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Resumen: 

Se sabe que la estlmulaclón de la respiración mltocondrfal es 

Inducida por la Inhibición del transporte de calcio mltocondrfal en 

presencla·~e(i~mpl~Jo blnuclear de rutenio (Ru 360), presente en las 

mUestrcí~co~~jg¡~¡~~'del lnhlbldor clásico del.transporte rojo de rutenio 
<:(·~ ·:/Jr·~/tv~>::a1~.~~\~~~~~VJL;:~:-· ··.. '.:.· , · -,. .- ,, 

( YlngJ9?1 )~'En_Sste trabajo se muestra que Ru 360 es el compuesto mas 

... ~:~tf f B~:::~n:h::~:: ~:::::·:,::.~: 
evaluó' el tipo de Inhibición que ejercen los análogos de rutenio así como la 

' .. ·':.;.?; :.' )\:~{:'.~~~:.;·~~~t~.:~}?~\-?\'·: ·. ·_ 
· .. ~el. ro]() d9, r,utenic>.siendo para el Ru 360 de tipo no competitivo con una KI 

, 9.8? ~~~i'~~i~'.~ero especifico de sitios de unión fue de 6.2 pmol / mg de 

proteína ~Titqcoridrial. El rojo de rutenio y el Ru 360 son lnhibldores 

mGt~J~-~~f~-~xcluyentes. La unión de lantano no fue desplazada por la 
,.; 

; presencld __ de Ru 360 en el medio. El Ru Phen fue el compuesto menos 

efe$ti~~ ,~~r~ la inhibición del transporte de calcio mltocondrfal. Los 
·:.: .. >1','.',:,,: . 

. ~e~J1tacios sugieren que 1os compleJos de rutenio se pueden estar uniendo 

a :través· de las reglones negativas de los fosfolípidos de la membrana, 

_específicamente , aquellos que se encuentran adyacentes al uniportador 

.de calcio mltocondrfal 
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INTRODUCCION 

Las proteínas son las macromoléculas biológicas que poseen las 

propiedades flslcoquímlcas mejor definidas y por tanto , el papel central 

que juegan en los procesos biológicos ha .sido reconocido desde los Inicios 

de la bioquímica. 

Las proteínas pueden realizar Ur:ia ''gran cantidad de funciones :r ,. ·. , 

dentro de la célula. gracias a la capadciací·<::¡Ce:pose~n para plegarse en 

estructuras ~rtdlmenslonales muy di)~~~.t~~~r#~f }u8~1rnes. abarcan la 

dlferenclaclon celular, estructura y soporte.Y'.una.'de las mas relevantes 
'~'~' ·.:~:.~'.~~:~f~./)lf.~t~:~i:~:'~~~·~:·;~f~:~:,:·~<>~.' 

consiste en transportar solutos a trav,és·d.e·ias"?membranas. Las células 

estón separadas del medio que las ro~~a,'.(i;.~M~j}~:~~branas plasmótlcas . 
. · ' . ···'/:':_~':/:i~>~.-.\~y~:¡:~·." 

Las célulOs eucartontes, ademós estó-n'J'c.ornpartamentallzadas por 

·:'membranas Intracelulares que forman loslí~l~es de las estructuras Internas 

de vanos organelos. Los núcleos a polares de las membranas biológicas las 

. hacen altamente Impermeables a la mayoría de sustancias iónlcas y 

polares, por lo cual la célula o el organelo tiene que ayudarse de 

proteínas altamente especializadas, llamadas proteínas de transporte, 

para permitir el Intercambio lónico transmembranal. 
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Importancia del calcio en el metabolismo celular 

El calcio es un elemento esencial que participa en diversas funciones: 

AJ Parte estructural de los huesos de vertebrados, 

BJ Interviene en los procesos de regulación de la contracción 

muscular, 

C) Interviene en la regulación de Ja secreción, 

DJ lntervlen~'en ·.·Ja transmisión de impulsos nerviosos. 

E) Man~l~~~l~preisJ~? osmotlca a niveles fisiológicos, 

F).<E~~s~~~L~l]~;~~:i:?1º'.i~lento .del cit~esqueleto, 
G) Se ~e~ú'i~f~'Jct?"fq'~(Jscada de Ja regulación sanguínea 

HJ .~cti~J{~0~~~~~,:Jran ··~antldad de procesos en~mátlcos como 

··. segundo):iiérisajero, 
":/{:.:,:l.'":::.';','.,f/), >--

1) .. lnterVlene'eri el proceso de fotosíntesis, 
.. ·.-· ··.···"; 

J) Es cofactoren~mático. 

K) Partlclpii en muchas de las actividades de adhesión entre 

céi~las.· . 
. _, .. · . 

L) l~t~rvl~~~.en el 

•·.proJ~a~a~6. · 
proceso de apoptosis o muerte celular 

M) P.artlcipa en el sistema inmune para que éste lleve a cabo sus 

funciones de defensa, 
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N) Su presencia es Indispensable en los procesos celulares más 

generales, como son la motilidad, el crecimiento y la división 

celular, entre muchos, 

O) Es un lmportant13 activador del metabolismo oxidativo y 

P) Participa en 10 regulación de vías metabólicas. 
' -'°- ""''-,:,: z···, ::--(~: - .- · .. >-- .· 

L~ ~~~~~~~i~~~li~é~ ectoctamente conIToladru dentca 

de la célula cisr como'eri JOs fluidos extraceiulares. 

En c¿·ndi~lit~;de reposo, la concentración de Ca•2 en la célula se 

mantieÁ~ en un nivel bajo, aproximadamente 10·7 M contra un gradÍente 
' .. - . 

de 10-s·.M (aunqUe se cree que este valor no es constante. entre los 

difere~tes tipos celulares, debido a la diversidad de funciones). Cuando la 

c~Íulé{es eistlmulada, por ejemplo durante la contracción muscular, se 

· pr~~uc'e -d~a entrada de ca•2 a través de la membrana plasmática y 
,_' . - ~-. -

aume~~c:i,1¿_concentraclón Intracelular. Los iones de Ca+2 entonces se 

encu~ntic:i"~(/<en un estado de constante flujo entre los diferentes 

.comp6~1~,e~;os celulares y hasta entre las células. Si la concentración de 

Ca•2 · alcanza un valor de 1 o-s M, la destrucción de la célula comienza, al 

activarse de inmediato proteasas internas. 
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A partirde'.·1970.se reconoció al'.calCio:_como ~egundo mensajero 

Intracelular y mÓs · adel~·nt:: s:·c~;~cluyó q~~· 'actúa principalmente a 

través d~·-f~~t~/A~~'.~E~.Htr,;~::i~~~~~~-~l~;~~¡·~~i·ji!rlo ... 
El ca·~ ·~es un·•catlóm~no poJarizable~que·:tlene gran afinidad por 
-. : '.··. • :·.·. :.:: :·~:; ,l .. '-/.:~/:\l~~~: f ~' ~t ((>.f ~=:~t;:;é:~\~:~;}.:·:¡\~:~:.1~1~~~~:~i;·~~ ~;.~~·~~~-(~~ur~.~ :: ~~-t'.:.:_·:: / ... 

Ugandos de tlpo'oxo:"LastproteínasN ue.•·unen;.alcalclo poseen muchos 
:·: ~: < ·'.:: :. ·_:·.'.<l/: ;,,)§..:t(~\~t~ftt::.~~:~}~~r~%~:.::-~~:*{f~~~~*tfü· -i-~t;:~i¡~~-r:~':.r~~ :-: ::;. ~~. ·: ~ 

aminoácidos ,Cqúe:i;Jlenen·•1Funclo de·,;,,.carboxllato. como los ácidos 

aspártica.y·91~[~~~~~ . . . . •v;~;~:t~;:if ~;.; , .. 
. · En todos los:casos:•Ja estricta regúlaclon de las concentraciones de 

. · .:. ·: ,;:<-::(('.;~:~~~\-~-~~~~~~IlfL·:~:i~;1;~E~~-:.r~};·:t~-?i·it~-~l~H·1~~~;.~.~F(:':;" / .·. · 
calcio. entre los:dlversos'compartlmentos .. ·celulares; ·es indispensable para 

, ~ . : .. :: ... ~.<-~:_ {~~:~/;t ~-~·-f~-~·-:r~¡5r~sx~~~~ik~:¡{:'._·~:~.~·:.:~\~:1~;f~t?~~~\~:~:>-~:;~'.;.:·."· .... ' 
que su Funclón·se,lleye,ai;cabO satlsFactorlam.ente. 

, -~ t.._·;·-;,·~;'.:·~·~:· .. ;~~H;'t~::Il~~}f ~~~~ ;.'~~!!?:::~¡~~~\: ·;~\?:I.t·}:~~~;:~~~·{f p~,:'. ~ ··::r ~~· :· . 
El calcio';sé,)émcuentrci~en'::reservás ·específicas entre los distintos 
· · :.·:. .<;_\:/·~.>~~~~:t:~fJ\'.:~~::~,·~jT~~~x:~~~~.}~:i{:.; ,:r>r~:$'.;/;_~·'.::·:~\·/::t: ;\ .. -. 

compartimentos· ·· · · res; d El;• cltOplasma. la mltocondrla. el retículo 
, .. ··,_. -:_.: :._:-::·. -~:- ~ ~:·{'.:"~:.~~~~~; ~t-~70.~/~'.,~U~~)~.v~~·:~:~:.~.!:·:~ ~~~~. ·. 

endoplásmié:o;'i' eO'Vel .aparafo de Golgl cuentan con sus propias 
-.. ·<~\.: ~-.,~j~,:.: . ::!!-~~;.~·.·.~3 :_.;./,'.")'\T":~~~·!_}f~::, .. < _,,._ · .;.· -

reseiycis de?éa c o qúE;'~él'mantleiien en equilibrio gracias a Finos sistemas 
·'. -::·. ?"<·~.~:,.'.~i~ ... :~It~7~~.::~~}~~-f.~~~;~1~;:~}J;~r .. ·')\r:>·-\::';_.'.;:~:x.~ <·.'·.·:::.-. · « • '. 

de transpoi:fe!S~,ha sugerido que Una de las más importantes Funciones de 

: ld
0

mlt6b()~~~~;g~~~i~t~;~n ~~nte;Únorrnales los niveles de calcio en los 

distlntC>~-:6¿,rn~~rtl~~~tos para · · d~ esa .Forma asegurar 

Funcio~~~I~nto d~ lacélula. 
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Regulación de la concentración de Ca•2 en la Mitocondria. 

La mltocondria es el lugar donde se lleva a cabo el metabolismo 

oxldativo eucarionte. Contiene, como Albert Lehninger y Eugene Kennedy 

demostraron en 1948, las enzimas que median este proceso, incluyendo a 

Ja plruvato deshldrogenasa, a las enzimas del ciclo del ácido cítrico, las 

enzimas que catolizan la oxidación de Jos ácidos grasos y las enzimas y 

·proteínas redox Implicadas en el transporte electrónico y la fosforllaclón 

oxldatlva. Es pues, con razón que se describe a la mitocondria como la 

central "productora de energía" de Ja célula. 

La membrana interna de la mitocondria, presenta . una gran 
·,.'. _ . 

