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Abreviaciones.
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Resumen:

Se sabe ! que la estimulacion de la respiracidn mitocondrial es

trabaijo se muestra queRu 360 es el compuesto mas

ara la inhiblcién | del fransporte  de  calcio

( ultqdos,sugleren que los complejos de rutenio se pueden estar uniendo

: Jq,_ff‘d\)és:- d_e las reglones negativas de los fosfolipidos de la membrana,
: 'es'p'ecfﬁccmeme , aquellos que se encuentran adyacentes al uniportador

' de calcio mitocondrial
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INTRODUCCION

Las proteinas son las macromoléculas bioldgicas que poseen las
propledades fisicoquimicas mejor definidas y por tanto , el papel central
que juegan en los procesos bioléglcés ha sido reconocido desde los inicios

de la bioquimica.

Las proteinas pueden recllzq:r rér{’ cdnﬂdqd de funciones
dentro de la célula, gracias a Idg:'t;io‘dcldad" u pbﬁeén para plegarse en
estructuras mdlrnensloncles: rnUy L div Un_élo‘r\i_':e‘s"c/:bcrccn la
.diferenclcclén celular, esfrucyfufd',‘y’\' Idé‘fﬁés relevantes
consiste en  transportar solutos ‘c 1re mbranas. Las células
estén seporodcs del medioc que Ics rod 'eh'\brdncs plasmaticas.
Lcs celulcs eucariontes, cdemcs esfé' ompoﬁamentclizcdcs por
; membrcncs intracelulares que forman Ios l[mlfes de las estructuras internas

de vorios organelos. Los nicleos apolares de Ics membranas bioldgicas las
;hace-‘n altamente impermeables a la mayoria de sustancias idnicas y
polares, por lo cual la célula o el organele tiene que ayudarse de
k:protelncs altamente especializadas, llamadas proteinas de transporte,

- para permitir el intercambio iénico transmembranal.



Importancia del calcio en el metabolismo celular

El calcio es un elemento esencial que participa en diversas funclones:
A) Parte estructural de los huesos‘de vertebrados,
B) Interviene en los procesos de regulacidon de la contrccclévn
muscular,

C) Interviene en la regulacién de la secrecion,

D}.Intervienéen - la transmisién de impulsos nerviosos,

~E):Mantiene la presion 6§m611ca a niveles fisioldgicos,

’ F) ‘Es’esencial para el mdvifﬁ[ehfd 'd‘el citoesqueleto,

'G)'Se requiere en lc_ccsccdé 'dé Ia regulacién sanguinea

proceso de aqpoplosis o muerte celular

M) ‘I'?Vcd‘lclpq"éh el sistema inmune para que éste lleve a cabo sus

‘funciones de defensa,




N} Su presencio es Indispensable en los procesos celulares mds
generales, como son la motilidad, el crecimiento y la divisidén
celular, entre muchos,

O} Esun Impod_‘ch‘te"‘géﬂ‘vd‘dor del metabolismo oxidativo y

r gulk cio "dke”‘_.yfos metabdlicas.

P) Particioa en o

ésvﬁ'icfc'mente controladas dentro

f'produce und enfrcdc de Ca*?2 a fravés de la membrana plasmatica y

la concenircclon intracelular, Los iones de Cc:*2 entonces se

comporﬂmenfos celulares y hasta entre las células. Si la concentracidn de

*Cc:*2 clccnzc un valor de 105 M, la destruccion de la célula comienza, al

activarse de inmediato proteasas internas.




A pcrhr de
infrccelulclr yin

“través de prof

xilato,  como los dcidos

n.reservas especificas entre los  distintos

a mitocondria, el reticulo

"dlsﬂnfo com»crﬂme_» tos’ pcrc vesd formo cseguror el buen

,fu’nc]pncm_len odela 'célulc. S



Regulacién de la concentracidn de Ca*?2 en la Mitocondria.

La mitocondria es el lugar donde se lleva a cabo él metabolismo

‘ oxidcﬁvo eucarionte. Contiene, como Albert Lehninger y Eugene Kennedy
demostroron en 1948, las enzimas que median este proceso, incluyendo a

‘la piruvato deshidrogenasa, a las enzimas del ciclo del dcido citrico, las

‘ enzimas que catalizan la oxidacion de los dcidos grasos y las enzimas y

"j"'prdtefncs redox implicadas en el transporte elecirénico y la fosforllacion
‘oxidativa. Es pues, con razén que se describe a la mitocondria como la’
cénircl "p'roducforc de energia" de la céluia.

Lc membrcnc interna de l|a mitocondria, presenfcx uno.grc:n

. ccnﬂdc:d de Invagincclones denominadas crestas. Su numero varia con Ic '

: cc:ﬁvldcd resplrcforia del tipo particular de  célula. Ello se debe a que las

elocld‘ dvde resplrcclon varia con el drea de la superficie de la

no. El hfgc:do por ejempio, que tiene una velocidad de respiracién

mcs o menos baja, contiene mitocondrias con  pocas crestas, mientras

que Ics mitocondrias del misculo cardiaco contienen muchas mds. No
o_bsfcnte, el drea total de las membrana mitocondrial interna en una
_célUlo hepdtica es aproximadamente unas 15 veces mayor que la de su

; m'embrgnc externa. El compartimiento mitocondrial interno, denominado

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




-...50% de:agud;: contiene concentraciones notablemente elevadas de
‘enzimas solubles del metabolismo oxidativo, asi como sustratos, cofactores

nucleotidicos: e lones inorganicos.

mc's?)que genera algunas protelinas mitocondriales .

itocqndrlcl externa contiene porina, una proteina

entre el citosol y la




Lc: concem‘rccién de Caz denfro de lo mltocondrlc: es regulada por
3 meccmsmos lndependlemes Lc: en’rradc de Ccz* se efectia a través

) Ade 4un’ unlpoﬂcdor rcpldo y Io solido lnvolucrc 2 procesos que pueden

: Vﬁdep\_end,er!o nq de quresencio de Nc* en el medio. Ademds , existe un

- cuanto. é‘c:cjh\is‘n'id qUe' permlfé la liberacién de grandes cantidades de

un poro mespecfﬂco que se forma en la membrana
v "rios’ogentes Figura 1 (Guntery Pfeiffer, 1990).

