higado Aislamiento de las mitocondrias de
de rata : células tumorales (AS-30D).

E . d
Medicion de la respiracién con Acoplada
diferentes sustratos.

/ ™ Desacoplada

Medicidn del potencial de la
membrana mitocondrial.

Diferentes
concentraciones >
de Casiopelna.

Medicion de la actividad de
las enzimas especificas.

Medicién de la respiracién y
de los niveles de ATP en
células tumorales_(AS-SOD).

18

TESIS 0
FALLS

[

i




METODOS
‘ Propagacitrirn de la Ifhea fumqral 'AS-30D'

La linea celular AS-30D fue propagada por inoculacién de 2-4 x 10° células,
suspeﬁdidés en2deeIlquudo de‘ascitis. a la cavidad peritoneal de ratas hembras de
la.cepa Wlstar deZSO g‘jidxe'p'éso.’ Las ratas inoculadas fueron alimentadas ad libitum
por. 8 a 11 dfaAs. ,‘l;'os{erirormente se les practicd dislocacion cervical y se extrajo el

liquido dé‘a’sdtis de su cavidad peritoneal.

Obtencién de suspension de células de AS-30D

Una vez que se extrajo el liquido de ascitis se centrifugé a 1800 rpm por 2
minutos a 4 °C . E! sedimento, que contenia tas células tumorales y componentes
celulares sanguineos fue resuspendido en 30 mL de medio Krebs-Ringer modificado
( NaCl 126 mM, KC! 5 mM, MgCl> 1 mM, CaCl, 1.4 mM, KH;PO4 1 mM, HEPES 25 mM
y pH 7.4) y centrifugado a 1500 rpm. Este procedimiento se repitié 2 veces mas, con
centrifugaciones a 1300 rpm. Después de haber cuantificado la proteina por el método
de biuret, las células se ajustaron a una concentraciéon final de 53 mg de proteina

celular/mL.

Aislamiento de las mitocondrias
Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar con un peso aproximado de 250 a
300g.

Del higado y del rifion (Moreno-Sanchez,1985).

Se extrajo el organo y se homogeneizd en aproximadamente 25 mL de medio

SHE ( Sacarosa 220 mM, HEPES 10 mM , EGTA 1mM y pH 7.3) a 4° C. Se centrifugd a
19



2500 rpm ‘durante 10 m 'utos a 4°C Se recuperé el sobrenadant v se f‘Itré a través de*

una gasa y se centrlfugé nuevamente ' 98,00¢rpm 'po ,10'mlnu s.a 49C.. EI botén se

Del corazén (Moreno-Sanchez y Hansford 1988)

Se extrajo el corazon y se cortd en troz c s pequeﬁos Se homogeneizd en 25 mL de

medio SHE en presencia de 2 mg de proteasa Nagarse por cada corazén durante 9
minutos a 4°C, Se centrlfugé a 9800 rpm por 10 minutos a 4°C. Después se
resuspendié el boton-en 25 rnL de medio SHE mediante el empleo de tubos de ensaye
llenos de hielo. Se homogenelzé nuevamente en el poter. Posteriormente se centrifugd
a 2500 rpm durante-10 mmutos a 4°C . Se recuperd el sobrenadante, se filtro a través
de una gasa y se centrifugé nuevamente a 9800 rpm por 10 minutos a 4°C. El boton se
resuspendié en 1. mL de medio SHE con 0.1 % de albimina libre de acidos grasos y
1mM de ADP . Se incubd.10 minutos.a 4°C. Al finalizar el tiempo de incubacion se
agregaron 40 mL de ’m‘edio SHE y se centrifugé a 9800 rpm por 10 minutos a 4°C. El
boton se resuspendlé en 300 put. de medio SHE y se midi6 la proteina por el método de

biuret (Gornall et al. 1949) utlllzando un estandar de albimina de 100 mg/mL
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De la linea c'ela:’aé"A’s':ao’o"’(Léaé'z"-'Gémeier al 1993; Moreadith y Fiskum, 1984)

Se extrajo todo el llqundo de ascms (60.mL) y se centrlfugé a 1700 rpm ‘por 2

minutos . Se resu p botén en el medio NKT (NaCl 150 mM; KCI 5 rn ’jTr:s/HCI

10 mM y pH 7 5) y se centrlfugb a 1700 rpm por 2 mlnutos Este proceso se repmé dos )

veces. Después se resuspendio el botén en 25 mL de medlo SHE‘ 's, centnfugé a

1700 rpm por.2 mmutos Se resuspendlé eI botén se midio a: protelna y se Ilevé auna

concentracnén final de 30 mg/mL.,

Con agitacion continua y cbh_.uﬁé conce tr i'-'?f! de04% de albumina se agrego
gota a gota 30 pug de digitonina (mardé Sié‘r'ﬁa‘. 50% 'p‘L‘;‘réza' y lote 122H1068) por mg de
proteina. Se incubd durante 3 minutos a 4°C. Al finalizar se agregé SHE dos veces el
volumen inicial. Se centrifugé a 2500 rpm por 10 minutos a 4°C, al termind se tomo el
boton y se homogeneizd. Se centrifugd a 2500 rpm por 5 minutos a 4°C, se separo6 el
sobrenadante y el botén se volvib a homogeneizar . El proceso para obtener el
sobrenadante se repitié 2 veces mas.

Los sobrenadantes recolectados se centrifugaron a 9500 rpm por 10 minutos a
4°C. El boton se resuspendié en 0.1% de albumina y 1 mM de ADP. Se incub6 por 10

minutos a 4°C. Al finalizar se adicioné SHE y se centrifugd a 9500 rpm por 10 minutos a

4°C. Finalmente el botdn se resuspendi6 en SHE y se midio proteina.

Preparacion de las particulas submitocondriales de higado.

Una vez que se obtuvieron las mitocondrias de cinco higados se sigui6 el
procedimiento indicado por Thayer y Rubin, 1979. Se resuspendieron las mitocondrias
en el medio SHE y se adicionaron 0.1-0.2% de albimina libre de acidos grasos. Se
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= (0. 07-mg-de

ajusto “la “cantidad “de protelna a 50 mg/mL y se agregé dlgltonm

nutos de agltacién se

digitonina/ mg de protelna) en agltamén ‘a4 C. Después‘d 16

1mg/mL y se centnfugé "a,v ‘a \'4 °C Pbsteriofmente se

resuspendio el botén'eny~10 mL ‘de m _bn,;‘aéién,:“y se agregd MgCl; hasta

obtener una concentvryat;i_b’ t2' M ‘Se 'sonicoé cuatro veces a 0 °C por 15
segundos con intervalog;ﬂ un-minuto dé déscanso. al finalizar se centrifugé a 15000
rpm por ‘5 mlnutbs«k"a,:"n‘t‘;"":c.k:l's:ef'sepé'ré el sobrenadante y se centrifugd nuevamente a

45000 rpm por 45 minutos a4 °C: Por tltimo e! botdn restante se resuspendié en medio

SHE y se midié proteina.