. cantidad .de invaginaciones denominadas crestas. Su número varía con Ja 

activid_ad •respiratoria del tipo particular de célula. Ello se debe a que las 

protern~s 'éiG~ median el transporte electrónico v 1a fosfon1ac1ón oxidat1va 

· · ~.St6~ --~~i~as a la membrana mltocondrial Interna, de modo que la 
r·,.,. ' .. 

vel~cld~d ~e respiración varia con el área de la superficie de la 

~~~brana. ·El hígado por ejemplo, que tiene una velocidad de respiración 

• .mcis· ~·menos baja, contiene mltocondrias con pocas crestas, mientras 

que las. mltocondrias del músculo cardiaco contienen muchas más. No 

. obstc:mte, el área total de las membrana mltocondrial Interna en una 

célula hepática es aproximadamente unas 15 veces mayor que Ja de su 

membrana externa. El compartimiento mitocondrial interno, denominado 

matriz consiste, en una sustancia de apariencia gelatinosa con menos de 

9 
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503. de agua;-- contiene concentraciones notablemente elevadas de 

enzimas solugl~~- ~~I metabolismo oxidativo, así como sustratos, cofactores '· <' .<·~ .· ,~ ' .. : ".,.: 

nucleotídlcbs ~ Iones Inorgánicos. 

La matriz 'contiene también la maquinaria genética mitocondrial 
:· .. '. , .. ~:. ·, :.:.-./_..':./~·;1,_: > 

(DNA; RNA,{'ribosbmas~)que genera algunas proteínas mltocondriales . 
-. . .->_:~::.:'.i;,i\~:~Xf-~~~:-i/?}~3-\/'.:-~. . . 

LO membrana mitocondrlal externa contiene porlna, una proteína 
-_. --~-· ... Ft.~7~~~l:'.:.1t··~:;~~s11;:~~;:~~~ZE·'.\;~ .¡:-: ...::· · :_ 

que fOrma::porOs;'.énO'cespecíflcos, que permiten la libre difusión de 

molécÚl~s;~~-~~~i~~~~~~l~;!(~----~-- --- , 

--La membrar:iaJnterna que contiene aproximadamente 753 en peso 
:"'_. ,·,-; .. -·:;:\~;i!t.t;:~;~~':. . ::~;~·::.\-.. :: ··.·.:. 

de • prot~rAiJ's,f~'~~ rísldgr~blemente más rica en proteínas que la 

mem,br~:n~~~ffi~fE~~~~;;:1~xpletamente permeable al 02 • co2 y H2o y 

contiene. además.de las•¡:>roteínas de la cadena respiratoria , numerosos 

profern\rj~f}~~~~~~~}é~'~econtrolan el paso de metabolltos como ATP, 

ADP, plrúvato i;-~'·- - 'y:fosfato. Esta lmpermeabllldad controlada de la 
\_ ... -.i--.. <:n,:\~>~~}j~(.~;):~~f~~ .,. J:<;~-l~?.,~ .: .. 

- membraria:•'!'lltocondrip~;_1nterna a la mayoría de los Iones, metabolitos y 
, .. ;:·: ~~2-:.;':f .ii)(}){? ~~1{;~:-~~::~-- .. 

compuestos:'d " asa;,molecular pequeña • permite la generación de 
. _. ~-- . :_.J> .:)~:;:_:r~::~~f:{¡~~~il~:~.~i~h;.f,~:;~:-.:~'.r< _ 
gradlentes 0lónlcos:,aJraves de esta barrera y da lugar a la división en 
-' : ·:..:·.:" .--~y;;,t.¡,~~~t~~i~:h~·i&::}·~~~-~;:_:·. -
compartlmler:itos·- de funciones metabolicas entre el cltosol y la 

~lto~o~~~g~;J-fas tres principales fosfolípidos 
' "' - . ': _;~,:;)-; ~ .""·;:: . 

constituyentes de la 

membráha Interna de la mitocondria son : cardiollpina. fosfatldilcolina y 

~ostatl~iletanolamlna. 

10 



- ' . . 

La concentración de ca2+ dentro de la mltocondria es regulada por 

3 mecanismos Independientes. La entr~da de 'ca2• se efectúa a través 

de un: unlportador rápido , y la salida Involucra 2 procesos que pueden 

· dépend.er o '.no. de la presencia de Na• en el medio. Además • existe un 
-.'··.' -. -· - ' 

cuarto ;,,t:lca~fsmC> que permite fa liberación de grandes cantidades de 

... ca2+, ~ trávés' dé un poro inespecífico que se forma en fa membrana 
S, .. . · 

Internó~~ r~spÚe~tb a ~arios agentes. Figura 1 (Guntery Pfeiffer. 1990) • 
.' ,,. ,.,, ',_.· ... ·' ... i 

L~ ~ri~6'i~J1 · fu~c:;fón de los sistemas transportadores de Ca2• en la 
-;!·;··~· ~:. ;'.> :ii<;:·:·:~ ... ~~:.~:~:i~;;~~~.,-.. {:~.~~:~- ,_ 

mltocorídria·conslste en regular la concentración de este Ión dentro de la 

·:~=~~~:~i:~~f ~~~c:,:::': :,:~~~~:~:~:::::o::: 
de síntesls\deATP.'\/~~íó ~rí presencia de concentraciones de ca2+ entre 

0.1 µ'Mi,;iJ~;j'~í~~o ln~ervalo en el que puede variar la concentración de 

€lr1 respuesta a estímulos hormonales o eléctricos en condiciones 

•fisiológicas (Denten 1980; Hansford 1985; Brand y Murphy 1987). Algunas 

hormonas, como el glucagon y la vasopreslna, así como algunos 

agonistas a-adrenérglcos, pueden aumentar la concentración 

citoplasmática de Ca2• de 0.1 µM hasta 0.5 - 1 µM ( Marban y Rink, 1980; 

Haek. 1992), y esto puede traducirse en un Incremento en la concentración 

lntramitocondrial de ca2• (Moreno-Sánchez y Hansford, 1988) que activa la 

deshldrogenaclón de sustratos. por lo que se ha propuesto al ca2• como 
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un regulador de la velocidad de síntesis de ATP mltocondrial In vivo 

(Hansford, 1985; MacCormack y cols. 1990) 

Na+ 

F A 

Figura 1. Transporte de ca2• a través de la membrana interna 
mltocondrial . La entrada de Ca2• a la mllocondria se lleva a cabo por 
medio de un unlportador dependiente del potencial eléctrico 
transmembranal mantenido por el bombeo de protones a través de los 
complejos respiratorios (CR). Este transporte es inhibido por rojo de rutenio 
(RR), Mg2• y LaJ• . La salida de ca2• se efectúa en Intercambio con Na• o 
H+, y a través de un poro inespecífico que se forma en la membrana 
interna mltocondrial cuando la concentración de Ca2• es elevada y están 
presentes ciertos agentes como el fosfato (F) o el arsenato (A) 

12 TESIS CON 
FALLt\ u:~ ORIGEN 



Tabla 1. Sistern~s enzirriáti~bs mitocondriales regulados por ca2+ . Tomada 
de Moreno - Sánchez y Hánsford 1982. 

' - - .. . :· - . '/, ~.. ·'; : .>.: : .. ::. ':.' .. 

Gllcero-: 1 ~Pi ir/,\'.:~:v'.¡) .Cara .•externa de 
Déshidrogerl'asa ·:::.;10 · ·· · membrana 

· ;.~1~:'·~.'.~~t;~i;~p.~jl:itocondriai 
,,;,·,:-..-... ._ .. ·.,.,."'·;;,f:(·· 

Piru~cit¿~i!,'.·,;'.f§J'.X~·:· ···~atriz 
Deshldrogeriasa 'mitocondrial 

·. ::J~~;~~'.~~W~'.~ · Matriz 
· oeshidro~"t3ndsa mltocondrial 

;·.~.\ t: <·~.t_¿')~/:,{Y;~;· 
oxog1útc:l.rcito .· 
Déshldrogenása 

.. :·,.. . ,~ ' -:~--·-.. :· - .~ 

:;·.' 

súccinat6 
deshldrogenasa 

; ,, 

INHIB.ICIÓN 

Matriz 
mitocondrial 

Cara Interna de 
la membrana 
interna 
mitocondrial 

Ko.s 
M 

para Ca2+ Referencias 

0.6 Wernette y cols .. 
1981 

1.08 MacCormack y 
Denton, 1980 

1.19 Dentan· y cols., 
1978 

1.03 MacCormcick y 
Denton;,1979 

1.3 Eiawa y 
Ogata.1979 

Piruvato 
Carboxllasa 

Matriz mitocondrlal .1D-25nmol/rng J Foldes y Barril, 
.;; ' . 1977 

Piruvato 
.· Deshidrogenasa 
Cinasa 

Carbamil fosfato 
sintetasa 

Matriz mitocondrial 

Matriz mitocondrlal 
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Cooper y 
cois., 1974 

· 1O.:15nmolmg Meijer y 
cols., 1981 



Varios.· sistemas, . enzimáticos rnltocondrlaleJs. son ,aétivados o inhibidos 

por la presenc1C:{d~, c(J2•; i~ · tabla·· 1. riiuest~ci 1cis ccincentraclones de ca2• 

libre necesorJÓs pa;ci ~bte,~er ¡~ ·~itcid de; ~i~~to ~áxlmo sobre lo enzima 

( Ko.s pcira C::6:i~ ). <_•> 

El ca2• ejerc~sl) ~f~ct~''actlvador,o través ·d~'una.~ismlnuclón de lo Km 

para·· el. susti~tc):~;1~~ .• ~~zl~~f.•··ten:i,f n~;i~~ H~~~i~~:() · n~}º •. ~fecto sobre 

:a:~~~~'.~~1~~1;1~~~i~J~~!i;;~~l~1t:;"~::: 
1979);; La.:'plruyato'deshldrogenosa;driasa:í.escdnhlbldo .de un modo no 

··::'. :· ~ .. : -, -.: ; .. ;.~ :_.;<t· .·' :·~f~~\}:f:( · ~i~K;?t'f Pi~~-~:~~;~~~·J·:.~;~·~.~~~:~~~~~i~}~~1~!:f)1~i~;~~'.~~Wi~J;)~~;2:::~:~~~tf··.. ! 

competitivo: por. el:calclo;Tlo •Vmax'.dlsminuv.e:'.un 553· con 7µM de ca2• 

. •·: ¡c()op~r Y.:·c:fé!~'f~;}}?~tras ~~ilm~s sbn .~;:;~~~~~s ~C)r concentraciones de '. ' - ,_ - '.. --~·-.'.. --~ -~. ;:·_- ,.,-\.'. ' ' ' . . . . - -. ._ ' 
. ' ·~; 

. Cci2• aig'c) m6yores, como es el coso de lo lsocltroto deshldrogenaso, cuyo 
' . 

Km. disminuye de 0.28 mM o 0.5 µM, con 28 µM de Ca2• {Denten y cols .. 1992); 

lo· NADH ublqulnona reductoso {Ko.s=5.7-6mM) {Kotlyot y cols.. 1992). Lo 

, plruvato carboxlloso y el transportador de piruvato {que son sensibles a 

concentraciones de Ca2+ entre 1 O y 100 mM) {Folde" y Barril. 1997). 

Además de los deshidrogenasas mencionadas, se ha sugerido que 

ciertos componentes de lo cadena respiratorio son regulados por Co2+, 

como el complejo bel mltocondrlal {Murphy y cols .. 1990), {Folde" y Barril .1997) 

yo que se ha observado que el ca2+ es capaz de aumentar el flujo 

fosforilonte en presencia de succlnato y rotenona. o con NADH o 
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concentraciones saturantes (Dousslere y cols .• 1984) se ha reportado que 

algunos transportadores, como el acarreador de adenín nucleótidos 

tamblen podrían ser regulados por la concentración de calcio 

mltocondr!al. 

Captación de ca2+ y· Daño Mltocondrlal 

La r:nncicondr!a es el organelo con la mayor capacidad de 

acumulac;~n :dé ca2•, pudiendo acumular más de 2 mol/mg. Debido a 
.,. . .: ·~' - .;:,,. '- ·,., 