cié i dﬂe: los sistemas fransportadores de Ca?t en la
egU‘Ii‘dr"lcu concentraciéon de este idn dentro de la

ntracién de Ca?*  libre afecta directamente

flujo:de la,'\)fo de la fosforilacién oxidativa. La velocidad

’ pfé#éhcic de concentraciones de Ca?* entre
mlsmp ,lnfer\)dlb e‘n el que puede variar la concentraciéon de
\ éépukés‘frd a estimulos hormonales © eléctricos en condiciones
sic ogiccs (Dénton 1980; Hansford 1985; Brcnd y Murphy 1987). Algunas
| hormoncs, como el gluccgon y la vcsopreslnc, asl como clgunos_
cgonlstcs a-adrenérgicos, puede‘nv ‘ aumentar la concentracién
-citoplasmdtica de Ca?2* de 0.1 pM ‘h'ds‘fo'_‘O.S -1 MM ( Marban y Rink, 1980;
Hoek, 1992}, y esto puede traducirse eﬁ un incremento en la concentracion
Intramitocondrial de Ca?* (Moreno-Sdnchez y Hansford, 1988) que activa la

deshidrogenaciéon de sustratos, por lo que se ha propuesto al Ca?2t como
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-~ un regplcdokr"{deivl'q fyfélgciddd;de sfhfeéis ““de“ATP mitocondrial in vivo

(Hansford,1985; MacCermack y cols, 1950)

Ca?+

Na+

Figura ‘1. Transporte de Ca?t a través de la membrana interna
mitocondrial . La entrada de Ca?* a la mitocondria se lleva a cabo por
medio de un uniportador 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), Mg?* y La’3* . La salida de Ca?* se efectia en intercambio con Na* o
H*, y a través de un poro inespecifico que se forma en la membrana
interna mitocondrial cuando la concentracidn de Ca?* es elevada y estan
presentes ciertos agentes como el fosfato {F) o el arsenato (A)
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Toblq l Sls’remcs enzlmcﬂcos mitocondriales regulados por Ca?+ . Tomada
de Moreno -Sanchezy chsford 1982.

i ACTI\/ACION ocalizacién Kos para Ca?* Referencias
: | ra ‘externa de 0.6 Wernette y cols.,
. Deshidroge . membrana 1981
‘ ltocondrial
1.08 MacCormack vy
‘mitocondrial Denton, 1980
Matriz 1.19 Denton y cols ,
mitocondrial 1978 : ;
. Mairiz 1.03 : MocCormdck] Yo
mitocondrial - .Denton, 1979 .. -
Succinato ' - Cara inferna de 1.3 Ly
-~ deshidrogenasa  la membrana *Ogcfcu 1979 g
Loinlsees s interna o
mitocondrial
INHIBICIéN
Piruvcto Matriz mitocondrial - - lO-25nmoI/mgi Foldes Yy Borrit
kCorboxllcso SR 1977
 Pruvato Matriz - mitocondrial ' Cooper y
. Deshidrogenasa ’ cols., 1974
-Clnasa-

Carbamil fosfato  Mairiz mitocondrial - ';IO—‘]vSr.u'ﬁolmg Meijer y
sintetasa _ R cols., 1981




b Km, dlsmnnuye de 0.28 mM a 0.5 pM, con 28 pM de Ca?* (Denton y cols.. 1992);

»‘—»:IG;NADH ubiquinona reductasa (Kos=5.7-6mM) (Kollyat y cols,. 1992). L

: ’», pirQV@;ifo carboxilasa y el fransportador de piruvato (que son sensibles a
'concentraciones de Ca?entre 10y 100 mM)  {Folders y Bart, 1997).

Ademds de las deshidrogenasas mencionadas, se ha sugerido que

_ clertos componentes de la cadena respiratoria son regulados por Ca?+,

’ como el complejo becl mitocondrial {(Murphy y cols.. 1990), (Folders y Banit ,1997)

ya que se ha observado que el Ca?t es capaz de aumentar el flujo

fosforilante en presencia de succinato y rotenona. o con NADH a




concentraciones saturantes (Dousslere y cols., 1984) se ha reportado que
- algunos transportadores, como el acareador de adenin nucledtidos
tamblen podran ser regulados por la concentracidn - de calcio

mitocondrial.

Captacién de Ca?+ v~ Dafio Mitocondrial

to Qndlfk_i es el organelo con la mayor capacidad de

B cc_urﬁuldclé d?‘,"'pudiendo acumular mds de 2 mol/mg. Debido a

,ocumulcdo lb nmol de Ca2*/mg, mientras que la actividad de la via de
yfenfrcdc de Ca? es altamente dependiente de la concentracidon de Ca?*
-externo, sl la entrada es lo suficientemente rapida para contramrestar los
kefecfbs del sistema de salida, se producird una acumulacién neta del
" catién. En esta situacién, llamada acumulacién  masiva, el Ca?r puede
precipitarse en la matriz mitocondrial en forma de fosfato de calcio,

formando granulos de hidroxiapatita.




“:Suspensiones demitocondrias aisladas son capaces

M;v en este estado

00 ‘M‘k:va}ede dafar la

otelnas (Farber, 1990;

jones menores de este 16n

TP (Blackshear y cols., 1988}

dgjéfrjés de pr ducir una qcﬂv’»dg‘:iérh.d_é, proteasas y fosfolipasas sensibles a

e Caz,”

Caracteristicas del Sistema de Captacién de Ca?* Mitocondrial

Vasington y Murphy (1942) descubrieron que la mitocondria es capaz
de acumular Co'{*. La écpfccién estd asociada a la respiracién y a la
hidrélisis §e ATP ~bddléndose captar este catidn incluso en contra de su
kgrqdlléjhfé.iLos‘ nhibldofés_de la cadena respiratoria inhiben la entrada de
C:d"’* éUdndo el-pofen’ci_dl trasmembranal se sostiene por la oxidacién de

) ‘stst:rcio_s,-mlemrcs;que en presencia de ATP el transporte es inhibido por

16




éne; '1970)" debido»c esfcs

Las mitocondrias de

PIM/mg; alrededor de 50 nmol de Ca?* en
00200 nmol/mg en presencia Pi. En estas

~condicl ocondriales no se alteran (siater y Cleland, 1953;

Varios cationes son transportados a la matriz mitocondrial a fravés
de fés’riefcqcr.rveodor. La selectividad del ftransporte es la siguiente:
"Cd?f>5r2*>'>i'Mn2*>Bc12* {Drahota y cols., 1969; Vdinio y cols., 1970; Reed y Bygrave.