Consumo de oxigeno (mitocondrias)

El consumo de oxigeno se midié por medio de un electrodo tipo Clark en 1.9.mL
de medio KME (KC! 120 mM, Mops 20 mM, EGTA 0.5 mM y pH 7.2) al cual se le
adiciond de 1 a 2 mg de proteina, K:HPO45 mM, a-cetoglutarato 10 mM o succinato
10 mM + rotenona 1puM. Al terminar el tiempo de incubacion se agregd en el caso de la
respiracion acoplada, 600 nmoles de ADP y para la desacoplada 0.4 uM de CCCP.
Tomando en cuenta que a 30 °C y a la altura de la ciudad de México se tienen disueltos

400 ng atomos oxigeno/mL en KME.
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Figura §. Trazo representativo de consumo de oxigeno.

Potencial de rﬁembrar{é

Se hIZO Ia determ': acvén cuawatia de potenclal de membrana medlante la
cc ato” 10mM KzHPO4 5 mM \ rotenona 1uM, 1mg
ny espectrofluorémetro a 495 nm de excntactén y

al 1998) .

La:,;d'e':ténninac’ién cuantitaiva se hizo mediante la distribucion de

tetrafenilfd'sfdh ' ]TPP+ Se resuspendieron 2 mg de proteina en 0.5 ml de medio
KME que ’:Er‘onte_rjkla' kéHf504 5 mM , a-cetoglutarato 10 mM o succinato 10 mM +
rotenona 1 uMy[’H ] TPP+ 0.8 uM (actividad especifica 27.0 Ci/mmol) y se incubaron
durante 4"min‘l’jtq$58ie’ra necesario se hacia la adicion de ADP 10 mM al medio e

inmediatatfn'enie se centrifugaba a 14000 rpm por 2 min a 4°C en una microcentrifuga.

Al término se tomé del sobrenadante 150 nL y el botén se resuspendio completamente
23




Unidades fluorescencia

‘mevy
S Mitocondrias

Tiempo
Figura 6. Trazo representativo de la medicién cualitativa del potencial de membrana.-

en 150 pl de una solucién de SDS al 0.5 %. En las muestras se hizo la medicién de la
distribucion del [*H ] TPP+ y se calculd el potencial de membrana. como Io'describe

Rottenberg; 1984,

Ay = RT/ZF In (ReVo-Ko)/(Vi+ Ki) a 30° C es igual a

A w =60 mV log (RcVo-Ko)/(Vi+ Ki) donde :
24




" Re= la relacsén entre s

ontenldo del lén ‘en’ Ias mltocondrlas y en el medio

(cuentas en el pellet /. cuentas en el sobrenadante),

Vo= volumen dekmev ; : ) (V omo del sobrenadante),

Vi= volumen de !a matrlz mltocondrlal (1. pk por N , de pfofeina).

Ko= coef‘ iciente de particlén interno (7.9 L/ mg de proteina para el TPP+),

Ki= coeficiente de particién externo (14.3 ul/ mg de proteina).
Consumo de oxigeno ( Particulas submltbcondriales.)

El consumo de oxlgeno se midi6‘'a 30 °C en 1.9 mL de medio SHE con KCI 20

mM se adiciond Ia cO centrav 6n correspondlente de casiopeina y particulas (0.5 mg

de protelna), se-. incubé por —’4 minutos. Al término se agregé NADH 2 mM,
posteriormente’ se'agregé rotenona 1 uM, poco después succinato 5 mM vy finalmente
antimicina 1 yM. A la ‘altura de la ciudad de México y a 30 °C se tomd en
consideraciéon que la solubilidad del oxigeno en medio SHE es de 390 ng atomos

oxigeno/ mL.
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Medicién de las actividades de diferentes -enzimas.

a-celoglutarato deshidrogenasa (Rodriguez-Zavala et al. 2000)

La actnvndad se mldlé al: cuantlfcar la aparicién de NADH a una longitud de onda

de 340 nm de excntacu‘m y 460 nmv de emlsubn calibrando la sefial de fluorescencia con

una concentracién conocuda de NADH. 'En 2 mL de medio KME a 30 °C y con agitacién,

se suspendueron Ias ondrias (1 mg de proteina ), en el medio que contenia o-
cetoglutarato 10 mM Tnté 0. 02%, rotenona 4 uM, MgCl, 15 mM, TPP 0.85 mM, NAD*

1 mM. Se incubé 4 minutos en presencia de la casiopeina y al término del periodo de
26




incubacion” se inicié la reaccion con la adicién de "CoA 0.1 mM. La adicién de DTT

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

| " ’ : (X A NADH »
: \ x
Velocidad iniciat / \ XM‘:
'rﬁ‘v'bmﬁ

Calibracion de la sefial

Unidades de fliuorescencia

- Figura 8. Trazo representativo de
la medicién de la actividad de la
a-cetoglutarato deshidrogenasa.

Tiempo

Succinato deshidrogenasa

La actividad se~rhldi6 al cuantificar la reducclén del DCPIP a una Iongitud de onda
de 600 nm a 28 °C Se mezclaron mitocondrias. (1 mg: de protelna) en 2 mL de un
medio KME que contenia DCPIP 0.2 mM, Trltén X-100 002% ¥ PMS 02 mM
antimicina 1 pM y al término de la lncubacuén con. eI férmaco se mlcié Ia feaccion. con

Succinato 10 mM.
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Citocromo bet ™

Fue determlnada la actlvxdad del citocromo bc1 a 30°C en 2 mL de medlo KME al

que se le adlcuoné 1mg de protelna 1.6 mM KCN ro : non fernc nuro 1 5 mM.

La reaccnén se mncné agregando 5 mM de succtnato Se'registrd la actlwdad medlante la

medicién de la diferencia de absorbancua a 440-49 ] nm. [

/ ATP
Jﬂm / R Figura 9. Trazo
i ‘ :

i
o
e ‘ - representativo de la
g | . medicion de la actividad de
s ol ; ! - la ATP sintetasa.
5 i : i
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Hinchamiento mitocondrial

El hinchamiento se midi6é a 28 °C medlante eI camblo de den5|dad éptlca a 540

nm, en 2 ml. de medlo KME en presen, ‘\a de’ sales’" e amonlo de s cmato oa-

y pH 7.2, en 2 mL de este medio se adicions 25 nmioles/ mg de protéina de CSil, 120

mM de cédar“u_‘ha”de estas sales RbCI, KCI, NaCly LIC| S:e',ihicié ’_elitﬁaz'o,adk‘:ionando 1

mg de proteina.

/ Mitocondrias

csil
25 nmoles / mq de proteina

no
0.2

100s

Tiempo

Figura 10. Trazo representativo de hinchamiento mitocondrial.
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Medicidn de qitocromo PR

Las mltocondrlas (10 mg de protelna) eran mcubadas a dIferentes tlempos a 30

°C en agltacnén orbltal 120 rpm en 3 mL de medio KME que contenla succinato 10

mM rotenona 1 pM< K2P04 5 mM y diferentes concentraciones de CSII Se micié la
lncubacién agregando las mitocondrias, al término se centrlfugé la mezcla a 14000 pm
por 3 vmln’a 4 °C. Posteriormente se tomé 2 mL del sobrenadante , para cuantificar
citocrdmo c

“La.cuantificacién de citocromo ¢ se determind por la obtencién de los espectros‘" de
absorbancia de la muestra reducida con ditionita menos el espectro de absorbanéia de
la muestra oxidada con persulfato . Para calcular el contenido de citocromo ¢ se calculd
la diferencia en absorbancia de 550 menos 540 nm y un coeficiente de extincién de 19

mM'em™ (Inomoto et al. 1994).