esto, ~1B0'~b~1rivestlgadores han sugerido que la mltocondrla funciona en 

coridl~loA~s ~fi~i~IÓglcas como regulador de la concentración citoplásmlca 

d~'(:6;; (~l~~~i1~{crompton, 1980; Nlcholls y Scott. 1980) • La velocidad de salida 

de· .. Cb2·~·¡~, i;,antlene esenclalmente constante una vez que se han ,. , .. •' . 

• ~c:'~ri;·u;l~~C). 1 O nmol de ca2• /mg, mientras que la actividad de la vía de 

·. entráda de ca2• es altamente dependiente de la concentración de Ca2• 

externo; si la entrada es lo suficientemente rápida para contrarrestar los 

efectos del sistema de salida, se producirá una acumulación neta del 

catión. En esta situación, llamada acumulaclón masiva. el Ca2• puede 

precipitarse en la matriz mitocondr!al en forma de fosfato de calcio. 

formando gránulos de hldroxiapatita. 

IS 



'> 

··Suspensiones 'dé~ mltocoñdrias'c:ilsladas son' céip~'ces. de disminuir la 
,., ~ _-; -~,~:. '.'·~;, ~;:: ~_,,,: .. -. ·:._; •' . . . . 

concentración de ,Ca~+.exfra'f!1lt0cC>~~rfal hast~'0.1 ~µMi. en este estado 

estacionarlo IÓ ~n;i~d~ d¿:
1Cb1

;f 6 :tfavés Clel Únip¿rtcidor es equilibrado por 
'. -' ,: :'."-/: :·'~.--{.; ~:. ~; ::.?;\.·.·:. ?6,};·.~:~~~~:~-~~~f i~~t~~·-~;~~~'~2}.:.~1:,~;~·:_<~·:~<?:;- ,: :~:::i~~~:-;:--h,;~~/:Xsi:/~.\}{(~~·:<:<. · .. ,· ·: 

la· sólida d~';ca2,t::i(Puskln>dc0is':/: 1976);~·Está\acumulaé::ión masiva ha sido 

;zc.~~~tilii~~~i~jl~!~i:::. :::~::: 
sus estructúrcis Poi" altas conéentradones de ca2+. · ' · 

,. ·· ><:; )~-:.;;~~r_;}~¡;~~):~-.J~~~~~-~~-:~ ·~;;_:';i_ .. ,;:~:!:~b;~:·~!if :~·~r'D~!~·{-~:\:\;-, · 
Una concer;itración}i , a~~;de.~1m " ~.100,µM puede dañar la 

,,. . , " ~- ~ -;:'.;:;.:/i:~:~i-~>JJ:;~{~:.(:fit:,{k\~i~b~~~!At~~;,i-ifWS:~l~~~~;~~'.t;.~f.{fo.tt~~~- -i~~;~~~fii . ·,·· · ... 
estructura: de' los'.; acldos:: nuclelcoswJde;:;a gunas prbteínas (Farbe~. 1990; 

· .:·;'.·~ .. ~·: ~·~ J:J-J:}:·~~'.·~\~:.~~;;{tW~:,:··:~~~:~0~~~~J)~~:?.'.\'/~r~:;~~\~~t~~tt1:,~~rMi~i~r-~?t'..: ':):. · .. : ~ ~ : 
Nlcotera .• ycols.,J990iReed.','.1990):'f.ún:conc~r,itraciones menores de este Ión 

lnte~~r;~' ~~~~~~,~~~~~f~~~~·~ti~~~~~·\G~[;'M~~ATP (Blackshear y cols .. 1988) 

ademÓs de producir una activación de profeasas y fosfolipasas sensibles a 

Ca2+. 

Características del Sistema de Captación de ca2+ Mllocondrial 

Vaslngton y Murphy (1962) descubrieron que la mitocondria es capaz 

de acumular Ca2•. La captación está asociada a la respiración y a la 

hidrólisis de ATP, •. Pudiéndose captar este catión incluso en contra de su 

gradiente: Lo{ l~hi!:>l~,ores de la cadena respiratoria Inhiben la entrada de 

ca2+ cuá~dp:;~I ~'¿,t~~clal trasmembranal se sostiene por la oxidación de 

sustrafos, miení~a; 'qu~ en presencia de ATP el transporte es Inhibido por 
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ollgomlclna~ un l~hlbldoÍde IÓ.ATPa~a rnltocondrlal (Lehnlngerycols .. 1967). En 

presenCfa de PI y)[)p la mltÓcon~~~ es' capaz de acumular hasta 3 µmol 
--- .... ·r·· .-

de ?~2;;~~r;/]~Í~~~¿~;0};fJ,~~;},\\:Tu~f(;~r\0one, 1970); · debido a estas 

obse~~clones'se,:1dedu]() que<era, un;proceso activo (Chcnce, 1965). El 

trci~sibrt~~~t,'~~h; ~~~bl~~ ~~ ~;~~L~~~·+~;r la salida de K+ Inducida por 

. vallnc;'miClf;ci''(sé~rPCÍ y Azzone, 1970). r~d~s 'estas evidencias lndlcaÍl q'ue la 
. " .. ::.; :- "'. ' ' ·.- _._- ··, '.--,_, .,,,_ :· ,- - ; " .'··>' .::;:'_ .. ,_ 

entrada de c<J2+ depende de la energía .. · del potencial tíasmemtíranal; és. 
':, : . . -. . , ,_. -,. -~ ·-' ' - '. - ;. ' -· '.· - ¡ '-'! .. ~ •, • ,_ 

decl~; el mecanismo de entrada de ca2+ .c:Í 1cÍ,rn1tC:,co~drfCl es u~'proceso 

secundarlo dependiente de'ª resp1rac16n ¿~~ 1ah1~r611s1s de l\r/ 
.-,,·· ¡·. 

Las mltocondrias de todos . l~s :\.i~rtebrados y de muchos 
t " •. ,, _. ~ .\'. 

Invertebrados estudiadas son ~ap6¿~s 1'b'i':'frc:mspbrtar ca2+ (Bygrcve. 1977: 
• j .--·" -·~ ·' • 

':\: ,:-::.f_:y:~: ~-~~~:-::;' 
Lehnlnger y cols .. 1967); este: trans¡::iorte}se ;'manifiesta en ciertas especies 

drude :·~~¡~~~~~!~:~~=~lo contldod de Ca" que 
se acumula .és'mucho rnenor.a·3 µM/mg; alrededor de 50 nmol de ca2+ en 

.' . : -: ' '-·~~ :~--:.; )~~'.:>:-~;{il~~~~~;~~~:~~~:-;~i:~~_;, ~:}_:;:~·~-f;·::~ ;-.~~:,::,, .·. . 
ausencia, de'.,Pl,\Lo·;,0de\.'100-200,' nmol/mg en presencia Pi. En estas 
. . .'. ;- L'..i:.(' .. -...;?~~~~-i~~t~\~·1~~~~fi:;~.f~~:;~:.r<~\··;:·::'.:~.:::,:· .. ~ 
condiciones.las funclones.mltocondriales no se alteran (Slcter y Clelond. 1953; 

Brtertey y;c~i~.~\~füfi~.;~·i;~>'.·y;\ '.· 
. \land; batlb.~~s son transportados a la matriz mitocondrial a través 

de este ,\~~arreador. La selectividad del transporte es la siguiente: 

Ca2•>Sr2+>>Mn2+>Ba2+ (Drchota y cols .. 1969; Vcinio y cols .. 1970; Reed y Bygrcve. 

1974). También son transportados Fe, Pb y lantánidos (Kcpoor y cols .. 19B5: Reed 
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' · .. ' : ' . :,:· ... :~· : :. ' .. . 

y Bygrave/ 1974; Valni~'tc.:01s.;·,19;0), En milocondrias de corazón, el transporte 
º:-~·-; 

de 'Mg2•, Óc~rre :~~r Liri ,transportador diferente al acarreador de ca2• 
.····'..:,;· 

(Brlertey y ~c;i~ .. 1~87;''crirnpton y cols .. 1976; Diwan. 1987), mientras que en las de 

cer~br~;j:~¡¿~gX'l~s;nhibldores del transporte de Ca2+ inhiben también el 

tra~~p~rt~%~\;t;'~~~ (Rugolo y Zoccarato. 1984; Kun. 1976). El transportador de 

', caLt;~~21iJ8;~\l;~iivldad de transporte de Mg2• (Chapell y cols .. 1963, Valnlo y 
; '~;:{/-..:~·; -:. 

co1t 1;7o);;:~¡~;"e'mbarg0, la completa exclusión del transporte de Mg2• a 

trav~: dl1:~gJ~~~~~r de ca2+ parece ser tejido específica. 
l . " :' '".·: '<·-·~{1·:1·····'•~·:·· <. :' ., ·.'.· '. 

, Exlst~K\-'~$!~~~~1~5 de que la entrada de ca2+ no se efectúa en 
' '~·:k·, /·,·-'.~>"· , "· " ' 

, : lnterca¡r;¡;¡J ,;é:d~ g¡Ag~n ·'otro Ión (Lehnlnger y cols .. 1967; Rottenberg y Scarpa .. 
, . ' - ... ' · . ., '-'··'"::· ·· . .., ':· . 

. l974; Sc;:,,j:,c;'.y ~·drié., 1970)~ L~ entrada de. Ca2+ a la. mitocondrfa ocurre a 

favor su gradiente electroquímico, com;se'esperarf9par~.un unlportador, 

siguiendo la relación, 

(Ca2•]1 
óµca2•7 RT 1 n --- +2 f(q¡1 - <pd) 
. , [Ca2•]d 

donde , óµca2+ es' el poÍencial electroquímico lrasmembranal de Ca". R es la 

const,ante de los gases, T es la temperatura. (Ca»]r es la concentración de ca2• 

fuera, de la mitocondria, [Ca••]d es la concentración de Ca2+ dentro de la 

mitocondria, F es la constante de Faraday y <pi y q>d corresponden al potencial 

eléctrico transmembranai fuera y dentro de la mitocondria. 

respectivamente. 
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Características Cinéticas del Unlportador Mltocondrial del ca2• 

El uniportador de ca2+ presenta alta afinidad por este catión. La 

concentración de Ca2• a la cual se obtiene la mitad de la velocidad 

máxima (Ko.s) se ha reportad~ enúe: 1-:189 µM ( Akermon, 1977b; Crompton y 

. . . · .: _:;<:.,,' ... ·<>·?.~~ú~~.:\~i:~:::?~X+~;~~~~.~- ... ;>:~·,;:~<:;_;: -~~,;)::,. ·'. . -~:>:. ,:.-:_/·_ <.:.> :: ·-. -. · 
dos .. 197 6; Hui son... 1977; Pfelffer y cols:; •• 19~6; ·'<inogrodov y Scoíp(l• 1973). Los valores 

de.vel·~flj~,i:;·~f~IB~~~~~i~~?~~it~~~n.~rl¿s.~e.híg~d~.:oscllan éntre 700 

y 1200 nmol/mln'nig''(8rogcidiri"v éols:,.1979; Hutson y cols:~ 1976; Vinogrodov y cols .. 
·... . :~·-': -··: /~f-~l:~.~~~:~J~gf~~;~s-:\t;~fr:~,~LI.~~~~;;'.'.·_:_.'~::'.·· · · .': ·.: · ;. , : - ··. · . ; . · · · -· : 

1973); mle11tras.que;en'mftocondrlas de corazon tienen una valor entre 400 

y n 70')::n~'~l'.~~;~?i_~~i;•;~~cMiUin-Wood y cols.. 1980; Vercesl y cols.. 1978). 

Generalmente:se\dlce. que el transporte es mayor en hígado que en 
. ~~ ~, ... ~~·--.. :::.('.:/. X:-.;~~in;~;~\·/ ; ·-: ;: ·. -. . 

corazon, p13ro.:Ja~yelocldad más. alta que se ha reportado se midió en 

mltoc6~cirt:6~.~k~()razón de perro: l 750nmol/min/mg (McMillin-Wood y cols .. 
'- - ' r· .- '·\{~-:·'-~~;--· -~.;-~: . . 

1980)~ p()r.'(:,frü~'.'i~ci(;; aún los valores mas altos de velocidad reportados 
.... ··_. ~: :· >;:~;_;~;~~~.:,'\'.:.:~·:t.:~.?~~· ' .. . :. ' _:·_ 

result'cin ! súbestlmados, ya. que la velocld.ad es limitada por el potencial 

: trans~ci~~g·3~;!;!.~// .·.· · · 

.. El transporte de calcio sigue un comportamiento sigmoidal con .. -: ·: .-~ ;,: ~ü·.;:,; o\; , ·. 

··.: ·-, L' ~ .' : .. :_:; . . 

respeéfo a la concentración de Ca2+, con un coeficiente de Hill que varía 
·._ ·_. 1 .·; .· ·' •. ,! ,- :· -· 

entre 1 :7 Y: 2 (8rogodin y cols .. 1979; Bygrove y cols .. 1971; Heaton y Nicholls. 1976; 

Hulson y cols .. 1976; Reed y 8ygrove, 1975; Scorpo y Grozzlolti, 1973; Vinogrodov y Scorpo, 

1973). Sin embargo, otros autores que no observan este fenómeno, sugieren 

que depende de la temperatura o de la fuerza iónica del medio, así como 