1974). También son transportados Fe, Pb y lantanidos (Kapoor y cols., 1985; Reed

17




[Co2+],
Lot +2 Flopr - )
) [Ccz*]d

fuero‘ de Ic mntocondnc, [Ca?*]a es la concentracidn de Ca? dentro de la

mllocondrlq, F es la constante de Faraday y ¢t Y @d comresponden al potencial
eléctrico transmembranal fuera y dentro de Ila mitocondria,

respectivamente.




Caracteristicas Cinéticas del Uniportador Mitocondrial del Ca?+

El uniportador de Ca?* presenta alta afinidad por este catiéon. La

concentracién de Ca?* a la cual se, o'bﬂene la mitad de la velocidad

maxima (Kos) -se I;\O.ryékbbﬁda'o nire 89’ pM {: Akermcn. l977b Crompton y

-clos., 197;5:7 Hutson., 1

Mchlhn-Wood y cols. 1980; Vercesi y cols. 1978).

ra on de perro 1750nmol/mln/mg {McMillin-Wood y cols.,
a n Io_s vclores ’mc§. alfos de velocidad reportados

yc} quelavelocldad es limitada por el potencial
: ‘:'rtronsmembrc al »
‘Bl transport de cclclo sigue : un comporiomiento sigmoidal con
la concentroclén de Ca?, con un coeficiente de Hill que varia
Aenfre ] 7 y‘2' (Brogudm y cols., 1979; Bygrave y cols., 1971; Heaton y Nicholls, 1976;

Huison Y cols., 1976: Reed y Bygrave, 1975; Scarpa y Grazziotti, 1973; Vinogradov y Scarpa,

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

que depende de la temperatura o de la fuerza iénica del medio, asi como




: ‘:vy4~,Unen pequenas cantidades de Ca2t al uniportddor' d

de la presencia de Mg?* u otras condiciones (Akerman, 1977b; Akerman, 1977;
Bragadin y cols., 1979: Crompton y cols,, 1976). Una alta concentracién de iones
Impermeables como Mg?t o Li* , asi como bajas temperaturas
incrementan la sigmoidicidad del proceso (Bragadin y cols., 1979).

Un coeficiente de Hill de 2 indica que el Ca?* se une al menos a dos

sifios - en el uniportador, que pueden ser ambos de transporte o bien, uno

v:de éllos de transporte y otro de regulacion. Se ha descrito que

slgmoidicldcd del transporte de Mn?* se plerde y su velocldc ’

cual se explica diclendo que el Ca?* se une a un sitio de ccﬂvccion que‘

"'idlsmlnuye la energia de activacidén requerida para el trcnspoﬁe, con o i s
que aumenta la velocidad de transporte de Mn2+{Vinogradov y Scarpa., 1973)
La velocidad de disociacién de Ca?* de este sitio es lenta, comparada con

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

Dependencia_de la entrada de Ca?t _a la temperatura

La dependencia del transporte de Ca?* a la temperatura puede
utilizarse para calcular la energia de activacidon del proceso si se

construye una grafica  de Arrhenius (log de la velocidad  vs. 1/T).

20




“un~medio de sqccrosc, uﬂllzdndo‘ succinato ‘como  sustrato,

Akermon (1977 culo lcu energ[ct de ccnvcc 'e'n”:io kid/mol, vy la

adlcion d 2mM de Mg't’* redujo esta energfa Cl 18 kJ/mol mientras que la

"odlclén . _mM de espermlnc redu]o casl a cero la energia de

‘qctlvqcion

Inhibicién de la entrada de Ca2+
Los inhibidores del frcmsporie de Coz* pueden ser de cuatro tipos.

Entre los Inhlbldores compeﬂﬂvos se encuentrcn los iones que también son

lol 'como el Sr2+, el Mn?+, el Ba?* el Fe2*
]nh!bldores que estd formado por
sy.los p‘fo’rones, que a pesar de no ser
in fﬂéi*én en el proceso del fransporte de
poqtollorﬁlenfo de cargas. El tercer grupo de
- pé‘l‘ié'oﬁénes como el rojo de rutenio y la
6bdlfo :(TQShmul;I;\cmedov y cols , 1972 ). Estos inhibidores son

y.pfesenton una baja cénsionfe de inhibicidn (Ki).

Xlsten ‘algunos farmacos como los B-bloqueadores { Nock y
" lcs gucnldlnos (Davidoff, 1974) y los diuréticos (Gemba,1974) que

'cctucn como ‘Inhibldores del transporte de Ca?* .

21




Los lantdnidos se ftransportan muy Ientomenfe a través de!

uniportador, por o que pueden ser} uﬂlizcdos

como Inhlbldores

competitivos efectivos (vaino y cols, 1970b) A pcrﬂr de:los datos'de Inhlbiclon

del transporte de Ca?* se-ha cal

estimados mds conflables del nOmefo‘ d s’ deCa? - en la

mitocondria.

La inhibicién del fransporte de Ca?*: por Mg ‘-espeélclmente en

arcialmente por

Mn2* (Allshire y cols, 1985). El ccdr‘ﬁtdf cafién ‘que  inhibe

competitivamente el transporte de’ Co2 (Chévezy cols,kl985) El efecto del
cadmio se previene con ditiotreitol, o’ cuol indicc que el cadmio entra a
la mitocondria e interactia con algin grupo sulfhidrilo en ila membrana, el
cual es esencial para la translocacidn del Ca?2t  (Chavez y cols, 1985). Las
poliaminas espermina y espermidina , inhiben el transporte de manera
similar al Mg?*, con una K de 180 uM (Akerman, 1977:Lenzen y cols, 1992); sin
embargo, a bdjas concentraciones de Ca?* dichas poliaminas activan el

transporte con una Kos de 50 uM en lugar de inhibirlo (Lenzen y cols. 1992). La

inhibicidén por Mg?+ o por poliaminas puede ser debida a la unidn de estos

22




k dg‘keme‘s' ééréd \del sitlo'.de transporte o por 'efecfosb'de apantallamiento de

cérgc_s.‘ »
- Inhibidor  més: n el estidio ‘del transporte de Ca?*

mitocondrlal ha sido el polication

reportaron que el rojo de rutenic erg-molécula paramagnética.

En 1961

tenio se debia a su naturcleza polinuclear.