©
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<
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i : Citocromo C
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Figura 11. Espectro representativo de la cuantificacion de citocromo c.
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Células

Enun volumen f'nal de 1. 5 mL de medio Krebs-Ringer modificado se adicuoné 41

mg de proteina celular después se incubé 5 min en agitacion orbital (1500: rpm) a 37

°C, al termlnb del penodo‘de |n:cuv 4c|6n. se adiciond la CSl| a las concentracnones

establecidas y se incubd el tiempo necesario tomando como el tiempo cero la adicion. -

Una vez que finalizé el tierﬁﬁq'deriri\:qubacién se tomaron 4 mg de proteina celular para
medir la respiracion y 27 mg para la hacer la precipitacion acida.

Respiracion

En 1.9 mL de medio Krebs-Ringer modificado se adicionaron 4 mg de proteina,
durante el trazo se agregé oligomicina S5uM. Cuando el consumo de oxigeno se
mantuvo constante se agregd rotenona 2uM. A 37°C se tomé en cuenta que en el

medio Krebs-Ringer se tiene (disuelto) 380 ng atomos oxigeno/mL (190 p Hz0).

Cuantificacion de ATP

Las alicuotas de las incubaciones fueron digeridas a 4°C en &cido perclorico
(HCIO4) al 3% - EDTA (10 mM). La fraccidon proteica y membranal fue removida por
centrifugacion. El sobrenadante se neutralizdo con una mezcla de KOH (10 N) — TRIS
(0.1 M). El KCIO4 precipitado se eliminé por centrifugacion y el sobrenadante
neutralizado fue dividido en varias alicuotas y almacenado a —70 °C. El ATP se midi6 al
cuantificar la aparicion de NADPH mediante la hexocinasa y la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa en un medio que contenia 50 ulL del sobrenadante obtenido en la
precipitacién acida, MgCl2 2 mM, HEPES 50 mM, EGTA 1 mM, glucosa 5 mM, NADPH
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0.1 mM, pH:7.4jy'unajtemperaiu‘ra~de' 30 °C:"La“medicion se hizo‘a’una longitud-de
onda de 340 nm dé ‘exk(:iiéciéh"yf.‘4‘607 nm de ,ermi'siéh,,"carlvibrand\to :Iaﬂseﬁ'al‘ de

flucrescencia con'NADH:a una-concentracion conocida.

whg

“
NADH "

i
M

Hexocinasa

§~\
R

AATP

Glucosa-6- fosfato deshidrogenasa

Calibracisn de la sefial

Unidades de fluorescencia

"

Figura 12.Trazo representativo
o de la cuantificacion de ATP.

Tiempo
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RESULTADOS
Respiragién‘y pqtéhcial de membrana en mitocondrias

Corrj’q lo ;L‘mic‘:o, que se tenia hasta antes de la realizacién de éste trabajo sobre la
interacc'ién"’ del‘wlas‘%f 6aéiope!nas (CS) con la mitocondria eran datos morfolégicos,

micualmente se planteo como objetivo determinar el efecto de estos compuestos sobre

la respiracl n. Se r;encontré que las casiopeinas inhibieron la respiracion acoplada

(Figura ~:13f-v'B) e incrementaron la relacién ADP/O (inserto de la Figura 13 B ). Dichos
parametros son afectados de la misma manera por varios inhibidores de la fosforilacién
'oxldétiva, a diferencia de un agente desacoplante que hace que disminuya la relacién
ADP/O. Las casiopelnas también colapsaron el potencial de membrana que fue medido
inicialmente mediante el empleo de safranina O (Figura 14). Tanto la inhibicion de la
respiracién como el colapso del potencial de membrana fue dependiente de la
concentracion de ambas casiopeinas y del tiempo de incubacion (Figura 14 B). Esto
ditimo sugirié que las casiopeinas no difundian rapidamente a través de la membrana
mitocondrial. Cabe notar que fa CSll inhibié la respiraciéon a concentraciones menores
que la CSlI (Figura 13). La diferencia en las concentraciones sugiri6 que la CSII
(fenantrolina metilada) podia pasar mas facilmente la membrana mitocondrial que la

CSlll ( bipiridina).

Una vez que se demostré que las casiopeinas inhibian la respiracion y
colapsaban el gradiente de protones, se disefiaron experimentos que ayudaran a
descubrir cuales eran los sitios sobre los que actuaban. Al utilizar el a-cetoglutarato se

caracterizé el efecto de las casiopeinas sobre la a-cetoglutarato deshidrogenasa, la
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NADH deshidrqgenasé."el citocromo bc1y la ci‘tocrr'o\mo oxidasa: En'cambio-al-utilizar el:

succinato, se estudio el efecto sobré Iaisuccinato dééhidi’dgénésa, citocromo bet y la

‘el traslocador ADP/ATP y

citocromo oxtdasa El- snstema fosfonlante (Ia ATP smtetas
s acion era - acoplada.
ecto sobre el potencial de

tr]buéién del H*-TPP*

utilizando los dos su‘stra_tos.

Cuando se utilizé como sustrato el succinato se encontré que las respiraciones
(acoplada- y desacoplada) eran menos sensibles a la inhibicién provocada por las
casiopelnas, lo que no ocurria al utilizar o-cetoglutarato (Tabla 1). Esta diferencia en
sensibilidad ponia de manifiesto la existencia de al menos dos sitios de inhibicidn. Sin
embargo de iniclo se descart6 al sistema fosforilante, debido a que entre la respiracién
acoplada (sistema fosforilante activo) y la respiracion desacoplada (sistema fosforilante
no activo) no habia una diferencia en las concentraciones inhibitorias medias con un
mismo sustrato. Asi que los posibles blancos de las casiopeinas estarian ubicados en
las enzimas de la cadena respiratoria (NADH deshidrogenasa, citocromo be? y
citocromo oxidasa) y del ciclo de Krebs (a-cetoglutarato deshidrogenasa y la succinato

deshidrogenasa).