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de la presencia de Mg2• u otras condiciones (Akermcn, 1977b: Akerman, 1977: 

Bragodln y cols., 1979: Crompton y cois., 1976). Una alta concentración de Iones 

Impermeables como Mg2• o u2• , así como bajas temperaturas 

Incrementan la slgmoldlcldad del proceso (Bragadin y cols .. 1979). 

Un coeficiente de Hill de 2 indica que el ca2• se une al menos a dos 

sitios en el unlportador, que pueden ser ambos de transporte o bien, uno 

.de ellos de transporte y otro de regulación. Se ha descrito éiLe ~u~ndo,se 
,;, .•· ,._,· ... · ,, . 

·' ·.¡: ·-·:,···'·. > • 

unen pequeñas cantidades de ca2• al unlportador· de;_calclo,. la 

slgnioldlcldad del transporte de Mn2• se pierde y su velocldcid cilirr1er:ita, lo> 

cual ~e explica diciendo que el Ca2• se une a un sitio de actlvac::IÓn q~e . 

·disminuye la energía de activación requerida para el transp()rte. "con lo .· 

que aumenta la velocidad de transporte de Mn2•(Vlnogrodov y Scarpa .. 1973) 

La velocidad de disociación de Ca2• de este sitio es lenta, comparada con 

la velocidad de transporte (Krorner, 1986 y Riley. 1986). 

Dependencia de la entrada de Ca2• a la temperatura 

La dependencia del transporte de ca2+ a la temperatura puede 

utlllzarse para calcular la energía de activación del proceso si se 

construye una gráfica de Arrhenlus (log de la velocidad vs. 1/T). 
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·:. . . ... 

En. un rn~dio. de sacarosa, utlllzando succlnato ·como sustrato, 

Akerman ¡1n7,¡'·c::~1culó la energía de activación.·. en 40 kJ/mol. y la 

adición de '2 mM d~ Mg2• redujo esta energía a 18 kJ/mol, mientras que la 

adiclórl.~¿ ·.~.: mM de espermlna redÚjo casi a cero la energía de 

. aCtlva~Ión. ·. 

Inhibición de la entrada de ca2• 

Los lnhlbldores del transporte de ca2• pueden ser de cuatro tipos. 

Entre los lnhlbldores competitivos se encuentran los Iones que también son 

transportados a través· del.unlporticfo~; como el Sr2•, el Mn2•, el Ba2• el Fe2• 

Y losla?,~~~l'.~~t·t;~jM7J~?i~t~f~~*f~;·In~lbidores que está formado por 

cationes como el Mg~t;' las ·polla minas y. Jos protones, que a pesar de no ser 
. _ :,/ <~\~: .. ·,~ ~t~~{t~~1J;~)~YJ.~?#Jr~1.:t~ff !.~t{~~~~{l¿~~!J!~::ff',~H1\~· ~ ~ . 
transportados:por.el.unlportador; Interfieren en el proceso del transporte de 

2a;/>i\~,;~,'.\ieft~~%~~~~·,!g.~vt&~~t·~;l~miento de cargas. El tercer grupo de 

.:·.. :::·"·/:':;~~~f,. ~i~1r~t~\~;1~~':.~.%.'/;,;'.,·.'·~.·:': ··~.·· ·' 
· ·· lnhiblcjores!. ... , con;i¡:?onen · policationes como el rojo de rutenio y la 

· .; .·,~ ·;,:: ·_:· ~·:: .. ~;;-<s:~,~:-~~:~s'.:,;/:.~tf::; <:~~Y:¿,;.~··.:':· ~ · · 
hexamina'::de ,cobalto (Toshmukhomedov y cols • 1972 ). Estos inhlbidores son 

mL)i~~ijZ~1~r@· presentan una baja constante de inhibición (KI). 

· Fln~l~~~f~y,:~xÍst~n algunos fármacos como los 13-bloqueadores ( Nook y 
. : ,. . . .\· · .. ·_ ~ 

GreeÚ.197ÍJ, 16s guanldinas (Dovidoff, 1974) y los diuréticos (Gembo.1974) que 

actúan c'6m·~ inhlbidores del transporte de ca2• . 
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Los lantánidos se transportan muy lentamente a través del 

uniportador. por lo que pueden ser . utilizados ... como lnhibldores 

competitivos efectivos (Valno y cols, 1970b). Á partir d~·las cldtos .de Inhibición 
;.· ·.·:.; /...:.:·: .·:\~~·~'\:·::~:<.:. :_:}:~{-~,/~> .:-~_'.;_}/:~{ .. ' 

del transporte de ca2+ se ha calculcidoque;'exlst19_ún rriáxlrrio de 0.001 

nmol/mg de sitios de transport{~sfR~f ~Jtti~;¡~i~f {,~~~~1~.f'.m~mbrana 
Interna mltocondrfal (Valno y cols, 1970);\'.Este· dáto'::'fepr~serita {Üno de los 

'' .' ". -~·: '. ( /-}:;:-::~~\:\~.t~.'.fl;:;\;·~~~~~-f'::\'},::.:·. >.:":· :_·. 
estimados más confiables del número d~ acarreadores de Ca2• en ia 

mltocondrla. 

La inhibición del transporte de ca2• . pb; Md2+ . , especialmente en 
, ' ·;•.,,· ·. 

·~ 

mitocondrfas de corazón (Valno y cols, 1970¡{5~ ·;.~viE:'!rte ;parcialmente por 
~ ., . . ·/;o._-··¡.·~; .. , . ' ' . , 

Mn2+ (Allshlre y cols, 1985). El cadmio éS, ~tr~; ~~lió~ que Inhibe 

competitivamente el transporte de_ca2+;, (Ch6vezy cols, 1985). El efecto del 

cadmio se previene con ditlotreltol, lo cual Indica que el cadmio entra a 

la mltocondrfa e interactúa con algún grupo sulfhidrflo en la membrana, el 

cual es esencial para la translocación del Ca2• (Ch6vez y cols. 1985). Las 

pollamlnas espermlna y espermldina • inhiben el transporte de manera 

similar al Mg2+, con una K1 de 180 µM (Akermon. 1977:Lenzen y cols. 1992); sin 

embargo, a bajas concentraciones de ca2• dichas poliaminas activan el 

transporte con una Ko.s de 50 µM en lugar de inhibirlo (Lenzen y cols. 1992). La 

inhibición por Mg2+ o por poliaminas puede ser debida a la unión de estos 

22 



agentes cerca del sitio de transpcirte,6 por efectos de apantallamiento de 

cargas. . .. /.,. '·;i >'.!5 / , '. : '• t : 
El inh,lbldor · mós · •. ~tili~%~~~Í;'C~hi'~i~~{'jt:tl~W:\~~itj! .•:~~ns~orte de Ca

2
• 

mitocondrial ha sido el pollcatlón rojo de rutenlo(Róssi y cols .' 1973).· 
. _ :. · ;>.~ .- ·.>:;:?'.;:\:"t~:;~::;f;';;'.~~~~~.;~~M~i~{§&~~~;~;.fi~f~;~~ii!i~~f~};~1t~;3K~:.:,~t:~.(;: :;.:i ;~: .' ;' . , , 

El rojo de rutenio es un compuestoJnor anico, reducto de la síntesis 
. :.·· :·' . -_ :.'·. )·.::-; .. -.:-.~~>&;~)~t.~,~~'.~~0;~~-~~-i }{A~~~t}}~~\L~-·-.:~.-~:. ·:·_:- ~ 

química en eilaboratorlo_,y'.'qlJe; · · .naturaleza . El rojo 

de ru. teni.o Fue, d. 

0

e .•. f6rt.to.~ .• ;f .. '.~~.:[.(.t.· .. ~.# ... :;_f ... '.i.lf. vez ~'~~i'.~~sd~ ·e~to~ces 
·se ha Investigado. ampliamente e· r~~~~~g~() rnas de sus 

- \' ··'";.'.'· ·~-· . 

propiedad~~- \ ·•· •· :F.I;YYi'' 
· ··. ,º.·.>:~/-.,~::.t;:i:;~.;_:;i~; 14 ;_,;·.:;_-ht· :.:',:1J?-:~:::~:;:·,·.-. :· 

.. La carácforlzadóri,delrojo deru~éno; ue~;real!zada por pi"lmera vez 
·:;,~ .. ;:.:~ -~:;:k:;t-ri1~i;I?l:fi-0:tb:T~~.,,:-~::~~:{~~~t·.>·:J<~~;;1Jz~~-~.j(~{tr~1~~~¿~;1~r.~~l~;_:\~,'~;: · :·: 

por A. Joly en 1.892;,qulen;,obtúvc>'la;Fón:riula;mínima.deeste compuesto. 
: .::: <·:·:.:'\?·~'v-:0·=~-~\:¿ ~:·1·.<~~'.:tv:. :;~:~t; .:. :~ :.<:: :_, ;ty~:¡;y~~,~.'.(f ~~·}.~t/~;1'.r'::~:::~:::-~:;~:~'?:.' e 

Gleu y Breuei ¡]938¡·p¡:::i-pusÍeron}qg~·Letf6jc}ci~:rutenio es una molécula 

diamagnética,:~ ·a1r*f~n~i~ ~~ ,~~i~%B'.f~,;gol~boradores (1936) quienes 

reportaron que el rojo de rutenio era rfi61é'cula paramagnética . 
.. ' -;' .• 

En 1961 ·' Fietcher y colaboradores ¡)ro pusieron acertadamente que 
" :'·"'-.· - • .• -: -, , .... " :~< • . .. ·. 

se trataba de un Bbfri~pleJcÍ iÓnic¿Ípolinuclear, que estaba constituido por 

;~i~i~,i~tf ¿t~~~· .::::::::::.~:::;:: 
porque·'obseíYóronc.,que'eJ'> diamagnetismo y la intensa coloración de 

; ,·; !_ :_.·_. .··<·.::/<:~~~~f·;.<]:::~;~~?-/~%;,~:.'§)~~~[ ~. ::: .. ' 
muchos)compuestps< de, . rutenio se debía a su naturaleza polinuciear. 

. "-·: - -: ':_'-':_:. :~(·«:·,;~~i'f-~_':i~p···-~:?·/' . 

·. T~mbié~--d~Ni'6~f~~~('.;¡, que el comportamiento de este compuesto era 
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típico para un complejo polfnuclear -¡ trlnuclear) de rutenio. Demostraron 

qúe' en Ja estructura metállca de este compuesto no se encontraban 

. halógenc;:is coordinados. Midieron la liberación de amoniaco , cuando 
','. :. ··, -',- > :. 

este' compuesto se so_metló a un proceso de calentamiento. Encontraron 

que, coordinad()s a -f()S tres :áton~os'de rutenio, se encontraban 14 átomos 

-d~:• •• n'~;~9~!t~·(~i;:.,:;~.;~f~hii~c'[~~~<~·'~~;.!~'~-:rs•···r~;'-~ron_ establecer 'ª 
primera fórmula esti-iictUral del 'rojo de rliterilo, 'donde los átomós de rutenio 

'. ,· _,:·;:.: ... :-'~~~.::«_':~:~~;~:;-:J~~tf\~·~i;~:1~~-t#Jó~YS1

i.}j~,:z~\{~:::~~~hi~4~tftjf:>~:1'.F.:~;!·'-~~1.1~;·{~~:i~-t,~\~J-1!4·~ .: . .';\'.;~_ ~- ·-.· · :: :f, 
·se encue~tr9nentre.lazaaos·~medlantedospuéntes_•.~xo_: ---

6+ 

' ' 

Fletcher y colaboradores también determinaron la formula mínima 

para el rojo de rutenio: (Ru3 02 (NH3)14) CI 6 • con un peso molecular de 

786.36 g/mol y le asignaron una valencia de 6+. 

Las propiedades de oxido-reducción del rojo de rutenio son 

· · _ ampllamente conocidas. Se sabe que el rojo de rutenio ( catión) se oxida 

· fácilmente a café de rutenio. También se ha determinado que la 

· oxidación del rojo de rutenio en HCI O. 1 N es de un 203 después de 24 hrs. y 

que conforme se aumenta la concentración de HCI , el porcentaje de 

oxidación es significativamente más rápido . 
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Debid6 a'c::¡ue el roJÓ de rutenio y sus análogos (c~fé de rutenio. 
'·' 

violeta rúteríio)··· son altamente coloridos, ':'/1a medición 

espectrofotometrtcd·'~n la región visible y en .uy.:·d~g~ ,Importantes 