“ Tamblén demostraron que el comportamiento de este compuesto  era

23




, ﬂplco ‘p'ofkd Un cémplejo pollnuclecr “(‘trinuclear) de rutenio. Demostraron

que en lc estrucfurc metdlica de este compuesto no se encontraban

. hclogenos coordincdos. Midieron Icu Ilberacion de amoniaco , cuando

L este com‘ uesto se someﬂo a un proceso de cclentqmlenfo Encontraron

s que, coordlnc:dos a: Ios tres 'éfomo de: rutenio, se enconircnbon 14 atomos

Flek':héjr"y’ é:blc:bbrcdores tamblén defermlnd_roH Ia ffcﬁirmulo minima

pcxrc el roJo de rutenios [Rus O2 (NHs)i4] Cl ¢, con un peso molecular de
;786 36 g/mol y le asigharon una valencia de 6+.

Los propledodes de oxido-reduccién del rojo de rutenio son
: vcmpllamem‘e conocidas. Se sabe que el rojo de rutenlo | catidn) se oxida
chllvrknevnte a café de rutenio. También se ha determinado que la
OXIdcclén del rojo de rutenio en HCI 0.1 N es de un 20% después de 24 hrs, y
'i—[,'fqué conforme se aumenta la concentracidn de HCI , el porcentaje de

oxidacion es significativamente mas rdpido .
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Debldo a.que.el roJo de rutenlo y sus onclogos (- ccfé de rutenio,

: fde

violeto son oltqmente ' coloridos,

: 'sin;:Ién {Joly , 1978) , por Ic_> cudl
acetato de amonio pH70 como ' \,r'edll‘lzqr las mediciones
especirofofomefrlccs, en lcu cuc el ro ’t’eznlo y sus andlogos se
monﬂenen esfcbles por mucho ﬂempo. ‘
4 Se ha determinade que el rojo de rufenlo es mds estable en
“soluciones dcidas, como por ejemplo en écidé ccéﬂc0' sin embargo, a
’- pH s menores, como los generados por los ccndos minerc:les, el rojo de
ruiemo es casl instantdneamente oxidado a café de ru'renlo. }

La espectrofotometriac de absorcidon electronicc ha permitido

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

(Figura 2}.
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Figura 2. Espectro de absorbancia del rojo de rutenio y sus andlogos.

El -valor reportado del coeficiente de extincidn molar maximo de
c:b$or§;l§n del rojo de rutenio puro, se encuentra alrededor de 21,000
"—rhtylbllv/L.‘cmken soluciones acuosas, mientras que es ligeramente mayor es
>so_lu'ci'ones de acetato de amonio (22,700 mol/L.cm)
: Por mucho tiempo se creyd que el rojo de rutenio era un colorante
: _selectivo para mucopolisacdridos. Sin embargo Luft H (1971}, demostrd
que el rojo de rutenio se une a una gran cantidad de macromoléculas,
incluyendo al DNA, al dcido péptico, pectinas, heparina, dcido
poliacrilico, agar, gel, moco nasal, RNA de levaduras y en general a los

derivados de la celulosa.
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trado. que elji;o]o de rutenio inferviene en la
vinkfevr‘nq mitocondrial, a nivel ya
asa (Luft, 1971).

de’eniradd de Ca?*a la

360y, el ,rufenig codrdincdo con fenantrolina
*_para.encontra aquel que'presenfé el mcyd grado de especificidad hacia
_" el-uniportador.de '<:fc|_c;l<é mifbcondﬁcl y poder establecer el mecanismo de

-1 accién de estog['.ir{hlbldores. Estos datos podrian ayudar a entender el

i;l,fUnciqndr‘nIe‘r{vtb y Ia regulacién del sistema de transporte de calcio

“ mitocondrial .

De acuerdo con lo anterior, en este frabagjo se plantearon los

sigulentes objetivos .
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OBIJETIVOS:

Estdbleéef ,lqsv“r'néc_:ion.ismos de inhibicién del Ru360 y rutenio O-

fenantroling © en ‘el - transporte  de calcio  mitocondrial y

“compararlos con el inhibidor clésico rojo de rutenio

~Determinar el grado de competencia entre los inhibidores

5 »Pr,_cipo' er un’ posible mecanismo de accién de los inhibidores

ok poliCctiéhicos del transporte de entrada de calcio mitocondridl,

""'cokm'pcrondo la efectividad vy sitios de unidn de estos inhibidores
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MATERIAL Y METODOS

.PREPARACION DE _MITOCONDRIAS: Para Ila obtencién de

) mltocondrics

"se uﬁllzcron rinones de ratas wistar de 250 g, que se

un medio frio de sacarosa 250 mM, TRIS 10 mM, EDTA 1 mM,

trozos y se

. postenormenfe se cortaron en pequefios

midel medio qh}es descrito sin EDTA y 0.2% de BSA. Se cuantfificd protelina

o p’o‘lffé_ly méfédo de (Lowry y cols 1951).
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VPREPAVRFAQION DE_FRACCIONES MITQC(SNDRIALES: as’ mitocondrias

se  pasaron - por - gradientes disc¢nilnuos

'éoh?:éhtfqéiones: 25% y 40%. El pekg:oll se disolvié en sacarosa 250 MM, TRIS

10mMpH 73 Esta prepcr’ocli'én‘("grcdienie"de:percol

: 73 y.se cuantlfico proteina por.el mefodo‘dez(Low:yj’y cols 1951) .
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~ CITOCROMO OXIDASA: " Citoeromo Oxidasa:  Esta enzima catdliza

ro ula de;.vvcf:ifrbrcromo C vy la reduccidn

onsumo de oxigeno en Ia

, e_'AfPI'duronfe la fosforilacion

(48). | edio de KCI 125 mM, HEPES 10mM, succinato

~ . 10MmM, dcido fesférico 3mM a pH 7.3,
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La- acumulacién “45Ca2+, se midié por

" ACUMULACION : DE-CALCIO:

= ,‘m‘evclzlioi ‘de la'técnica de filtracién,

utilizando membrchcls Millipore de 0.45

50 MM, HEPES 10mM,

. eépé'cffic;d_ ) p.L “a tiempo

de .velocidqdes' iniciale: I'vacio, se;lavd con'KCl O.IQM\y‘ se contd

la radioactivida > [as muestras se midid en

un contador de centelieomarca Beckman modelo LS 7800 (zozueta y cols,

1994)
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 SINTESIS DEL_ANALOGO DE_ROJO DE RUTENIO :

CON FENANT‘ OL

LCI sfntesis de’los compuestos andlogos al rojo de rutenio, se basd en

~‘grupos aminos por fenantrolinas, las cuales son
r’o_rﬁéﬂcos, que esperabamos generaran un gran
y en el tamafio del g:dﬂén del rojo de rutenio, para
: posteriormente d,efervm‘indr su actividad bioiégicd. k

llevar a cabo la sintesis se disolvié el rojo de rutenio (0.3 o 0.38

: m'mol) en lO ml de agua, bajo comiente de nitrégeno para evitar que el

onclo o c:l roJo de rutenio se oxidara a otros compuestos (por ejemplo el

"ccfe de rufenlo)

v Se filtré Ic solucion para la eliminacién de impurezas solubles en agua
'—‘bcjo con1enfe de nitrégeno. El filtrado se colocd en un matraz de bola
k junfo con 4.5 g de fenantrolina. previamente disuelta en metanol (60ml). La

mezcla se mantuvo en agitacién constante por 24 Hrs.