Otro punto importante que se valord fue la selectividad de la CS!l hacia

diferentes tipos de mitocondrias, de ahi que se hayan utilizado mitocondrias aisladas
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Figura 13. Efecto de las casiopeinas sobre la respiracion a diferentes tiempos de
incubacion. A) Se muestra un trazo representativo del consumo de oxigeno en donde se indica
el orden en que se agrego6 la casiopeina (CS), las mitocondrias {(mito), el ADP y la ditionita. B)
Este grafico indica la inhibicion provocada por la CSIli @ (73 nmoles/mg de proteina) y la CSil
A (8.9 nmoles/mg de proteina), con respecto al control O a diferentes tiempos de incubacion
(sustrato a-cetoglutarato). El inserto muestra el efecto sobre la relacion ADP/O con respecto al
tiempo. C) Inhibicién de la respiracién provocada por la CSll A |, con respecto al control O a
diferentes tiempos de incubacién (sustrato succinato). Los ensayos se realizaron en medio KME
con a-cetoglutarato 10 mM o succinato 10 mM (+ rotenona 1 uM), fosfato 5 mM, 2 mg de
proteina, ADP 600 nmoles y 30 °C de temperatura.
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Figura 14. Inhibicion del potencial de membrana mitocondrial. A) Trazo representativo de la
medicion del potencial de membrana con safranina O. B) El grafico muestra diferentes
concentraciones de CSIll A y CSil @ contra el tiempo en que despolarizan la membrana
mitocondrial. Se ensayo en medio KME con succinato 10 mM |, rotenona 1 uM, fosfato 5 mM, 1
mg de proteina, safranina O § uM , a una longitud de onda de 495nm de excitacion y 586 nm de

emisién y 30 °C de temperatura.
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del higado; del rifion;- del corazén y de Ia Hnea celular AS 3OD La concentracion de-la

CSill para lnhlblr el 50% de IVV splramén acoplada y desacoplada en las mitocondrias

del higado y de Ia Ilnea celular AS SOD fue la mlsma'_(TabIa 1, Figura 15). Sin embargo

las mltocondrlas de corazén presentaron mayor resastenma al efecto de la CSII (Tabla
1). La dlferencna en Ia senslbihdad entre las’ mltocondruas del corazén Y del hlgado ala
CSll pudo deberse a que en el corazén emste una mayor cantldad de enznmas de la

fosforilacion oxidativa que en el higado.

Con a-cetoglutarato, la relacu')n ADP/O aumento en presencta"de' Sll tanto en

diferencia de con succinato (Figura 16 A); ‘:donde esté ultlma se mcremento hasta
un 300% en las mitocondrias del hlgado y Ilgeramente en Ias mltocondnas de la linea

AS-30D (Figura 16 B).

El colapso del potencial de meinbrana‘por la-CSll-fue de.una sensibilidad similar
en las mitocondrias del higado, de la llnéa"c;élullar AS-30D  (Figura 17) y del rifién,
mientras que las mitocondfias de\r corazon fueron fvmés‘jreslstente‘s al efecto de la CSlI

(Tabla 1).
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Cuandose llevo acabo la comparacién de ta- concentracién necesana de-CSl|

para inhibir un 50% de la resplracuén A del potencnal de mem ) 'a,. se encp»nytréyque no

hubo diferencia cuando se. ut||lzé a-cetog[utarato como sustrat (Tabkl‘_zla' 1).-En cambio,
cuando se utilizé el succmato Ias c
respectivamente), ne‘ce'siténdds{, u ir Iak‘reSpiracién

que el potenc:al de membrana Esto ultlm suglere que la“CSli actua como un agente

desacoplante cuando Ia mltocondrla unllza como sustrato de la respiracién al succinato
debido a que se estxmula la res_pl,ractén en estado 4 y se presenta una disminucion en la
relacion ADP/O como - sucede con ‘otros ‘agentes desacoplantes. Sin embargo esta

propuesta no expliéa' la inhibicion de la respiraciéon desacoplada.
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CASIOPEINA IT Higado AS-30D RifioN Corazén

Sustrato Respiracidén Potencial Respiracién Potencial Potencial | Respiracidn | Potencial
Acop Desa Est3  Est4 | Acop Desa  Est3 Est4 Est3 Acop [ Desa| FEst3
Succinato 21207  16:3 64202 5.8:05 18 275 74106 911
(3) (3) {4) {4) (2) {2) (3) {3)

«-ceto 47:07 44305 55t09 58:09 | 46407 36103 52101 7.3:06 6.3 12¢2 10.5%1. 9.642.3
(©)] 4) 4) (4) 3 3) (&) (3) () 3 8 3)
(3)
CASIOPEINA IIT
Succinato 239112 33015
«-ceto 774 90212
©] ()

|
i (3) (3)
|

Tabla 1. Concentraciones Inhibitorias Medias para las Casiopeinas (nmoles/mg de proteina) en mitocondrias. Se muestran:
— media + SD, el nimero entre paréntesis indica las preparaciones realizadas. Se calcularon las concentraciones a partir de las curvas’
de % de respiracion vs concentracion de CSIl. Acop: acoplada; Desa: desacoplada; Est3: estado 3 y Est4: estado 4.
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Figura 15. Efecto de diferentes concentraciones de CSil sobre la respiracion de
mitocondrias de higado y de la linea celular AS-30D. A) Inhibicién de la respiracion en
estado 3. B) Inhibicion de la respiracion desacoplada. Mitocondrias del higado (a-cetoglutarato
®, Succinato A) y de la linea celular AS-30D (u—cetoglutarato O, Succinato A). Se ensayo en
medio KME con a-cetoglutarato 10 mM + 2 mg de proteina o succinato + 1 mg de proteina

+ rotenona 1 uM, fosfato 5§ mM y 30 °C de temperatura.
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Figura 16. Efecto sobre la relacién ADP/O y la respiracién de estado 4. A) Relacién ADP/O.
B) Respiracion en estado 4. Mitocondrias del higado (a—cetoglutarato @, Succinato A) y de la
linea celular AS-30D (a-cetoglutarato O, Succinato A). Datos calculados a partir de los
resultados obtenidos de la respiracion acoplada (respiracion en estado 3) a diferentes

concentraciones de CSIl.
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Figura 17. Inhibicién del potencial de membrana. E| grafico muestra la inhibicién que
provocan diferentes concentraciones de CSI! en mitocondrias de higado (a—cetoglutarato @,
Succinato A) y de la linea celular AS-30D (a-cetoglutarato O, Succinato A). El inserto
relaciona la inhibicién del potencial de membrana y la inhibicion de la respiracion en estado 3.

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

(+ rotenona 1 uM) , fosfato 5 mM, proteina 2 mg, H-TPP* 0.8 uM, ADP 600 nmoles, y

temperatura de 30 °C.
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Medicidn de la actividad de enzimas especificas
La medicion indirecta de la actividad de la ATP sintetasa mediante la hidrélisis de
ATP en mitocondrias intactas, cuantificando el potencial producido fue syens}iblefa la
CSIlI (Figura 17). Sin embargo, (midiendo directamente la hidrélisis de ATP) de la

actividad de Ia ATP smtetasa no fue afectada por CSII (datos no. mostrados) La

actividad del clt'“"cromo bc1 y de la. NADH deshld na: a no se alteré en presencua de

la CSII, pero s Ia,'actuwdad de Ia succlnato deshidrogenas dve, Ia‘a—cetoglutarato

deshldrogenasa,_

La activndad e lbldaa concentraciones por

resulto ser 10 veces mayor Por Io tanto, Ia inhibicién de la succinato deshidrogenasa

no esta relamonada conla mh:blcu'm de Ia respiracion.