datos .. so~(.y:s~.~stru,dt~ra. su pureza y reactividad'~j~[~¡~~1r~~t,1·v .·· 

: En· cuanto a su espectro en la región UVy visibleXei rojo de rutenio 
e '·,·,·. .- :-!:',..::'. • _.· ' .-·::'.)~t\·~f~;1:;~}i11~,~~~~k:.{,~~~'.','-:• 
muestra .. propiedades singulares. Por ejemplo; presentan. altos coeficientes 

<:- ->~~ ··... :~ :::>f\:>It<~t:}~tf~~t'.~rn~~~;:~'.{,tS ... :\·, 
de extincion atribuido principalmente a su riaturaleza poiinuciear . 

. \'' .. :·.:::~~;~~·:rt~fil~~~~:~~1i~2:~~¡~~.:t~~~~?:::~~-'.>:·· .. ; . 
Es bien conocida la inestabilidad que; el rojo",de rútenio presenta en 

. , . : -~ .. :~.::;_: .. -<·~:.::~~H~~:?~~,Nr;~~-vi~~1?·.r-~:.:_·< · · 
soiucion (Joly, 1978) , por lo cuaise' recomienda·.el uso de soluciones de 
. . . . ~-:_:_·,,·_}At:~~:,i::~}~~\r:;_tTW??~:;'.-(:·}.::_,:/.: 
acetato de amonio pH7.0, como disolvéife:'pára realizar las mediciones 

-:··: >.0:r:.: .. ,~:::~~~~_.,~:(~;_/ .. >·-:,·· .. :- -, 
espectrofotométricas, en la cucil-'el 'rojo;;<de rutenio y sus anólogos se 

- .,:'"'-

mantienen estables por mucho tiempo, 

Se ha determinado que el rojo de. rutenio es más estable en 

soluciones ácidas, como por ejemplo en ácido acético; sin embargo, a 

.pH's menores, como los generados por los ácidos minerales, el rojo de 

rutenio es casi instantáneamente oxidado a café de.rutenio. 

La espectrofotometría de absorción electrónica ha permitido 

establecer claras diferencias entre el rojo, café y violeta de rutenio 

(Figura 2). 
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Figura 2. Espectro de absorbencia del rojo de rutenio y sus análogos. 

El valor reportado del coeficiente de extinción molar máximo de 

absorc:;Ión _del rojo de rutenio puro. se encuentra alrededor de 21.000 

·' · mol/L':_érn en soluciones acuosas, mientras que es ligeramente mayor es 

·: •.• soluciones de acetato de amonio (22.700 mol/L.cm) 

Por mucho tiempo se creyó que el rojo de rutenio era un colorante 

selectivo para mucopollsacáridos. Sin embargo Luft H (1971 ). demostró 

que el rojo de rutenio se une a uno gran cantidad de macromoléculas. 

Incluyendo al DNA, al ácido péptico. pectinas. heparina. ácido 

pollacríllco, ogor, gel, moco nasal. RNA de levaduras y en general a los 

derivados de la celulosa. 
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Ademéis, se ha deJ~~trado 'que el rojo de rutenio interviene en la 
- ·. . . . . ' .• - - ¡ ~·· : ··- - . •·. '· . - -

~-"·;' : .• :" i , .. : . • 

transferencia de elecirories ó ia .•membrana Interna mitocondrlal, a nivel ya 
_, .. : .. · .. .'.: .··-~---,: i-~,f:~~";i1¡¿f:/~i~~~}~~~;~,~;·;~~:;.\\,{;f~:~3'J:-. --~~: -. ~-'.-~. . . , . 

sea del cltocromo·c.:o de la'cltocromo oxldasa (Lufl. 1971). 

'. :~~ -. ·_ .::;::.·:;; ~: ;· ~j:~:~~~~:~~~~~.J?.:~~~?ti;~¡~~'.~~,\:r.~:~;,:%~~.L1;}.iW~tJ.X:.:1~~~1n::~1 ;f :~iD::~~~~~;~:.:..::-;:'._;:·:: · : · _ ;::-_, .- - . 
. Dada:la,lníportancla queitiene;eLproceso de entrada de Ca2• a la 
. . .. ·· ··:,:~. ;_-~:f:f -;~--~iu,:~;~;~~'.ZRRY{f1li.5t~~~~~\fj:~f r~t{~~{i~~1 á~~:t~~~~-}'.~~f~~Hi~~4-i?~~4!;:;f; :·~;~j\'(·:-: 7--·:'..: .·' .-

mltocondrlá 1'j:Sdréi' lc:ifüansdúcci6ric'detenergíd; celulc:ir. ·.es perfectamente 
· --: ,:::.-.:··: ·,_· ,;1~~!~ /j~~~~;~tt~Oll~5:~~~r~~J1¿~~'.~~~€~~,~~~::;~;~i~t11~l~~~tt~~11ttJ:~~~i~fi~¡;:::::,\~:\: ·:.-.. , ._~-:-

justificab1e :c aracterizaCíón ;::dnéticó}~ asF' como Ua :'purificación de la 
·, · ·:~· :~ :.-\:::.':.!:'.:·i:f~~f~~~~~·ffk{~~.~~~~1~:1'.f7;~;;~/~.~~~;~~~\~~~,:~t~~~~[J~~ffr:~~1;~:J \e;,;~:;,~;~',~:·-·:~· :·· 

proteína respcmsable',de:esteslstema,de' o,ri el fin de entender 
:·:::: · ::;.: ·~~\~.~ .. -:~·~1":~;~~~:{~;n~:{·~f$t~-~~f:~~~:?~1}í:~~~~~;Jr~~;· · i{~'.:: 

su funclonamlent6'Y.'r'é'i;;iúi · • ir': 
· ,.,_· .. ; ·:'.'.;<~~~:. }?f:~.:~~~j~~t~~~~~-~;~,~>:1i?&f,~lfl!t-t~;~~~:~~&1~~:~;~1-'.fo~~-;::.¡t:A.~: _ ... ~i~.~}i:> ::~ :· :-:.: 

·~A pesar;de:Ja:lnfcírmaclón«'que se,, enesobre,:el poder Inhibitorio del 
:, . t: .. :: ' ... :.:~:.~'.J. :.;~~~~~ü::f +}:~~.-;:.{~f t)Í;f t(~:.:~\tii-.~-~-<:::{~ :::~,~-~::{;'.:_::i~l~·: \:~~;::~ .. ~~~~~~)/·~~~ ·;!·i~.:~:~~ ~,'.;·; 

rojo de rut~nlo,,:~s'irnP.círfante;poner en' claro.:el papel que juegan otros 
.. '.; ,·;·~~:· ·::_;~<~, ·--~~\~f {3F;ii\;~ \~~:!tA:~~~:~;'X.\:~-;{f;~.~::¡~,.:/ t.~~-?:'.-...' : ·~·\;~'· .. -.·_,:t/:::_·:;;,:::~:;.. . .. ,_. 
lnhlbldores é:omo;:elruteriiO.' 360Y el_ rútenio coordinado con fenantrolina 
·. :, __ >·-~--,~:;~~v:~;,~~0::~:;/:::'.~~~-~i .. r~;~~~~~·~:2J:~~~~:·-~ .. ~\~: ~).":~~ < ':,' :· ,_ :.' _ ,~·- ·.--. -:·, , 
para encoiitrc:ir: aqúel qúe presente el mayor grado de especificidad hacia 

· eÍ 'üni~g~~2~~~~ ~alelo _mitocondrlal y poder establecer el mecanismo de 
,_-.., .- ··:·'.· -~·;~-~~,'-~;'."·; . ·_ . 

ac:clón cíe_: esfos inhibldores. Estos datos podrían ayudar a entender el 

f~ncl~~~m<i~nto y la regulación del sistema de transporte de calcio 

mltocondrlal 

De acuerdo con lo anterior. en este trabajo se plantearon los 

siguientes objetivos . 
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OBJETIVOS: 

Establecer .los mecanismos de inhibición del Ru360 y rutenio 0-

fenantrolina '< en el ·.· transporte de calcio mitocondrial y 

comp~r~rldscó~ :1 ln~ibidor clásico rojo de rutenio 
, • •; e : • " ; '{ '• ~ 

Determinar~! gr8cl6·d~ competencia entre los inhibidores 

. Proponer un posible mecanismo de acción de los inhibidores 

.policatiónicos del transporte de entrada de calcio mitocondrial, 

comparando la efectividad y sitios de unión de estos inhibidores 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

PREPARACION DE MITOCONDRIAS: Para la obtención de 

mltocondrlas se utlllzaron riñones de ratas wlstar de 250 g, que se 

. depositaron ~¡, un medio frío de sacarosa 250 mM, TRIS 1 O mM, EDTA 1 mM , 

pH 7'.3:. Co~i~Jte mismo medio se lavaron para eliminar tejido membranoso 
~ . . < ;:-. ,_;·· - . 

y 16, : g~c;5C,;:L posteriormente se cortaron en pequeños trozos y se 

hc;¡~c,~'~n&~;~~~: El homogenado se centrifugó a 2 500 rpm durante 1 O min 
.. .;:· ...•. ~·: . •,:.·· .;" ~-, 

d~~d9°,~e f~bup~rÓ el sobrenadante, éste fue nuevamente centrifugado a 
., •···· ,' . . . . 

'·•',:•"«·:· 

1o~oc)o.?pm''.c::luranté 10 mtn; como resultado de esta centrifugación se 

Í~2J~!ró ~(&gli~t en 100 µL de medio con sacarosa 250 mM, TRIS 1 O mM y 
- ; .. - ·.-.-. : . _;-"!:-~·- .. - _, . ' 

0:5 .3.ci~ BSA(albúmina sérico de bovino), se incubó por 10 min y se 
·: -··: :::.:.;2·, 

centrlfÚgÓ'.:c:l JO 000 rpm durante 10 mln, se resuspendieron los pellets en 1 

.mi .del i-Aedfo antes,descrlto sin EDTA y 0.23 de BSA. Se cuantificó proteína 

porel método de (Lowry y cols 1951). 
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PREPARACION 
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CITOCROMO OXIDASA: 'citocr~mo Oxidasa: Esta enzima catoliza 
=--o·. ·;-·-.o--

\.·.,-

la oxldaC:ión ·de dúatro : m~iéculcis .·.·de Clto~romo C y la reducción 

concomltant(3 d~ un~ .• ~gl~cuíd d~:oxfgeno por cuatro electrones: 

.. ::~~;t,~!!i~l{í~;,1;",~¡~~.,;;:;; :::::::cl::: 
· · cada·unci de. lcis,,fr'é:icclones' mltocondrlales a .'i/·25 .°C en 2 mi de medio 
. ··~\: ;.~~~:.:-.:~~- _ · :J;1~~~~~-:~~~~\'.~r~;~n:~~-·,_:;:._s~·:~ --<·. 1-~~::-: .::/:::;:~ ·-{~_(:~~--~~2~{'.%ÍJ~j,. ~:.': 
· · saturado':c . eno.".Dlch6 medio ·está.compuesto de 25 mM TRIS/HCL 

.· 7m~~~s~~&~1~t~~~~;~;~:~~'.~~~;~~~.s~~~~~i'.i~f~g~~~f ;oa 1003 con una 

. velocldadde·papél:·de:2 mm/seg, se'agreg .. , . citócromo C, 160 µM 
:· . _ ·.~e~:;·:_~:·~.:;·'.-':~~; ;/~,:~i;;~: ... ~~J_k:~1-~-~<~;M)J://-:.i.~:b :Q6~:\~- ~-; -::~ :~ :. :>:~:~·: ~-~~f\'./.<.r~~r{~~~~Y~::~~i~~}7~:f /r ;·'._:'. ~-~·-;:; : · 

de antlmlcina ·A/ finalmente se agrego 0.5 µM de CCCP .. Se hizo un control 
,_ . -. .- .· : :;:\~;~:_---~:X:?i-~G?.J'.i}~:;~~: ~_:;_~~:'.~Th~:~~;.:t.\i;~( : .. ~~~>;·:·_ ·:; .. :.~.::~:<-:.:>·'.~:;;"-_::~-:~~y::·~~i~¿.~j~:;~~~(·~.... -- . 

utilizando Clanuro_'.de' pOtasio a una .concentración de 1 mM para Inhibir a 
-·,·-; : __ , -,_:':.:\: ·:::.~:-~i/. }\·;·:;;::r{i~il:~;{~T,f~_:J~1·;~?'.(~t~~~~~;;.:, ~~?\.:_.;,:.~~.::: :.;· /-.~t :<.:·;:<:,:::f/~·-·:_~:;~F~ .· ..... 
la enzim~. •, Co~f1ci¡a7t~ Res¡Jirat()ri():Se midló'el 'consumo de oxigeno en la 

····~!1~!1f li~~tl1;~~::::;:::::::~:~ 
lOmM; á¿ld(;''r6it6ri¿6 3~M a pH 7.3. 
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~- -~;~:o :-;~ '.' ·.·, - ;_ :-> ~-, - - .· ·.;: .. ~~ '· ,';;/ .. , , ·~ -
~;}:~ :( ' / .·e·_ . . .; < .-. :· ;· ·/;. ::· · · -: ·~; '. c.;_--\ ~ ,<>"' , 'l-· , : -~:->' 

- -~;< ·- :: ·(:_ " _< •• -- •• :-:: __ - ; .,_-.· >" •.' 
· ... :' • ---::·. :.- ·.-.. :··. -_ -·_ .··: -: -.-

. · .. ACUMULACION .· 

. ' adicionó :p m9'cie' ·roté .. , · it6có[1é:friátf.' o; ·-- · · (J~~: :c,on actividad 