Pasado el tiempo de agitacién se hizo un calentamiento suave a
45°C, con flujo constante de nitrdgeno por 6 hrs; el compuesto se
precipité con hexafluorofosfato de amonio y se lavd exhaustivamente con

etanol, mismo que se evapord a temperatura ambiente.

33




Se dlso!vleron 2'5 ‘mg de cloruro de rutenlo con 0015 mL de ccldo g

i clorh!drico a.uha’ concenfrcclén de 6 N ]unfo con '’ 0002 mL de etcnol g

: obsoluto..Es'rc mezc c se cclento por 60 mlnutos a una temperatura . de 90'

.7 °Cf, de#ip e odicloné 0. 002 mb’ de cmonlcco concentrcd -y 0.

" hldréxld de omonlo 12 N. Esta mezclc se colento por.20 minutos:a 90 °C, g

, ﬂnclmente se lncubo‘ 12 horas a 40 °C.

que se recupero se’ pCISO por columnc de

o EH Y

'"';:’ccrboxlmehlcelulosc que prevlemem‘e se equlllbro con “formiato de

ndl de rutenio 360(e= 2.6X104
360‘/h‘)'c'|rcodo radioactivamente se

16 -de cloruro de rutenio con marca

Los ensayos.de inhibicién del vfrqhsporte se readlizaron en un medio de

125 MM de KCI, 10 mMHEPES, 10 mM succinato y 3mM de dcido fosférico

pH 7.3 a 25 °C a diferentes tiempos con diferentes concentraciones de los
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Inhibidores, -El fbjo de r,ufen'Iofy el fL‘errﬂéi’ 'f;e"r'\cbr'if.rollno se disolvieron en

agua para prepdrdf los Stock.
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Resultados y Discusion

Uno vez que se sintetizaron los inhibidores, se recllzcron Ios enscyos de

lnhiblc!on del ironsporfe de caicio, en frocmones mltocondr!cles que

absorbancia a 3460 nm ‘Ambos compuestos  se utilizaron para evaluar la

inhibicién del transporte de calclo en la mltocondrfa.

El compuesto al que se le adicionaron los grupos fenantrolinas como

sustituyentes, se analizé por espectrofotometria de resonancia magnética
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nucledf—: a 297+ K encontramos el mismo patrén descrito para  las

logo d'el"rojo de rutenio, sin embargo,

las fenantrolinas en el

ROJO DE. RUTENIO

g, |
I r©8
Ao s 2 0 — 0~ Ay
§I A A
Ru Phen

Figura 3. Estructuras del rojo de rutenio ({de Camondo et al., 1980 ) y Ru360
{Ying et al ,1980). Se muestra también un posible areglo de las fenantrolinas
en el compuesto andlogo al rojo de rutenio que sintetizamos { Ru Phen).
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Se determind la inhibicidn del transporte de calcio : coh_ ccdo uno de estos
compuesios  en mitocondrias energizadas, en las Eﬁé’n&l;lones descritas,
en la Figura 4 se muestra la curva de Tronsporié de co]élo a diferentes
concentraciones de Ru3640. El andilisis cinético se hl?o por medio del grd

fico de Dixon para inhibidores fuertemente unidos.

[A)
Qo

N
4]

Ki= 9.89 nM

N
o
i A

nmol Ca2*/mg/10 sec
o

1 v v L

0 10 20 30 4

E,= 4.8 pmol/mg nM (Rumo)

Figura 4. Grdfico de Dixon para inhibidores fuertemente unidos. El

transporte de calcio se midié en presencia de diferentes concentraciones
de Ru 340, en las condiciones descritas en material y métodos.
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El uhipo:ﬁddorl de_.calci itocondrial presents.una gfdn‘cflnidod por el

Jb redlizado por Matlib et al

'st‘ef"g‘rupo midié el transporte
héio ill en presencia de Ru
'uho unidén méxima del inhibidor
sar de'ésfc diferencic que podria ser
4 capacidad inhibitoria del Ru 360 frente al
e muy 'signiﬂcativo . lo cual ha llevado a
el_" inhibidor mas potente del transporte  de

‘calclo mitocondria

Lc;idﬁnldcd Ru360 también se determind midiendo la unidn del
' _jlnhlbidor radioactivo a mitocondrias en un medio de KCly TRIS. La curva de
: union bfenldc:l,”'f‘t‘\Je de cardcter hiperbdlico y alcanzd la saturacion
’ .dilrededor de 20nM (Figura 5). La pegada especifica se determind por un

' Vgrqfico‘ e:Scaichard, mediante el cual se determind un Bmax de 6.2

pmol/mg dg proteina mitocondrial; la Kd fué de 16.5 nM (figura 5 inserto ).
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Figura 5. Unidn de Ru360 a mitocondrias de rifidn de rata, dentro de
esta figura se muestra el Scatchard de la unién de dicho inhibidor

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

“inhibicién’ del transporte de calcio mitocondrial tienen una clara

corréspondenclc, lo que indica que existe alrededor de 10 pmol de
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u’nlpqd_cdér pér"rhlllgrdmo de brote[nd mitocondrial y:que el Inhibidor es
muy es'p'eciﬂco,,

'La gran Variedad de compuestos - amonidcales 'de rutenio que se obtienen

xperime fos de ihhiblci:jé'h, de transporte en presencia de

S c:rh'bolsbj Inhibidore

‘ ’e"n‘tre‘ el rojo dle rutenio y el Ru 360 por los sitios del uniportador de calcio

. mitocondrial.