En el caso de la actividad de la a-cetoglutarato deshidrogenasa, inicialmente_ no
se vio alterada, pero al parecer fue debido a que en el medio de reaccion se adicionaba
DTT, necesario para mantener a la enzima y a sus cofactores en forma reducida (Figura
19 B). Una vez que el DTT fue retirado del medio de reaccion, la CSll inhibio la
actividad de la enzima, sugiriendo que la CSIl podria estar afectando grupos SH

esenciales . Tratando de dilucidar si era el cobre de la CSIl el responsable de la

43



mhrblc:én se enfrenté a'la’enzima a una concentracién de” 75 pM de Cu(NO;)z. pero -
solo hubo una |nhtbic16n del 50% de la actividad comparado con una concentraCIén de

12 1M de la CSII que inhibi6 casi totalmente a la enzima. Estoksu‘gmé' que el cobre -al
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Figura 18. Efecto de diferentes concentraciones de CSIl sobre la hidrélisis de ATP en
mitocondrias intactas. Se ensayo en medio KME que contenia diferentes concentraciones de
CSli, antimicina 0.25 uM, ATP 3 mM, fosfato 5 mM, H>-TPP"* 0.8 uM y temperatura de 30 °C. Se
iniciaba la incubacién (4min) adicionado 2 mg de proteina.
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Figura 19. Inhibicién de la actividad de la a-cetoglutarato deshidrogenasa y succinato
deshidrogenasa. A) Inhibicién de la actividad de la a-cetoglutarato @ y la succinato
deshidrogenasa A, por diferentes concentraciones de CSII. B) Comparacion de la inhibicién
producida por CSll 25 nmoles/ mg de proteina, CSIl 25 nmoles / mg de proteina+ DTT 4 mM y
Cu(NO;), 75 uM, con respecto al control. Se midid la actividad de la a-cetoglutarato
deshidrogenasa en medio KME con a-cetoglutarato 10 mM, tritén 0.02%, rotenona 4 uM, MgCl,
15 mM, TPP 0.85 mM, NAD® 1 mM, CoA 0.1 mM, 0.5 mg de proteina / mL y 30 °C de
temperatura. La actividad de la succinato deshidrogenasa se determind en medio KME con
DCPIP 0.2 mM, tritdn x-100 0.02%, PMS 0.2 mM, Antimicina 1uM, succinato 10 mM y 1 mg de
proteina, se cuantifico la reduccion del DCPIP a 600 nm y 28 °C de temperatura.
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estar asociado a. una molécula hldroféblca podria lntera"'tuar mas. féctlmente que el
cobre libre con grupos SH lmponantes de |a enznma como lo es eI émdo |lpOICO

La- CSIl inhibi¢ tdtélmentefIa?é‘da‘;/‘idad d 'Venzima con' 25 nmoles/ mg de

proteina (12 uM). La Clso fue de 10 nmoles/mg de proteina (Flgura 19 A), que
comparada con la Clso 4.710.7 nmoles/ mg de proteIna encontrada ‘&n Ia ensayos de
respiracion con  a-cetoglutarato, permitia establecer ‘- a I;'_él_ft a-cetoglutarato
deshidrogenasa como uno de los sitios blanco de fa CSIl. La difé;éncia en las Clsp
podria deberse a que la actividad de la enzima se ensayo en con"’dici’ones de velocidad,
maxima, mientras que en los ensayos de respiracion la a-cetoglutaratd deshidrogenasa
funciona a una menor velocidad y su inhibicién requiere , pbr lo tanto, de una menor

concentracion de CSlI.

La inhibicion de a-cetoglutarato deshidrogénaga permitié aclarar la inhibicion de
la respiracion con a-cetoglutarato. Sin embargo, todavia faltaba esclarecer que ocurria
con la respiracion con el succinato. Los Gltimos resultados indicaban que el sitio no se
encontraba en la cadena respiratoria, porque en particulas submitocondriales, al
medirse la respiracién con el NADH y el succinato para evaluar el efecto sobre la NADH
deshidrogenasa ( complejo | ) y sobre la cadena respiratoria, no se detecto inhibicion en

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

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

deshidrogenasa a nivel de particulas submitocondriales y la unica diferencia entre las
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mitocondrias "y las ~particulas” son "los™ transportadores, ‘'se propuso_que sobre el

transportador de succinato era donde actuaba a CSll. -

Hinchamienyto S

El transpoﬂe de »succmato se mldlé meduante el hlnchamlento producndo por la

amonlo

_sal de succmato" 'a técnlca se basa en‘ a entrada del amoniaco a la matriz

mltocondnal en do de: se genera el IO e monlo ue po e na carga posntiva y que se

‘medlrse por una dlsminucién en el paso de la ;U(T ,espeagc fof 6: etro (LéNoue y

Schoolwerth, 1 979).
La presencia de CSll no inhiblo ei hir’ichérﬁien pro ?ucld”‘ por Ia sal de succinato
de amonio, por el contrano lo estimulé Se observé que dicha estlmulactén dependia de

la presencia del potasio (Figura 20 A) pues al emplear'u medio con sacarosa este

efecto no se observaba (Figura 20 C) Con o etoglutarato se encontré un hinchamiento

menor (Figura 20 A).

Los mejores cationes para inducir hinchamiento con CSil fueron el Rb* y K*
seguidos por el Na® y finalmente por el Li*. El perfil indicaba que se estaba abriendo un
canal o transportador con selectividad a cationes monovalentes de radio iénico alto
(>1.3 °A). En la mitocondria se ha reportado la presencia de un canal de potasio (K atp),

que su apertura ocasiona hinchamiento de la mitocondria (Szewezyk et al. 1996;
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inhibidor del canal Kmp. se. propuso utuhzarlo para inhlblr el‘hinchamiento (ﬁl'nc'iue et al.

a 1‘9.96' y Jaburek et al.

1991; Paucek et a/ : 1992 Beavns et al. 1993; Szewczyk

1998). El ATP dlsmlnuyé el-hinchamiento inducido por la: CSII’(en un’ medlo con K%,

pero no el que provocaba la valinomicina (Figura 20 C) ' hallazgo era una prueba

de que el canal que era estimulado por la CSl| podria ser el canal KA-rp

Debido a que la activacion del canal Kaye éipnéigba:fsqlgmente_|a inhibicién del
potencial de membrana y el aumento de la‘resbiraciiyfm del estado 4'péro nd la inhibiciéh
de la respiracion, y a que existian reportes de que la apertura del canal KATp ducia Ia'
liberacién del citocromo ¢ dando como resultado tnha dlsmmuclén de Ia respiracnén y
sabiendo que la CSll tenia efectos muy similares al actlvar al canal Km—p, se -decidio
cuantificar la liberacién del citocromo - ¢. (Holmuhamedov et al 19"98. Chlandussi et al.

2002).

Liberacion de cntocromo c 7

Se observéd una Ilberamén del cnocromo c cuando Ias mltocondrlas de hlgado se
incubaron con diferentes concentracuones de CSI| (5, 15 y: 25 nmoles/mg proteina) y
diferentes tiempos de incubacién (1, 4y6 mihutos) (‘F'igu‘ra 21 A). La liberacion del
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concentracion de cttocromo ¢ liberada ( 60 pmoles mg

de incubacién. En cambio cuando se’ utilizd.un “concentracion 5 nmoles :/‘mg de:

proteina hubo una liberacién de 15 pmoles / mg de 'prggelna‘ {angs m:lnyug;'-,'s'v(F'igu'ra 21 B).