····-- . .. ' . 

. ·. especff~2d'..~ . . ~ ::~~ ¡.iL a ·. tiempo 

de vel;~idades i a vaco, , . con ~¿{j' (j'.J'.,./¡ ~~e 6ontó 
-_ -.: :: ... ):_·_; : __ .-_'. :_:~:}:;-t~~,~'~}~.~~J\J~\y.;~~\:N,-~~'.%lYi~E:J~g{;;l~'i~~'.:J~~?htt?fü~~i ~fü:1-~l::~'.~1.~~ti~·~{D~:'.~1~W ;;:-;: : ·~.: . ;:· - -~- -'. ·· -~: ·;_ =·· -~ --· - - -_ -

la radioactividad ded os muestras:": La ac!ividad de'ias muestras se midió en 
·· ·-· '. _'._ .. :':..:~-~-::~:;~,~\';:~'.:_:~::··.::-¿:~ r_;-. , :_,~.:':~::? ~-'.-,?·:: ·::-~f ~ · . __ ~ ,; i ;;·.~ - ·f '~;_-.:-._-~:~-~_;:'.:>. _ ~--::;?r? · ~: :'!""·_ -.. .- ~ 

un contador de\é~ntetie.o'~ mar7a ~ B6ckmonj rnódetoLS 1BOÓ ·' ¡zazu~fa y cols, 
1994) ' .. . .• . ; ,.:: • \ :;r <·. ". :' ;·,:· .·: ·· . . , <". ;. ; : ;· . . . 
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SÍNTESIS DEL ANÁLOGO DE ROJO DE RUTENIO : 

CON FENANTROLINAS: 

La síntesis éi~ l~s compuestos análogos al rojo de rutenio, se basó en 

la substlt~~té>~!i'~~:;' [6s grupos amlnos por fenantrolinas, las cuales son 

li~an~·b{i~~~,~~~.¡~,Óromátlcos, que esperabamos generaran un gran 

camb;b;~~Y1~6:,ig;~:·y en el tamaño del catión del rojo de rutenio, para 

post~~;ir~~~~~; ~'~ter~lnar su actividad blolÓgica . 
. . ·:<-; . '. '.'~'~···"..-:: ". ; 

'Para lievar a cabo la síntesis se disolvió el rojo de rutenio (0.3 o 0.38 
-- • -.::··:·. <- -.:::~.~ ~:· • • ·: • 

mmol) én 1 O mi de agua, bajo corriente de nitrógeno para evitar que el 
'. '.,. ·'·' 

anÓIÓgo al rojo de rutenio se oxidara a otros compuestos (por ejemplo el 

café de rutenio). 
-·· •' 

. ·Se filtró la solución para la ellmlnaclón de Impurezas solubles en agua 

bajo corriente de nitrógeno. El filtrado se colocó en un matraz de bola 

junto con 4.5 g de fenantrollna. previamente disuelta en metano! (60ml). La 

mezcla se mantuvo en agitación constante por 24 Hrs. 

Pasado el tiempo de agitación se hizo un calentamiento suave a 

45ºC, con flujo constante de nitrógeno por 6 hrs; el compuesto se 

precipitó con hexafluorofosfato de amonio y se lavó exhaustivamente con 

etanol, mismo que se evaporó a temperatura ambiente. 
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RUTENIO 360: 

Se disolvieron 2.5 mg de cloruro de rutenio, con 0.015 mL de ácido· 

clorhídrico a unCI c_oncentraclón de 6 N junto con ·. 0.002 mL_ de etanol 

absolutc;;:·E:sta mé~cla se calentó por 60 inlnutCis Ouria t~mP,erat_~ra c:le 90 

0c, después se adicionó 0.002 mL de amon1a60 conc~~t~acic.;;yo:2 ~Lde 
hidróxido de amonio 12 N. Esta mezcla se c~l~ntó por 2~;~1n~~6; .~a ~O ~C. 
flnéilme~te • se Incubó 12 horas a 40 oc. 

El volumen que se recuperó se pasó de 

carl::Íoxlmetilcelulosa . que previamente se équllÍbró con formlato de 

·. ari-ionl() , 0,2 ~. pH 5.0. La eluslón, se hizo 6~11 f~rmlato de amonio en 

gradiente\ lln.eal~de '.concenfradón.de o.2:a 0:6 M. Para finalizar 1 se realizó 

. ~n'.e~+~t~r~~~!~~i;i~~-j~Í~:i~~ª~~~:~~-~~:U~s';u~os que presentaban un 

. pico de absorbancla:'a\:360'.rim::Esfos;tubos se colectaron en uno solo y 
,.· ... -. ~· '.::.'··.: < :.:: :~Q ~j ~~{:f ~:d;~)·;}VJ~:~~~~~:!~~;·~~I~~~~:.~\iJ;~?)fi~1%~~1~;~jI:::~:·~: · __ .-1;: .· -
·.··flnalmente)eiicuántlfléó,'Já''conceñfracióriflnal de rutenio 360(&= 2.6X104 
. -~' ~'. ,• ... -'. '/'.·:· .. ~!~ _;~:-'. t); s;·~~fa~:u:Y;~~¡;~t~t~~~~~~ft:1'.1~m'?~~~f W'.}Jr~~i··;'::{·_·-.: ~. ;.-' .. : 

lt/mol.cm); . Para ielt.caso:. del-e rutenio· 360 · marcado radioactiva mente se 
·, .,: :··~>:.;~~--- ·-,>~.;:.:.~_~·.f·,·~:·;. . :~~t~k~t:·:~<~ 
. slguio la c_mlsm :portio de cloruro de rutenio con marca 

- ·.'¡. ·>'- :: .. 'f/:. ;{}~fr; ~.:.':'.' 

radioactiva; ((>' < 

Los e~s6yb~;~~\~~¡t;;~¡~~ J~1 t~t'.lnsporte se realizaron en un medio de 
~ ,.~ ,, ;:~-:~~ .::.~}.:. '·',. 

125 mM de KCI, Ú) mM HEPES, 1 O mM succlnato y 3mM de ácido fosfórico 

pH 7.3 a 25 ºCa diferentes tiempos con diferentes concentraciones de los 
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lnhibldores, El se disolvieron en 
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Resultados y Discusión 

Una vez que se sintetizaron los inhlbidores. se realizaron los ensa~bs de. 
inhibición del transporte de calcio, en fracciones mltocbnd;ICll~~ qué 

. presentáron\ mas del 9 53 de la actividad total de dtocri~cf~~id~~ái ;;' . 
··- " '/ , . .. 

~l~~;~¡~~~~7am~ ~n ~~~~~\~~~~,!~~~!~~~· 
qi:ie ,• poseen ; una O"estr'uctura básica . ; ' kis ! módifk:cicloriés ;~ para : obtener .. . . 

. .. -..... ; ·~.::._ . ;: --. : .. '.<,'. .. · .. :-;:'t._ <r~~;/:_·::"-~:_~-:- _·_ .. ·;: _::.:... -.·>:~·; _ -- · .. ·; __ :_·,=::·: . ·_: :.::: :·.· .. :· ·:~~ .. ;?-~~-'-:\~,I::~r:~d~;;;0~:~/~i~~ff?ti~·:}~1~~\1~rir!~\~:J'.~\J;·~:'.Vi\:~,ü:.-1,~:t>~/_'._'/\-~_:·'¡:~ .: ·_~,_: _: ----
. : compuestos con diferente cargay:masa/ se;hlcleron:/ e "ios 'sustlfuyentes 

de · esta .~strJc~~r8 6~n~rC1i'.{'\:;!;, ;'e •'· ·•· .· J~\\~ i:jf~;,/:I;1;._· :· • 
:.; . :. ;~e' · ::.,~¿·f~; · 

... · ·«.:,,tsit~~l l1, 

::~:::::~ii;~;~~~~~-lt3.1&f~~~~~~ 
nm. no se detéctó . . iéa · · que este .,..,., •... . - . 

compuesto c~re~~ de ~ontam n . . . o ' e ru en ó~~~r :otra parte 
. . -· ,~.~-~~~ . ,; . ~ . );{~J~~;~;~;%1?f~X~~:Nf,f:~\~r-.::;:.~><:< -·.-

e1 espectro realizado aUoJo : d " rutenlo; ·~ se'~ mantuvo libre de pico de 
' , ::: ' :+' , \: / : ( .:..:··--- •.; ...._ .. • '~ 1--. .-·,. ~- . •.·· . 

absorbencia .a 360 nm. Ámbos' compÜesfos···· s¿ JthÍzClron para evaluar la 

Inhibición .del transporte de calcio en la mllocondria. 

El compuesto al que se le adicionaron los grupos fenantrolinas como 

suslltuyentes, se analizó por espectrofotometría de resonancia magnética 
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nuclear a 297 ··,Kc- ¡;;ncontramos · el ' mismo patrón descrito para las 

fenantrc::>nnás'·IÍbr~~- ¡,;~ é\te 6~ó16~c; del rojo de rutenio, sin embargo, 

sugerimos ~ñg ~:,~,~~~~lclÓ~ /~¿~r~lnada de las fenantrollnas en el 

c~T~~-~~t~r,~t~~~~)"n~~rc? ~~splazamlento de los picos. El espectro en 

visible 'eje! f Ru phen mostró un pico principal a 534 nm semejante al que 
·: · :·:¿:·'.:r: :fA1i\i~~f~?\'2f:~~;-/ fr~~.::.~:'·· · · . 

muestra el ÍO)()~de rutenio. 

ROJO DE RUTENIO 

+6 

Ru Phen 

Figura 3. Estructuras del rojo de rutenio (de Carrondo et al., 1980 } y Ru360 
(Ylng et al , 1980). Se muestra también un posible arreglo de las fenantrollnas 
en el compuesto análogo al rojo de rutenio que sintetizamos ( Ru Phen}. 
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Se determinó la inhibición del transporte de calcio con cada uno de estos 

compuestos en mllocondrlas energizadas, en las condiciones descritas, 

en la Figura 4 se muestra la curva de transporte de calcio a diferentes 

concentraciones de Ru360. El análisis cinético se hizo por medio del grá 

flco de Dixon para inhibldores fuertemente unidos. 

30 

o 25 Ki= 9.89 nM 
Q> 
(1) 

o 20 ..... ._ 
CJ> 
E 
+- 15 
11 
(.) 

o 10 
E 
e 

5 

o 
o 10 20 30 40 50 60 

E
1 
= 4.8 pmol/mg nM (Ru

360
) 

Figura 4. Gráfico de Dixon para inhibidores fuertemente unidos. El 
transporte de calcio se midió en presencia de diferentes concentraciones 
de Ru 360, en las condiciones descritas en material y métodos. 
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El unlportad0r-de'.ca,lt:l~XrÜ1f~~~~d~~t~i~i~~t¿'~na gran afinidad por el 

inhibldor; la ~¡,~~t:~ldb, fue'de'9.S9, n~;,de acuerdo a lo anteriormente 

report~dºL,;3~.z~~~:f ¡~(~Jc,~,f ?~;t,~~t·1t~~,z~se a este análisis se calculó una 

conceritrdC:ión'de,;:1nhibidórlYlin1éió',ial"uri1portador de 4.8 pmol /mg de 
. pr6ter~'6' }{:,,f~f r;.¡;;;,, . .. . ... ' . . . 

:.~ !It"';;t:;~ ~ , .',¡-

Este resulfOC:fo''ho,:conc er a con' el trabajo realizado por Matllb et al 

(1
9;ª' ~~iIBI~~~~'1l{~~~l1,;J¡1&~~~;f~~~·;rste 9rupo midió e1 transporte 

de calclo'i';~spectrofotometricamente~con arsenazo 111 en presencia de Ru 
: . -':'.i.~~::·)J~.:~~?.Y~ttt;~~~;~[S~ijf{:V. . ~;~,~;?~!:;;f.;:::~~:·:~:~[!§:··:' 
360 y reportaron.una IC . . . .• 1854;nM.y una unión máxima del lnhlbldor 

de~B.<f~~(~~~~:'.1~jl~r,~1~~J~~~~~~~ ~: esta diferencia que podría ser 

tejido espedflca es 2'claro que: la capacidad Inhibitoria del Ru 360 frente al 
;-. : : :· · :,~~ ~·.: .~~D:~;~;-~1:<::;1: ~~;~l+: ~1w~~}:~::.r-.,~~ ~+- --~~ -.. :; 
rojo clef'rut~n16l' ca'cio'''• es muy significativa • lo cual ha llevado a 

·; ~( ,·\~;;~~~·\·:u~~~~'- ~~~~3$~;~~r-J¿\~~:'.~~-:~;;t;·~<~::~ ;'.·.:: :;F·_·-. · 

pr()poner qui: el RU,'360 es el lnhlbldor mas potente del transporte de 

calcio ~1i~~og2~~j{ > t .. 

La afinldaé:L·· cÍEil ::: Ru360 también se determinó midiendo la unión del 
·'(,.,,""""'". 

lnhlbidor radioactivÓ a mltocondrias en un medio de KCI y TRIS. La curva de 