En Jla Figura é observamos la inhibicién producida por el Ru3460 en
presencia de concentraciones creclentes de rojo de rutenio. La mutua

exclusividad del Ru360 vy el rojo de rutenio, se hizo evidente mediante el
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grcﬂco de Dlxo donde se groflco el inverso de Io velocidad contra ia

concenircclén del comple]o binuclear, a una concemroclén fla de

o cclcio y diferentes concentrociones de rojo de rutenio(Figura 7aj).

nM
0
40
©
&
o 30 1 50
)
k=)
£
& 204
8 ] 75
©
E 104 100
[
150

5 0 5 10 15 20 25 30
Ru 360 [nM]

Figurd 4. Inhibicidén producida por el Ru360 en presencia de

concentraciones crecientes de rojo de rutenio y a una concentracion fija

: -.de calcio. Las condiciones se describen en material y métodos.

@ TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




".‘Las pendientes-de:las:curvas son Independientes de la conceniracion

rutenlo. La familia de curvas son claramente

: grcﬁco de estos valores representa el
hibid ¢¢n una Ki de 25nM (Figura 7 b}, muy

B p'dfg'ei:idos.o lo reportad or.Reed y‘Bygrove (30 NM).

'6s “demostrar una Inhiblcién no competitiva para

Coﬁ bes.fld clrva pod

7 este Inhlb o yd gue cuando el complejo enzima-sustrato-inhibidor no es
1cctclfﬂccmente activo la curva es linear.. El mismo fendmeno ocurid
i cucndo se adicionaron diferentes concentraciones de rojo de rutenio ,

‘ confro concenircclones fijas de Ru340.
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0.4- §°
§ 0.05 s
0.2
! ;
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0.0
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Figura 7. a@) Grdfico de Dixon para los valores de la figura 7.{ sy rojo de
rutenio;@ 50 UM de rojo de rutenio; A 75 M de rojo de rutenio; €100uM
de rojo de rutenio; V¥ 150 UM de rojo de rutenio) . b) Regrdfico de Dixon.
De los valores de la inhibicidn a diferentes concentraciones de rojo de
rutenio { Ru 360 = 0). Las determinaciones de transporte se hicieron como

se describe en material y métodos

Se analizé también la inhibicidn producida por un derivado del rojo de
rutenio, rutenio fenantrolina (Ru Phen)en el transporte de calcio
mitocondrial en presencia de diferentes concentraciones fijas de rojo de

rutenio en el medio de transporte. En la  Figura 8 se observa que la
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- inhiblcién aumenta - conforme Incrementamos lq,c‘oncentrcclén del rojo

dé rutenio de q'ue"‘s P ue de’rermlncr st

hcy competenclo P nlpododor enfre el rojo de

rutenlo y SU derivcldo {Ru phen)

' Pcrcl del‘ermlnor el ﬂpo de r hlblclon del Ru ‘Phen en presenclc de ro;o de g

rutenio se grcfico el Inverso de la veIocudcd contr >
Phen (grcflco de Dixon) a diferentes concenircciones de.rojo.de rufenlo o

(Figura 9)

La familic de curvas que se generqa, muestra,un comportcmlenfo de

inhibicién - cooperativa por dos diferentes ln" bl ores no exclusivos . Se

‘colcul‘o pnc Ki para el Ru Phen de 1.25 pM 'Flgurc 9).—Esfe tipo de grafico

. podra decirnos que el rojo de ruter ] en no se estan uniendo al

- rhiémo‘ slﬁo .0 qiue Iq éon‘c'é‘hf.i’c‘j:cién de e :rutvehio no es suficiente
para desplazar clyr Ru Phe ' 'bson compuestos muy
parecidos. Sin en"\b"ci:r"gdes'lmportonf'e me cbnorﬁué en este caso el
rutenlo fenantrolina es 'vm Ru 360 y que el rojo de

rutenio, odemcs de que debe poseer un ccrccter mas hidrofébico debido

a los sustituyentes de fencnlrollnc, o

45
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e 25nMRR
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] v  40nM
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Figura 8. InhibiciSn del transporte de calcio mitocondrial
f'producidc por rutenio fenantrolina en presencia de rojo de
rutenio. Las condiciones experimentales se describen en

material y métodos
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Figurc 9 -Grdfico de Dixon para inhibidores cooperativos no
exclusivos Lcs determinaciones se hicleron bajo las condiciones
_cnnies descritas.

Se ha reportado que el rojo de rutenio también se une a los llamados sitios
de pegada de caicio de bagja afinidad, al igual que los lantanidos (un

Inhibidor competitivo del uniportador de calcio mitocondrial).
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Se ho propuesfo que estos sitios pueden-ser fosfollpldo (Voelker, 1996)

' 1cmblén se ho demosirodo que el rojo de ruten > on‘o en una

: bl_cqpc dlfUS_G como sl fuera un ién con ung ,

5 pr’eSe‘rjkf'o ‘una alta afinidad por la fosfatidils

k:_”PEJ_rd:trdtcr de profundizar sobre esta

' competencia modificados*, para determinar s
“que el rojo de rutenio en presencic'cjé 'I'dh‘t
adiclén de Ru360 en presencia de dlferenfes conceniroclones' de Icntono

producen un aumento en la inhibicién (Figural0) .

30

n
L]

N
o

nmol Ca¥mg /10 seg
° o

I T T — LA T -
0 50 100 150 =it 200
LaCLa [nM] :

Figura 10. Ensayo de competencia entre el Ru340 y laniano. El medio de
‘transporte de calcio no contenia fosfato* y la concentracidén de Ru 360 fue
de 40 nM.
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E cnélisls de Dixon (Flgura ll) muestra que los sitios de alta afinidad de los

lcnfcnidos por, VI unlportcdor. (Ki = IOOnMJ'no se modificd en presencia de

Ru 360 S Io fueron modif“ ’c| bq}o of’nidod Esto nos sugiere

i ‘V'ique ‘“proboblemente el 1RU360 esté despldzdh:db‘ a los lantanidos de los

. slﬂos de unlon en los fosz lfpi ficos, pero no de los sifios que

: unen cclclo en el unlportcdo x

0.307
0.254

0.20

<

.Y 0.164

0.104
4

0.054

0.00 T T T —— .
-150 -100 -50 0 50 100 150 200

LaCl3 (nM)

Figura 11, Grdafico de Dixon, para la inhibicién del transporte de caicio
mitocondrial en presencia de Ru360 (40nM} y en ausencia de
Ru360. Las condiciones experimentales se describen en material y métodos.
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Ehfre :erbs.‘klnbhibldoreé.’d e enfrada de calcio ajenos a los obtenidos a partir

Qrﬁbos ‘aniénicos en las proteinas . Los datos

de’ caiclo mitocondrial, son de un orden de

nte, y-es precisamente este cardcter lo que

como un ccﬂon

promueve Io Interccclén de este policatién con las membranas biclégicas

(Corrondol980) Lot

.§ir e_n propuso que Ia inhibicidn producida por el rojo de

_Fptenlo’;en los ‘movimientos de  caicio tenia un crigen electroestatico

mediado en gran parte por la neutralizacién de cargas negativas por los

o defo]ipldos.