También se demostro que la Ilberacn‘)n del cutocromo c dependla de la presencia

del potasio en el medlo ya que cuando las- mltocondnas se incubaron con CSll en un

medio con sacarosa no se detecto la Ilberacuén d cntocromo ca pesar de que se

utilizaron concentraciones de 25.y.50 nmoles / 'mg ' :Ina,de CSI! e incubaciones

de hasta 6 minutos, en los cuales ya exustfa la Iylber ICi ) iﬁles / mg de proteina del

citocromo ¢ en un medio con potasio.

Una vez que se determiné Ia liberacién de citocromo e, rsief_' decidi6 establecer si el
poro de la transicién de la permeabilidad (PTP) es‘tab.a:'irrri\"/élué:rédo;' Para ello se utiliz6
un inhibidor especifico de dicho poro la cr':iclo:sfpd"r’iha;fA (CSA) ‘la cual inhibio
parcialmente el hinchamiento producido por la CSI!; adéfﬁéé deesto témbién se utilizo
H,0: que se ha reportado inhibe a un canal semejante a! KATP en plantas (Flgura 20D)
(Chiandussi y colaboradores 2002). Con este compuesto se obtuvo una mhlbiclén

semejante a la producida por el ATP.
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Figura 20. Hinchamiento inducido por la CSll. A) Diferencia en el hinchamiento producido en
presencia de a-cetoglutarato o succinato , con CSil 25nmoles/mg de proteina. B) Hinchamiento
inducido por la CSll en presencia de 120 mM de KCI, LiCl, NaCl y RbCl. C) Inhibicién del
hinchamiento por ATP en presencia de 25nmoles/mg de proteina de CSll. D) Efecto del H;O;
(4.4uM) sobre el hinchamiento inducido por la CSII.
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incubadas las mitocondrias a diferentes tiempos y diferentes concentraciones de CSIl.

TESIS cow
ALLA LA D GGy

B) La cuantificacion de citocromo c liberado despues de haber sido



Células intactas
Una: vez que se establecié como la CSIl alteraba el funcionahiehto de la

espiracion celular, el cual

mitocondria aislada, se procedi6 a evaluar su efecto sqbtﬁe la:

es un-sistema mucho mas complejo (la célula‘inta‘pta),"Es’,‘t‘t’; té,n_dr,[ qt)e;reﬂe’j’a‘rsq enun
jativa). y en los

scitica AS-SOb, que

(Rodriguez-Enriquez et al. 2001) . Por. »I'_o, ] V,:lpo,d_é :ééIUI‘a:s es un modelo
adecuado para establecer si la CSli altera’ fa funcién mitocondrial in situ, es decir, en Ia

célula integra.

Debido a que se habia observado que el efecto de la CSll era dependiente del
tiempo de incubacién, se . inicid incubando desde 1 a 10 minutos utilizando una
concentracion de 3 nmoles/ mg de proteina de CSIl. Se observé disminucion en la
respiracion  sensible a ‘oligdmici'na desde los 2 minutos de incubaci6n e inhibicion de
un 80% a los 10 minutos (Figura 22 A) sin.cambio en los niveles de ATP y la respiracion
resistente a oligomicina (Inserto Figur_a 22 A). Con fb?ée en estos resultados se tomé la
decision de incubar 4 minurlos Wa' ‘vd,;l:férér;‘tjeisﬂ.:‘tcrc{ri\:(:ke,rz’ntra'ciones de CSII, en donde se
observé una disminucion de un 80% aé:~‘ia ;espi\(éciéh sensible a oligomicina con una
concentracion de 6 nmol/mg de: proteina dé CSll (Figura 22 B), sin cambio en la
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cantidad de ATP (Inserto Flgura 22 B) Con los da" 's:anterlores se calculé una Cl5o de'

25 nmoles / mg de protelna que fue menor ala encontrada en mltocondnas alsladas

inhibido casi totalmente la respiracion

En estos ex"p'efimentos a p’ésar‘de 1a
sensible a oligomicina los nlveles d o lery enit'é ‘porque ' los
tiempos de incubacion eran. muy corto p,,_se.lncubéroh:a las células por
uempos prolongados, (Flgura 23) con l lguné observar cambios en los
niveles de ATP (Inserto Figura 23) Si i_efecté un desfasamiento entre la
inhibicion de la respiracion y la dxsmmuclé del ATP porque a una concentracién de 6
nmoles /mg de proteina de Ia CS | éﬁ habla sido inhibida en un 80% a los
10 mlnutos pero una d(smmucub n el nivel de ATP de 12 a 2.5 nmoles/mg de protei'na

a los 20 minutos:. de incubacu n. rrié. con : 3 nmoles/ mg de protelna de Ia

CSill, en donde eI nivel de AT di minuy d 12 a 8 nmoles / mg de protelna

Para descartar qu‘ eI e ; CSII se: debla a la accion sobre otros sitios

diferentes a la fosf lacion oxudativa se utlllzé a la oligomicina, inhibidor de la

fosforilacién oxidati a—una qoncentraclén de 4uM. El experimento se acompafé con

concentraciones de t'CSI‘.‘l?'que inhibifan casi totalmente la respiracion sensible a
oligomicina (Figura 24). Ehﬁéstos ensayos se observo que con la oligomicina, a pesar
de que se inhibid la respiracién totalmente, los niveles de ATP no disminuyeron
concomitantemente. Una explicacidn es que la glucdlisis también puede generar ATP,
evitando su disminucidn inmediata. A esta concentracion, la oligomicina inhibe

totalmente la fosforilacién oxidativa incubando a las células por 2-3 minutos a 37 °C .
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Discusién "™

Los resultados demuestran que Ia csli |nteractua con la mttocondna tanto
alslada como en Ia célula |ntacta con efecto en dlferentes smos que ocaslona la
inhibicién de la: fosforllamén oxndatwa trayendo como consecuencxa la dlsmlnuclén de

los nlveles de ATP

Entre los sitios ‘que- afecta Ia csill, és’té’ la ehzirhé~‘~d—éé(oglutarato

deshidrogenasa, que tiene vital Impo ancla porque es una de Ias enznmas que produce ~

el NADH necesario para la: resplracién y Ia fosfarilacién oxidativa (Cooney et a/ 1981;

producido en la vlanzaydﬁer .
(Smith et al. 1974) pzirria‘ esta - constituida por tres componentes: la
deshidrogenasa:: lut'_kra‘to, la - lipoamida transacetilasa y la lipoamida

deshidrogenaSaf sfonatos andlogos al a-cetoglutarato (Bunik et al.