unión 6~t~hlda~ fue de carácter hiperbólico y alcanzó la saturación 

alreded8r-~~ 20 nM (Figura 5). La pegada específica se determinó por un 

gráfie'ci 'ciÉ3' Scatchard, mediante el cual se determinó un Bmax de 6.2 
- .. -_·'--- ._ .. _..,. __ 

'-","'/ 

pmol/mg de proteína mitocondrial; la Kd fué de 16.5 nM (figura 5 inserto). 
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Figura 5. Unión de Ru360 a mitocondrias de riñón de rata. dentro de 
esta figura se muestra el Scatchard de la unión de dicho inhibidor 

La relación entre la pegada del complejo binuclear del rutenio y la 

inhibición del transporte de calcio mitocondrial tienen una clara 

correspondencia. lo que indica que existe alrededor de 1 O pmol de 
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unlportador por rl'llllgrarrio d~ pioteína rnltoc6ncJrt~Í'y qUe el lnhlbldor es 
-·A-~, . --,.,.· - - l ~'.:~··' ····;_.~;· •• :;~-. ', ·_.·1.' 

muyespecíflco•·< .• (,· ,,,. •;•.>•, 
La gran vt:i;ied6d}je~8mpuEí~f¿~ Ómon\ciha1és~~ ~~tenlo que se obtienen 

; ;;.· i :· :\_.\1 -'-> ~~-}{~:~{~~:!t( ~;~3:~_:-/:<:J~tt~-/~~~f :~-.,-~~~~i(:yrs~~4· ú:H:~:-~¡::·~:~~~: ~iH~:1: ·'.::~/ 
a parti(dé"Ja';:r:.:srntesls'del lnhlbldor 7roJO''ae rutenio, ha llevado a otros 

_, -·· · · -- } :: . · ·:':~·:;~,-\7~;-~~t::J{'.~:-t: :~~~~lt :~E~7.l~:_:f ~k:~~:~:\~}~\;(:i~;1~~sf:~~~1~{{1:1~~,~~~-~¡.{'.;~::j~~f~~t~~ -i-~ ~-.:~ 
grupos'a p'regurifo " todos:ellos·; Uede:;actuar corno lnhlbldores del . ;~"\' <~: ":<:¡;t1ti1~h-i.;¡f~ - . --~·· .· ,._. 
tra~SP()rte.•¡ En lJ 9 il[;>:'.*:;;:st:;~;¡i'.~/cibo este anállsis y 

onuéiear~ii"óbtehldos en la síntesis no 

lnhl~f~(1 .~'~J~;l;,i,~~;7il~~K,$~~¡¡;;(;[¡!~·~J)¡.~}tlfi&i·iit;~$.;~tl\;,i(~~~r Jo que sugirieron Ja 

existencia e de'iün~·;'cornpüestO:\dey~bajo;,,peso:::-rnolecular que absorbe a 
~;~ ~··:_; . ?·~.·~ ·.~·~Y~:~.:~~: .:~ú~r~tf t. t!~;: :~¿:t!t~;;.\tf ~~\~~~:nr~ ~~:i~~:~~s~is~?t~is:: ~~;~~~:~;)~'.;·;.;~·~.~:: ~:· .~'.-,:>~·,~:.: ~- · 

355rirn; (:or:i·,;capaclcjad}'dé':lnlílblr.el trc:]nsporte de calcio. Aunque están 

estructu:61~~~¡i:::l~~2~§~~dos, Jadlferencla;~n el poder lnhlbltono es muy 

~ar~ad~; ~~~~~~~v~~ ~~:r0t~~IO y el Ru 366'.: ~stos compuestos difieren en 

carg6 ·c:i~-~6ri~/a l~pórtante f-r6 vs +3) 

: < 1 . 

Se hlcler;,n Jos ~~perlnientos •de Inhibición de transporte en presencia de 

ambos lnhlbldor~s: L~s resultados rios: muestran que existe competencia 

entre el rojo de rutenio y el Ru 3¿0 por Jos sitios del unlportador de calcio 

rnitocondnal. 

En la Figura 6 observamos la inhibición producida por el Ru360 en 

presencia de concentraciones crecientes de rojo de rutenio. La mutua 

exclusividad del Ru360 y el rojo de rutenio, se hizo evidente mediante el 
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gráfico de Dixori; donde se graficó el inverso de la velocidad contra la 

concentración del complejo binuclear. a una concentración fija de 

ca1C:10 y diferentes concentraciones de rojo de rutenio{Flgura 7a). 

40 
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Figura 6. Inhibición producida por el Ru360 en presencia de 
concentraciones crecientes de rojo de rutenio y a una concentración fija 
de calcio. Las condiciones se describen en material y métodos. 
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Las pendlent~s d~ ·l~s' c·urvas son Independientes de la concentración 
,•;. ~ <' .{::_, 

agregadci'de''rojb dé;; r"utenlo. La familia de curvas son claramente 
;:.· ,:-";:· 

paralelas k?;q~e.!lplflC,a yn .comportamiento de inhlbidores mutuamente 

excluy:?t~~}.~~~\~f~f~~l~h,enel eje d.e las ordenadas, es decir. el inverso 

de la velocldad:representa la lnhlblclon solamente del rojo de rutenio a 
, ; ,: \'~~·;.-:.:';~~~.;.::.~·~;;i~~t4i\~t~lt~J{:):~~ti:f ftd. [.,_:'.:'-.:,: .' 

dlferentes'Xconcentraclones., El regráflco de estos valores representa el 
: .. ,_ :_:.'~~f _·.·~·:j~~?)i:;~1~r;,¡h*fr~.:;~~-:1~,~;t;.~tcf'._~;:·:~ ·,.~:~: .. :,·: : . 

gráflco'de··olxor:i:para'este)nhlbldorcon una KI de 25nM (Figura 7 b), muy 
· · -.· --_ . ·- -~· ·: -~·-::j:~~n.:::~. :·:~~t\:,;~:J.::~:~w;~~t~};T~~,1r~~~:{~:·:- ·:·~-:? ~-; ·~··_ 
parecidos a lo reportado: por Reed y Bygrave (30 nM). 

' .,~;:\;:\·_:;;:'":.~·y"·,··~-~-<~.:_:··~,.·:·:: t:\>~ 
-:;··· 
·- ,,-,·,-:, 1 

Con esta curva podemos demostrar una Inhibición no competitiva para 

este inhibi·~~r.>Y~· du~ cuando el complejo enzima-sustrato-lnhlbidor no es 

catalítlcamente activo la curva es linear.. El mismo fenómeno ocurrió 

cuando se adicionaron diferentes concentraciones de rojo de rutenio • 

contra concentraciones fijas de Ru360. 
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Figura 7. a) Gráfico de Dixon para Jos valores de la figura 7.( •sin rojo de 

rutenio: e 50 µM de rojo de rutenio; 6 75 µM de rojo de rutenio; •1 OOµM 

de rojo de rutenio;• 150 µM de rojo de rutenio). b) Regráfico de Dixon. 

De Jos valores de la inhibición a diferentes concentraciones de rojo de 

rutenio ( Ru 360 = O). Las determinaciones de transporte se hicieron como 

se describe en material y métodos 

Se analizó también la inhibición producida por un derivado del rojo de 

rutenio, rutenio fenantrolina (Ru Phen),en el transporte de calcio 

mllocondrial en presencia de diferentes concentraciones fijas de rojo de 

rutenio en el medio de transporte. En Ja 
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inhibición.aumenta c~nf~rmé increme~fam~s la concentración del rojo 
' . ' · . .,., ... ~' .,,. . . . . . 

de rutenio. ··LO qu~·se· pretérídÍó con éste ex~~~i~e'~;tb.· fue determinar si 

hay competencia Jfor ¡os sitios de unión al unipOrtador entre el rojo de 

rutenio ysü c:Íerivc;do (Ru pi)enJ. 

Para deterrrlinar el tipb' d~ inhibición del Ru Ph~n en presen~ia de rojo de 

rutenio se graficó el inverso de la velocidad contra la cc:incentÍación de Rú . . '-" .. · .... ' ' 

Phen (gráfico de Dixon) a diferentes concentracic:lnés de rojo d~ rutenio 

(Figura 9) 

La familia de curvas que se genera. muestra .uncomportamiento de 

Inhibición cooperativa por dos diferentes inhi~ld()res no exclusivos . Se 

calculó una Ki para el Ru Phen de 1.25 µM (Figu~6·9). Este tipo de grafico 
. ·' ;'{· , ...... , - ' 

podre decirnos que el rojo de rutenl~·y'el ~R·u.Phe~· no se están uniendo al 

mismo sitio • o que la con~:;:t:~;~~S;"·**~1~t~er:tenlo no es suficiente 

para desplazar al Ru Phen;'ya qüe·'estrúdúralmente son compuestos muy 
: -": '.:·.\V;'.:·:'..:~h({?f~~~{$~~:6l~~t:t~:·~:/:: ·: · 

parecidos. Sin embargo es importante~mefricionar·que en este caso el 
-. · >: :. ·: .. ;-~;;)~>::·.:~~~r(fÚ~t~¡~T~~f~~t10i-·}t··'. ~ ·,·'.:· ·. 

rutenio fenantrolina es más volúmlno~ó :\.qúe'.~el Ru 360 y que el rojo de 
.· ... :- .· ·; ;-,. ;-:\f.:"':>\:::< 

rutenio, además de que debe poseerun carácter mas hidrofóblco debido 

a los sustituyentes de fenantrolina. 
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Figura 8. Inhibición del transporte de calcio mitocondriai 

producida por rutenio fenantrolina en presencia de rojo de 

rutenio. Las condiciones experimentales se describen en 

material y métodos 
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Figura 9. Gráfico de Dixon para inhibidores cooperativos no 

exclusivos. Las determinaciones se hicieron bajo las condiciones 

antes descritas. 

Se ha reportado que el rojo de rutenio también se une a los llamados sitios 

de pegada de calcio de baja afinidad, al igual que los lantánidos (un 

inhlbldor competitivo del uniportador de calcio mitocondrial). 
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Se. ha propuesto que estos sitios pueden ser fo;f¿;lípidos' (V~elker, 1996), 

también se ha demostrado que el rojo de ruten16'~ s~ ~c5~8orta en una 
- ., . . ' . . . ;."' ... ' ' .. ~-.". . .. 

bicapa difusa como si fuera un Ión con una car9'~F~~t~\:it:l ~6 y que este 
. " .. '<t. ·. ·. . . ':(-~:/.'.~\l:~\~~~-;~,;/:,;_?:~:-~~- ··!!~ \ .~··.·' 

·presenta ·una alta afinidad por la fosfatldllserlna,':~,,::;;>'~•··· 

Para tratar de profundizar sobre estac~~~,t\~H¡~;:~,;~~j~i~ron ensayos de 

competencia modificados*, para determl~~~tI'~i':'~;i73i~s~i:o~porta Igual 
'·.' ... ~.--'-·.,.:~//;i·f~'. ,_'·.:;: .. ··,_ <,'-._: ';,· ·., 

que el rojo de rutenio en presencia de lantá'nidosXÓl::iservam~s que la 
. . ..... ··:··::.' -· ' .\' 

adición de Ru360 en presencia de diferentes concentraciones dé lantano 

producen un aumento en la Inhibición (FlguralO). 

30 • - Ru3ao 

• + Ru36o 

25 
C) 

"' "' 
~ 20 

• C) 

E 15 ;f;j 
C) 

o 
10 E 
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o 50 100 150 200 

LaCL
3 

[nM] 

Figura 1 O. Ensayo de competencia entre el Ru360 y lantano. El medio de 
transporte de calcio no contenía fosfato* y la concentración de Ru 360 fue 
de40 nM. 