50
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Pcrd defiri”’“syl 'Id ) n de esto‘ Inhlbldores es puromenfe electrostdatica se

U de 15 UM, lo cual

360. Por tanto es Idgico

pensar: que el Impedlmenfo esterico >ara b‘rﬁbdorse o acoplarse a su

: slﬂo en'el unlpoﬁcdor de cclclo se
o fEI Ru 360 a d|ferencla d | 'y, del Ru Phen, es un compuesto

i blnucleor con unc c lo que lo hace, por un lado mas

o pe,qureno”_«yr por: otro -pfo’pledod de tener una carga




o es declr no comph‘en por lo § ﬂ

LoS datos obtenidos en este trabajo nos han llevado a proponer un modelo
de acclén para los inhibidores policatiénicos del uniportador de calcio,

considerando también los datos reportados por otros grupos.

-El uniportador ha sido considerade como un poro con compuertas , con un
pc:r de sitios de reconocimiento para cclclo(Spcrcgnna 1995 y Litsky 1997) .
ia i

muy cerco al citoplasma, como se prese : Flgura 12

: Tcn'ro el ro]o de rutenio como sUs derivcdos son’ Inhibldores no compeﬂﬂvos,

,e unlporfcdor slno

”que se Unen a; ‘otros. sitios con 'prdt?qblemenfe también a

“ ‘slﬂos. ‘ sf"olkfbido's &cidos cercanos

“ral uniportcdor de cclclo mltocondricl (Reed >l974)

‘”Lc ,__,al‘td especificidad del rojo de rutenio y Ru 360 hacia el uniportador
- nos sugfere que del lado citoplasmdtico de este transportador existe una
‘kdensc regién de cargas negativas, donde presumiblemente se pueden
Qnir los Inhibldores, provocando asi un cambio conformacional en el

uniportador de calcio.

R
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Dentro
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Fvera

Figura 12. probable mecanismo de accidn de ios inhibidores
policatidnicos del uniportador de calcio mitocondrial . a) Sitios de
alta afinidad a calcio. b} Sitios probables de unidn de inhibidores,
asl.como el camblo conformacional que sufren cuando se unen

estos compuestos
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'descﬂto;en esfe 1robc]o y suU poslble Inte ccl

' ﬁ,"cclclo Se conslderc ?omblen la Influeny eran ejercer, _s"c:ibvryé'lo‘s\
fosfollp!dos de a membrcmc:

"compuesios podrfon promover ‘en el

: unlporjcdor inhiblendo el 1ronsport

~ puede explicar por su carécter | e ‘que reaccionen

. ,ineépec[ﬂcomente con los lipidos” d ana; el famafio de este

compuesto, puede ademds pfbv Vpealm'ehto estérico, que
impide la interaccién del compues“tcé;‘c_o'n unipbrtcdor y de ahl que no
modifique precisamente . los siﬂqs»dé"_tf)nion ‘al calclo que actuan en el

transporte .

e e
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Conclusiones:

El inhibidor  especifico y mas potente para el transporte de
calcio es el Rutenio 360. Este ejerce una inhibicién de tipo no
. competitiva.,

: El rufenlo 360 con respecto al rolo de ru'renio, resulto ser un

L mhubndor mutuamente excluyen're

k I denvcdo de rutenlo O-fenon’rrollnc es el compuesto menos
efechvo porc Io mhlbiaon del transporte de calcio mitocondirial,
eksyfe__presemo 'una inhibicién cooperativa en presencia de rojo
~de rutenio.

. La unién de lantano no fue desplazada por la presencia de Ru

360 en el medio, se observa una potenciacion de la inhibicién
producida por ambos compuestos.

Las caracteristicas de los inhibidores y la densa regién de
cargas negativas presentes en el lado citoplasmdtico del
uniportador, sugieren que estos compuestos se unen a esta
region provocando asi un cambio conformacional en el
uniportador de caicio.

55




BIBLIOGRAFIA

Akerman K. E. O. ( 1977) * Effects of cation on the temperature sensitivity of

;1415149 ¢

,Ccf%f«' »franport -in . rat-lver mitochondiia™ J. Bioenerg. Biomembr.

'e¢t$ of Mg and spermine on the kinetics of
. mifochondria®  J. Bioenerg. Biomembr.

W X Respiratory-dependent uptake

by'_ls'b_loté'd' heart mitochondria™ Arch. Biochem.

" Blophys. 253, 322.332.

56




Bﬁerly G.P., Murer Ey. Bcchmcln E (1964)
PI by heort mltochondnc

‘accumulation of Ca2+: and ™

Bygrcve FL Reed_K*' '
energy—depende
mltochondric" Natur

Reguiation'of heart muscle

Cyhchce__“B ' e The energy-llnked reacﬁon of calcium wlih E

- mnoch_ ndnc:" J Biol. Chem. 240, 2729-2748.

57



. Chcpell J B CohnM yGreleIeG D. (1963) en “Energy linked function of
mitochondrlc edltodc por B. Chance. New York, Academic Press pp.

.. Physiol.

Brcndolin B y Vlgnols P V { 1984) “Con'rrol of oxidative
on In rat heart mlfochondno The role of the adenine
eoﬂde Samier". Biochem. Biophys. Acfo 766, 492-500.

Drohofo Z Gczzofﬁ P.. Carafoli E. y Rossi C. S. ( 1969) * A comparison of the
e effec\‘ of different divalent on a number of mitochondrial reaction

‘linked to ion translocation” Arch. Biochem. Biophys. 130, 267-273.

58




‘Ezawa |y Orlega E. (1979) "Ca? -lndy ced ccﬂvcﬂon of succinate

dehydrogenase -and 1he 7're ulcﬂon_

’itochondriol oxidative
reations" J. Biochem 85 65
Farber J. L. (1981) " The role ,B[o‘chérﬁ. 85, 65.