1992), con el Z 2",,"0’); con el 1-metil-d-fenil-1,2,3,6-tetrahidropirida

(Mizuno et 9/. 198 hidr xy-2nonenal ( Humphries et al. 1998); éste ultimo

inhibe a la enzim /‘Hreduccu‘m de grupos SH del acido lipoico,

como la CoA y i oy~7ﬂpg‘i¢o. Ademas también podria inhibirse la piruvato

deshidroge 12

deshidrogén}a‘sa. k
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Otro efecto que’ tlene la CSII es’ Ia actlvaclén del canal KATp, que juega un papel

muy lmportantq,enﬁla ,rggulx ién del volumen en la mltocondna (Garlld 1996 Szewczyk

Kowaltowski et al. 20001) asl como la CSil ( la presente tesis). Al compara a estructura‘

de algunos de estos compuestos con la de la CSlI, la Unica: semeja‘ a que ex stlé fue
que todos estan conformados’ por anillos aromaticos, que al parecer son esenclales

para poder activar el canal KATF?.

Tanto el hinchamieﬁto que es inducido por-la- CSll como por otros agentes es
inhibido al eliminar el K* extrémitdcqndriél. Ypor la adicién de! ATP, agente que
bloquea el canal Katp (In‘o'ué et a/.’ 71 991; Péucek ef al, '1992; Beavis et al. 1993; Garlid,
1996; Szewczyk ef al. 1996, HoImUhémadov et al. 1998; Kopustinskiene et al. 2001).

Ademas del ATP existen otroS inhibiddrés como la glibenclamida (Paucek et al. 1992;

Garlid, 1996; Jaburek et al. 1998),, |?é’cido 5-hidroxidodecano (Szewezyk et al. 1996;

Jaburek et al. 1998) (Flgura 25b). eI ADP(Paucek et al. 1992; Beavis ef al. 1993), el

AMP (Beavis et al. 1993) y la aminopmdlna (Szewezyk et al. 1996).
Ademas de los activadoreés qUe'fiue'ron mencionados anteriormente hay reportes
de otros compuestos que activan el canal como el cobre (Cu' ) (Wojtezak et al. 1996),
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los mercuriales (Beavis et al.”1993), el éxndo de fenllarsina (Chlandu55| etal 2002)y la

N-metil-maleimida (Beavis' at a/ 1993 Chmndusst et alu 002) Con Ios dos fitimos

compuestos que son agentes que bloquean grupos SH se ha demostrado que en la

regulacién del canal KATp parﬂcnpan grupos SH Bebaws et aI 1993 Chladussi et al.

2002).
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Figura 25a. Estructuras de compuestos que abren el
canal de Karp
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Por lo tanto, si Ia CSII estlmula al canal de K,up se deberla a que la CSII |nteractua con
grupos SH ‘del canal mecanlsmo propuesto para la inhlblmén de Ia a-cetoglutarato

deshldrogenasa. .

La actnvacnén del canal Knp provoca un aumento en el volumen |ntramitocondnal

por la entrada masiva de potasto que trae como consecuenma Ia ruptura de la

membrana externa y la- I|berac|én del'cltocro o c'(O Rourke 1999) como ha sldo

e‘ diémetro en la membrana

apertura se favorece por la acumulacnén masiva de Ca®, la. adlClén‘de algunos agentes

oxidantes y por.un bajo pbtencial de membrana mitocondrlal (Kowalﬁowski y Wojtczak,

2002).

La fiberacién del citocromo ¢ que es inducida por la CSll no parece estar
mediada por el PTP, debido a que la CSA (inhibidor del PTP) no tiene un efecto
significativo sobre el hinchamiento producido por la CSll, como el ATP, por lo que sera
necesario la realizacion de mas experimentos para poder descartarlo completamente.

Varios autores proponen que la apertura del PTP y la activacion del Katp son eventos
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|ndependlentes (Kowalt skt e a/ 2001 Klm et al 2001) Esto ultnmo esté de acuerdo*

con aigunos repones que’ lndlcan‘que actuvadores del canal prevnenen Ia apoptosis

I estén relaclonados el PTP T

(Takashi et al 19 e cién del‘

cntocromo e En contraste tamblé hay reportes que mdlcan ue:lo actlvadores del

Katoh et al. 2002) Ademés?

el de ‘la fosforilacion oxidativa

bicion de la  a—cetoglutarato

oles / mg de proteina de CSlI
a iones se colapsa el potencial de
membrana con succmato lo que ocasiona ﬁménto en la respiracion basal, pero sin
inhibir la respiracion en estado _3 cqmoﬁ oqufre con a-cetoglutarato. A concentraciones
de CSII arriba de 10 nmoles/ mé de p}otélna se comienza a liberar citocromo ¢, debido

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

respiraciéon con succinato como sustrato.

En las células la CSll disminuye la fosforilacion oxidativa y los niveles de ATP,
aunque estos Ultimos no disminuyen concomitantemente, como ocurre también con la

oligomicina. Una explicacion a esto es que los requerimientos de ATP sean menores
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para el bloque consumldor (blosintesls de proteinas de écxdos nuclélcos dek lipldos y—

ya que su tlempo medio gen

celular
electrémca ver referenCIas) por Io tanto so|o se constderarla como bloque consumldor a
la ATPasa de Na+K+ Otra expllcaclbn es que la glucdlisis en esos tiempos cortos de
incubacién’ pueda estar aportando ATP suficiente que se refleja en una ausencia de
cambios en los niveles, Iigado‘a que esta linea no presenta efecto Pasteur. Finalmente
otra alternativa seria que la célula tenga un excedente en ATP. Para descartar estas
alternativas serla necesario hacer experimentos con inhibidores de las vias

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

Una vez descubierto el mecanismo mediante el cual la CSll afecta a la
mitocondria, es entendible que se observaran alteraciones a nivel de mitocondria en
érganos de ratones tratados con dosis toxicas de CSIl (Marin, 2000). En biopsias de
rindn tanto de pacientes como de animales tratados con cisplatino, se reportan
alteraciones a nivel de mitocondria como hinchamiento ( Deantino et al. 1978, Dobyan
et al. 1980, Chop}rra evl al, k1982). asl como también una mayor acumulacién de platino
con una disminuc]én[de;glﬁtatién { Levi et al. 1980) De estos estudios surgio la
inquietud de saber qué OcUrrlé con el funcionamiento mitocondrial asl que se realizaron
varios estudios que indicaban que el cisplatino inhibla la respiracion y el potencial de
membrana (Rdsen ét al. 1992, Kfﬁdéring of al. 1997) de manera dependiente de la
concentracion 'y del tiempo de incubacion. En el caso de la respiracion se reporta una

Clsg de 1mM a 40 minutos de.incubacidon con células permeabilizadas de tubulo
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proximal (Brady et a/ 1990) una Clsa de 50 pM a 20 mlnutos de |ncubacién con células oo

intactas de. tubulo proxlmal porcuno (Krundermg et’ a/ 1997) y una Clm de 100 pM a 45

concentraclones mhlbltorias medlas y el taempo de Incubacuén entrek las‘casuopelnas y

el casplatlno se puede deber al mecanismo medlante el cual causan la lnhlblmén de la

respiracion.