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El anólfslsdeDlxon (Figura 11) muestra que los sitios de alta afinidad de los 

lantónl~os por el ~nlport~dor, (KI = l OOnMf no se modificó en presencia de 

· Ru 360 .. Solo f~eron. modlryccidos k?s slflo; de baja afinidad Esto nos sugiere 
'f.:'.:·/:-r· 

que probablemente el , Ru360 .esté' desplcizcíndo a los lantónldos de los 
. ' ' --. ,'. ',~; { : . ._...:::\:-_·; ~'-",,:':•::· ,.·. ' 

sitios de unión en los fosfolípldos \no esp~Crficos, ·pero no de los sitios que 
• ..• ·, ,' •·.··', .. :.,,·- 'e 

unen calcio ~n el unlportador .. · 

0.30 

0.25 

0.20 

< 
..-0.15 

0.10 

0.05 

O.OO-!---.-r<:o;::::~-.-~-+~~~-..-~..--~-.--
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3 

Figura l 1. Gróflco de Dixon. para la inhibición del transporte de calcio 
mltocondrlal en presencia de Ru360 • (40nM) • y en ausencia de 
Ru360. Las condiciones experimentales se describen en material y métodos. 

,·•- • -----·~"" ,;w •.• · <L#•'•••_.. ....... ••···~·-
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'· : •...... · . <~: :: ,· •' 
Entre otros lnhlbldores dé ent~ád~ de calcio ajenos a los obtenidos a partir 

de la síntesis de r~jÓ de rufenfÓ,' está el clorhidrato de cobalto hexamina • 

un.compÚ~j~;~6~gr'llJ~1eb~~~ amonlo[Co{NHJ)6). Se ha sugerido que este 
. ·:: . , .'..~{;::_::;·:·; ·t/1;\;·~:1~·~t~~:::~.<~NJ;.¿~~\: .: ··:~/·~, .-< : · · .. :~. ·. 

compuesto•reacclona'con las cargas negativas de Jos sulfatos presentes 
. . : : ·:· .. ·· : .·;:~=~.t<i/:g~.:>r:r r~:{;J:'.g};· f;~~.:~~r.: ; .. : -.:.:· ...... 
en los gllcosamlnogllcanos, y . además se ha usado para Ja determinación 

;:··ic.-'· .. ~ ::.:·:-.::.:.~s:-~;'.;~~:4'.~~:;_·;¡;~:~/'.:r~?{'~::;~':.)-~~.::·.:·::-; · _.;·· ·_: .·. - -. -.. 
de la conc:entraclóri'total.de grupos anlónlcos en las proteínas . Los datos 

cl~~n~~t:~:~I~·~Jd;~~SH";~~Ó¡~Jde••'ª utlllzación de este compuesto en Ja 

Inhibición deUtransporte:de· .. calclo mltocondrlal, son de un orden de 
- --·' :.·/<.-~' :\<~.\~:-:::~?~~·:;i~:::<:~:~-~~~~~>·:·~·::~--~-'.~>:·;•-\;' :::'. 3::'' -~ ' 

·:magnitud mayor1á;los reportados para los análogos del rojo de rutenio. 
. . . , - . ·: .... ::-.. ·: - ·-:·~~: _..,._+ ~ ·< <~.~./- )· .::~:·>~:. :.: r------ ,_ . -

Jashrnukhcírnedov 11972¡: · · , 
•'·o···· 

··' ~; '. ;+·:· >.~/('. :~~· ·~ .. :• ·_, 
'• ; .~_·, _,-,,,·~~. ,.,·:;·.}?·:::>'"··':· 

~.: .'e - . " 

Se ha .estabfecido(C¡ue el roJc:i.de rutenio en medio acuso se comporta 

como un .catión hexavalente, y es precisamente este carácter Jo que 

promueve J~ J~ter~,cclón d~ este pollcatfón con las membranas biológicas 

{ Carrondo) ')~O). 

··: ':..~. ; ;. ' : . 

En 1990, Mlisl~en propuso que fa Inhibición producida por el rojo de 

rut~~¡b··~¡, lós movimientos de calcio tenla un origen electroestático 

mediado en gran parte por la neutralización de cargas negativas por Jos 

fosfofípldos. 
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Para definir si la unión 
1~e estos Inhibid ores ~s puramente electrostátlca se 

utilizó al lnhibld~f·~J-~h~~.~EI esqj~leto base del compuesto Ru Phen está 

formad~···p¿~tr~{r~fe~l~s~~~r~ln~dos: Ru- QcRu-0-Ru (al Igual que el rojo 

de ~uierí1~1:i.~~s sÍ~>~i¡~~~gó; los grupos aminas fueron substituidos por 
0>•• :,L• ~ ~ "( :,• '' •••"' -.. • • \ !: '• o •o • ' ' 

gru~c)s f~~~Sl_,_r.t .. _'.J_:.r~;·:i.:-},\:; .· · 
. ',- ~-; Y'.({f~j .. ,·_?: .. •::: ·.·::< ',., ,: 

'-1 • el i~~~~i,~i~g;,u~a;dci~fü~,•11,~ de +&. la =n•lanfe de 
lnhlblclon·;queise;:obtuvo ;para:.este compuesto: fue,_de 1.5 µM, lo cual 

·_ '.' . -:._; -{~:-__ -:; :.::~~~~~<·~:r::~:~?r~:~jifü;*?~~!: it~J1;~f \~;::-_,i:r~~: ~:~ ~-f ~\'.:·~_:·_:, ·t~~/~: _:_i'f ;1~·¿;~\ ~'.2~::.;.:;:~.-~:~-~~ ~ ·'\· :::::~: -~ · -:-::.·: ·.::: · . 
represenkí,erí:térmlnos'.defConstárite!(de .. k:lón;una magnitud mayor 

.. ··:_. _ ·:_'::? :1:Y)J.~-::~-~~;;~~~~tf~::~~~;~;¡~~~\~~'1f;~_{f~X:~·t;~~~:.~f~~?:i~'.~\;~~~g ~J~~};r:;~@f,~~-~i:::~ .. :\' -:~:-~::: · 
que para elt:rojode/utenlo.yaun más·,comparada con'.el Ru 360. Al tener 
!. • .~ ••. ~'. : ?~~~ ;:·.!· :, i~~:t;{;·:~~:~~,:~ {.t~ r~·:t .~;v-1~ :>~.:'.·'. ~ ~·, .. :·: .. :~~:· ·_::~_;; :.:~r::.~·{ /'.·;~~x}.·:~ t1J;~f ~f~;~~ ;i1~it+t~1{~\~?,~{:;;,. · ... --·.< 
en su~estrúéturó fénarítr611nas en' Júgcír, de:g'rupos''amin·os; el compuesto es 

. mu6ti6 ~~v~f~n~~ ~~e el ~~jo, .~z::;0~~~,l~~~f;~~'~ff¡~~6: Por tanto es lógico 

· ::d:~:~,:~::::~c::;F~ti~~~~ª"ª o aco~a~ o '" 

. deslocallza_~a ¡Mc:ltJib ¡;t af,1998¡ 
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Los datos obtenidos en este trabajo nos han llevado a proponer un modelo 

de acción para los lnhlbidores pollcatlónlcos del uniportador de calcio, 

considerando también los datos reportados por otros grupos. 

El uniportador ha sido considerado como un poro con compuertas , con un 

par de sitios de reconocimiento para calclo(Sparagnna 1995 y Utsky 1997). 

muy cerca al citoplasma. como se preser1ta·en ICÍ Figura 12. 

Tanto el rojo de rutenio como sus derlvaa¿ffan· ÍnhÍbldorés no competitivos, 
, · · ;;~:\>._,;,~r:;;~k-:~~)~\~i_~:~~iJ.:·.> (·.>:;·.~:., 

es decir no compiten por los sitios ;de Unlón'a éalclo;'del unlportador sino 
· . . .:: . .-.:?· :·-,:·:<:.;_;;:~(:füi;!~if~~·2i~'.nt1.i~;.~A~~~.~ · :··;->;.:.··~,:·:.' ·. -

que se unen a otros sitios con >alta' aflnldÓd v. probablemente también a 
.: , ; . ; .. ~ . :·· ·:.. ···:>·.f.:>,: .. :': :.:::;~k~:.~:~-a~~:t~\·~(~~~¡~~.f Pf~~-~il~~.;:·tr~12··~~ ·:~~--- _;- .. :\:·:: -· 

sitios de baja afinidad proporcionados por- los.fosfolípldos ócldos cercanos 
,>· .. --~.:· .,. i.;. '.\•~·:f ':·;:,~;'.'\~,·:.: <:.;.,~." 

La alta especificidad del rojo de rutenio y Ru 360 hacia el unlportador 

nos sugiere que del lado cltoplasmótlco de este transportador existe una 

densa reglón de cargas negativas, donde presumiblemente se pueden 

unir los lnhibldores, provocando así un cambio conformaclonal en el 

unlportador de calcio. 

52 

? l\ l1L, .,\ ;:; ·f (f:j_ }. (~-J(l~ 
~ .. _...., ........ ._ ...... _ .. 



Dentro 
a 

filltrtSID 
Fuera 

Ca2+ 

b 
Dentro 

Ca2 + Fuera 

Figura 12. probable mecanismo de acción de los lnhlbldores 

policatlónlcos del uniportador de calcio mitocondrial . a) Sitios de 

alta afinidad a calcio. b) Sitios probables de unión de lnhibidores, 

así como el cambio conformacional que sufren cuando se unen 

estos compuestos 
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Al rojo de rut~nlO' 1o;;p:bdemós vlsuallzar~com¿; un cmndr~ He 1 ;2 9m. de 

=~º~,~::r1¡~1~~~~~~n~fü:7j¿~~~~~~~~f t;~J."~~ 
estructu~a. á~1 ~li ~io ~~h~ ~sfoblecldo corno uncill~~r~,~~·b.a, rirn (Ylng 

• • ;;~~' . ~ '. ' !¡ ';; , '· 

,, ·:-:· .. ' ">:::''. :/·{_,, :.{;·'."-.}~:-... 
. ; - ''. ':: ~--. . . ; . . . . . ' - " . 

1990) .. 

. ' '. ·. . ···. 

En la. figura 12 b se muestran los compl~J9s )~~~ia~ales d~ rutenio 
-~ ".. '' ' . ".-."';'_:".,-'_~· \·· <-:,. -~ .. :~-- .·y//;·.';)\·.(-< .. :._:-:~ . 

descrito ·en este ·trabajo y su posible lnte,racclón'con.,el/unlportador de 

... ··· ::::::;~::::º~::~~lf Íi[~tz:~:~:~: 
· · unlportador Inhibiendo el transporte. La .bajc(aflnldad/por el Ru Phen. se 

.:. . --. '_-_, . >-~~-;-:>;,'('.~~t~~~~J~t:;~;i~t/{.'.·f1~~f:~/~/(- ._ . 
puede explicar por su carácter hldrofóbi~c;>;;;·c:¡ue. hace _que reaccionen 

._ - . - .}_':_::_~~-.f~)?;::~~~J;/:'.~~~~~~-~:r;'.>·-._·";:._<·-. 
inespecfflcamente con los lípldos. de_,lc:(,(11,~rnorana, el tamaño de este 

compuesto, puede además proJó~b;,··jg:'t¡~p~cllmento esférico, que 
' <"~ V~·~·- ·~~~':; • '. 

Impide la interacción del compuesto con el uniportador y de ahí que no 
• '.,_ ,f_ - -

modifique precisamente los sitios. de unión al calcio que actúan en el 

transporte . 
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Conclusiones: 

El inhibldor especifico y mas potente para el transporte de 

calcio es el Rutenio 360. Este ejerce una inhibición de tipo no 

competitiva. 

El rutenio 360 con respecto al rojo de rutenio, resulto ser un 

inhibidor mutuamente excluyente. 

El derivado de rutenio Ó-fenantrolina es el compuesto menos 

efectivo· para la inhibición del transporte de calcio mitocondrial, 

- este presento una inhibición cooperativa en presencia de rojo 

de rutenio. 

La unión de lantano no fue desplazada por la presencia de Ru 

360 en el medio, se observa una potenciación de la inhibición 

producida por ambos compuestos. 

Las características de los inhibidores y la densa región de 

cargas negativas presentes en el lado citoplasmático del 

uniportador, sugieren que estos compuestos se unen a esta 

región provocando así un cambio conformacional en el 

uniportador de calcio. 
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