Farber J.L. (1982).%. stasisIn the

_ Fc:rberJ L. (1990)

cargill D. Woodhead J. L. (1961}

90) ™ Mechanisms by Which Mitochondria
Physyol 258, C755-C786.

®  E5TA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA




g Hobnsférdr RG ('.l 985) . Relation between mitocondrial caicium tranport and

: contrbl f’éhergy metabolism' Rev. Physiol. Biochem. Pharmacol.

liver mi’rochohdric" J. Biol. Blochem 251, 5251-5258

: ',, Joly A. (1892)"Composes Ammoniacaux Denves du Sesquichlorure de
- Ruthenulm" C. R Acad. Scllls 1299-1301 Y '

Lk 'Kopoor S C von Rossum‘G D V O Ne KJy Mercorellol (1985) " Upfoke

the mitochondrial
144-150.

60




Kréner H. {1986) ! Ca ions, on"dlios‘tferkic -activator of Ca?* uptake in rat liver
mlto'chéndﬁc'{ Arc‘h, Biochem. Biophys. 251, 525-535.

Kun' E. (1976) e Klneﬂcs

’f_;,‘ATP-dependenf Mg flux in mitochondria”
BIochern 15,2328-2336. -

Lowry, O Rosebrough, N.,
194: 265-275

Litsky M. y Pfelffer D (1997) * Regulafion of the mitochondiial Ca2+ uniporfer
by external adenine nu'cl‘e'oﬂdes: the yhlpbrfer behaves like a gated
channel ‘which .is régulcfed by nucleotfides and divalent cations".
Bigghemisfry.'qqn ]Q;36(23);7071780, '

LUft H. J. ( 1971) " Ruthenlum red cnd Vlolef Chemistry, purification methods
of use’ for electron mIcroscopy and mechanism of action” Anat. Rev.
171, 347—368 -

Marban E, Rink T.J. (1980) * Free calclum in heart muscle at rest and during

contraction measured with Ca2+ -sensitive microelectrodes” Nature
286, 845-850

61




~ Matllb M.; Zhou Z., Knight S.; med §.,Chol K., Krause-Bauer J.,
- Philips- U
' h y Inhibits Ca2+ uptake

le" cardiac myocytes",

plejo}fy,g:‘.vc_l;‘:lu‘rh' lons
" Physiol.

- MeMilla
.- Entmar
. mitochondi

5. M., Steinmian 'R.. amson J.R. (1981)
Carbamilphosphato synthetase”  J. Biol. Chem.

pyruvate dehydrogenase activity on

ndﬁdl free Ca2+ concentration”.
21988 Dec 1:256(2):403-12.

. M_éfeho-S_c_Snéheiv y Hansford R.G (1988) Relation between cytosolic free

k 'cdlc:iuml -~and respiratory rates in cardiac myocytes.
Am J Physiol. 1988 Aug;255(2 Pt 2):H347-57.

62




hepctomc mitochondria by d|fferenf mec
10527-10534. :

Nicotera P., Bellomo G. y orrevnlus__’S‘k f(199,0 ‘hefkrolle ‘of,:(:o‘2:+,‘ ihfcéII

killing"Chem. Res. Toxicol. 3, 484-494

clum fransport" FEBS

Osééll PR {1976} " Evidence for more

',:Puskin J.S. GunferTE GunterK
‘ thcn one Ca 1rc|nsporf mechcnlsm in mitochondria" Biochem. 15,
3834-3842. :

Puskin J.S., Gunter T.E. (1976} “ lon and pH gradients acmros the transport

membrane of mitochondrial following Mn*2 uptake in the presence of
acetate" Biochem 15, 3834- 3842.

63




The Inhibition of mitochondrial calclum

Reed K. C.y Bygrave F.L. o
uthenium red" Bochem J. 138, 239-252. "

fransport by lanthanide

dr!@l .'éydléi‘pm‘
hem. 55, 497-504.

7 The effect of ruthenium red on
of",(fdf?‘by mitochondria  Blochem.

'dépendence on calcium efflux" J.

64




‘Scarpa Ay Gr : 3) cl fr'cqt_é‘lIUIcr‘k‘ Ca*? -

n he respirc:fory
s" Blochem J.

hem. 12, 387-391.

‘ op‘mké by rat kidney
7 e on  respiration and
M 237 2670 2677.

Vercesi A., Reyncfdkge B. y Lehninger A. L. {1978) " Stochiometry of H*
ejection and Ca*2 uptake coupled to electron fransport in rat heart
mitochondria" J. Biol. Biochem. 253, 6379-6385.

65

=
s g e e

g

1) o TESECON
\ .‘ [' V"‘ 'l 3
. Las, J( s i

| PALLA D ORIGEN |

e,




Voelker D. y Smejtek P. ( 1996) "Adsorpﬂon of ruthenlum red to phosphohpid
membrcnes" Btophys J. 1996 Feb 70{2) 8]8—30

Vonogrc:dov A yScarpo A ( 1973) “w Theiniﬂcl veloclﬂes of cclcium upicke

by rat Ilver mltochondrlo"J Bloenerg Blomembr, 607-607

Wernette M.E., Ochs Rs' y: Lc dy H A (1981) Y ‘ﬂoh"f‘of‘ - RLM.
glycerophosphafe dehydrogencse“ J.Blol. Chem 256, 2767 :

Clarke M. y Sanadi R. (1990) lnhlbltion of
mltochondﬁol calcium lon transport by an oxo-bridged dmucleor )

Ying ‘W., Emerson J

ruthenlum cmmlne complex" Biochemistry, 1991, Mcy 21 30(20) 4949~52

Zczuefc, C Reyes—VIvos H, Corona N, Bravo,C. Chdvez, E (1994) "On fhe, :
‘:DP to Increase the Inhibitory effect of . cycl .

role of

mh‘ochondncl membrone permeability transition'. Blochem Mol Bloli
Im‘ Vol. 33, No2 385 392. : ‘

‘Zozuetc ra G Verc: G., Sadnchez C.y ChdavezE. (1998) “Advancesin
: the puﬁf‘ ccﬂon of the mitochondrial Ca2+ uniporter using the labeled
i lnhlbitor ,’l 03 RU 360 J. Bioenerg. Biomembr. Oct; 30(5):489-98.

66 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




	Portada

	Contenido

	Resumen

	Introducción

	Objetivos

	Material y Métodos

	Resultados y Discusión

	Conclusiones

	Bibliografía