El mecanismo propuesto parael 'cisplétlho? mediante el cual genera la inhibicion
de la respiracaén mitocondnal es Ia formaccén de"complejos estables de proteina-S-

Cisplatino que redqce' ] cantldad de glutatlén dlspomble ( Zhang y Lindup, 1993,

blanco la merhb'riénéffr'ni'tolcorvidrial. sin émbargo ensayos de Kruidering y colaboradores
(1997), demu‘estran'k'que aun con el empleé de antioxidantes e! cisplatino sigue
afectando a la mitocondria. Esto apoya los reportes que indican que el cisplatino afecta
a enzimas de la cadena respiratoria de forma independiente de los radicales libres

(Rosen et al. 1992; Kruideing et al. 1997).
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Otro punto” importante en’ relaCIén al msp!atlr\o es que afecta preferentemente al

rAdn que a otros drganos (Golsteln y Gllbert 1983 G:'don .;1986) Los

experimentos que demostraron esto. _consistieron en’;.apl(car,c p|atin'

después de un periodo de tierﬁpd fueron sacrifca‘d‘és'fy aféladas I;és m‘itocﬁ:Ohd‘rl;és a las
que se les midi6 la resparacubn Por lo anterlor no.es posnble comparar los resultados
obtenidos con la CSll y Ias mltocondnas alsladas de diferentes érganos (de higado,
riAén y corazoén), porque Ios anlmales no fueron tratados previamente, por lo que es
necesano hacer experlmentos con anlmales tratados ya que el compuesto en el
organismo. dependlendo de su. dlstrlbucu':n podria afectar mas severamente a un érgano

mas que aotro'y no cur,n»phrse, Iq que se encontro in vitro.

Sin emba’rgb~ no'*de'ja_'de ser interesante que las mitocondrias de corazén sean

mas resisténtes al efec e’lla .CSl! que las mitocondrias de higado y de riién. Esta

diferencia puede . atr ‘UIrse a un. mayor numero de proteinas mitocondriales. Como

puede observarse € : las mltocondnas de corazén tienen una mayor cantidad
de translocador (ATP/ADP y de los sitios de conservacion de energia sitio 1( NADH

deshldrogen_asa) y s_[tig 2 ]tqc(omo bc1), comparada con las mitocondrias de higado y

de rifidn. Ademas la ’aétiv;lda;d que reporta Carvajal (2002), para la a—cetoglutarato
deshidrogenasa en rﬁitocondrias de corazén es de 200 nmoles NADH / min/ mg de
proteina, que es 10 veces mayor a la actividad que se reporta en este trabajo para esa
misma enzima pero en mitocondrias de higado, que es de 25 nmoles NADH/ min / mg

de proteina. Estas actividades son una expllcacuén clara de porque la respiracion que
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depende de’ a—cetoglutarato como sustrato omdable es més resxstente en mitocondrias

de corazén que en matocondrlas de hlgado

Por ot‘r'o‘ Iédo" |as* mltocondrws:tumorales (AS SOD) tienen una sensibilidad

parecida al de Ias mltocondrias de célu|as ormales al efecto de la CSill. Este fue un

resultado mesperado porque se habla planteado que Ia CSII una molécula lipofilica

con carga positiva (que puede favorecer su de plazamlento hacia sitios con carga
negativa), afectaria mas a las mltocondrlas tumorales que a mitocondrias normales
Existen varios reportes que lndican que las kmltocondrlas tumorales presentan: un

aumento en la cantidad:de cardiﬁllﬁih‘a'. (fbéfollpldo negativo) y colesterol ( que podﬂa

disminuir Ia difu‘sién'p’a‘siva’d H') en’la membrana interna mitocondrial, lo cual

ocasiona que: Ia membrana nterna. tenga una mayor densidad de carga negativa y un

i Estas caracteristicas se han utilizado para el

sté encontacto la mitocondria con

intoxicacion. Ademés la evaluacxén hecha es atil para mejorar del disefio de nuevas

moléculas.
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Tabla 2. Concentraciones de algunas proteinas en diferentes érganos.

(pmol/mg de proteina) Higado Rifién Corazon
Translocador 300 (1-3,5) 613 (8) 1360 (8)
ATP/ADP 150 (4) 1500 (10)
120 (6,7)
ATP sintetasa 390 (4) 178 (8) 216 (8)
283 (5) 260 (10)
Transportador de Pi 7.8 (5) 7.1(8) 5.7 (8)
Sitio 1 180 (8) 86 (8) 172(8)
400 (9)
80 (10)
Sitio 2 60 (8) 127 (8)
300 (9)

(1) Kunz et al. 1981, (2) Groen et al. 1982; (3) Tager et al.1983; (4) Moreno-Sanchez, 1985; (5) Kunz et
al. 1988; (6) Davis y Davis Van-Thienen, 1984; (7) Baggetio et al. 1984; (8) Moreno-Sanchez y Torres-

Marquez, 1991; (9) Stoner, 1985; (10) Doussiere 6t al. 1984,
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CONCLUSIONES

* Las casiopeinas ( especialmente la CSll)afectan la respiracién mitocondrial
porque inhiben a la a-cetoglutarato deshidrogenasa y activan al canal de Karp
que ocasiona la liberacién del citocromo c.

* Las mitocondrias aisladas mostraron una sensibilidad similar a la CSl| quefas
mitocondrias normales.

« Las casiopeinas inhiben la fosforilacion oxidativa en células tumorales de rapido

crecimiento.
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PERSPECTIVAS == == e o

En este trabajo se han establemdo Ios efectos produc:dos por la CSll-sobre la

mitocondria, asl como Ios mecanlsmos mediante Ios'cuales son provocados

no es clara, se propone que la lnte ccu‘)n con sus cofactores (CoA y ac:ldo llpelco) es la

causa. Para establecer lo antenor es neces_ano hacerkun estudio cunétuco, que permitira
deducir el mecanismo . de . inhibiciéon,  Ademas, seria -conveniente ampliar esta
observacién “hacia ‘otras - enzimas mitocondrias semejantes como la_ piruvato

deshidrogenasa.

Para establecer solidamente que la CSI| activa al canal Karp seria conveniente
evaluar el efecto de otros inhibidores del canal como la glibenclamida y el 4cido 5-

hidroxidodecano.

Como uno de-los objetivos de este trabajo era evaluar la selectividad de la CSl|
por algun tipo de mitocondria es preciso extender el estudio ahora hacia diferentes tipos
celulares tanto tumorales como normales y tratar de buscar aiguna diferencia en su

sensibilidad.
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Con “relacion® aI C|tocromo c: serla lmportante hacer estudlos enfocados ‘en

establecer | si el PTP esta relacuonado con su Ilberaclén y si Ia CSII puede mductr su

apertura De ser asi determmar el mecamsmo y si eI Cazf puede estarjlmpllcado en su

activacion, En este sentldo se sabe que Ia CSII provoca apopt05|s en células

tumorales pero se desconoce como es que se acnva el proceso

Por ultlmo es necesano explorar si Ia CSII provoca Ia generacién de radicales
libres y esto sea: la causa de sus efectos sobre eI funcnonamiento enla mltocondna ya
que el cobre, que forma panede la m;'olécula'.. pqdrla. generarlos via la reaccion de

Fenton.
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