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Resumen

La azida induce transición de la 
permeabilidad de la membrana 
interna en mitocondrias de 
hígado de rata. Este artículo 
informa una investigación del efecto 
de la azida, un inhibidor de la cadena 
respiratoria, sobre el poro de 
transición de la permeabilidad 
sensible a ciclosporina A, en 
mitocondrias de hígado de rata. La 
apertura del poro despolariza la 
mitocondria, permitiendo el ingreso 
de solutos a la matriz mitocondrial, 
causando  hinchamiento.  La  
ciclosporina A (CsA) previene la 
apertura de este poro. Encontramos 

2+que la disminución del Ca  libre 
intramitocondrial en mitocondrias 

2+cargadas con Ca , fue prevenido por 
2+la CsA. La disminución del Ca  libre 

intramitocondrial inducida por la 
azida, fue acompañada por hincha-
miento mitocondrial y despolariza-
ción de la membrana mitocondrial 
interna. El hinchamiento fue 
prevenido por la CsA, pero la 
despolarización no. Estos hallazgos 
sugieren que la azida induce la 
apertura del poro de una manera 
sensible a CsA, pero es posible que 
los dos mecanismos propuestos para 
explicar la transición de la permeabi-
lidad mitocondrial estén traslapados.

Palabras clave: Calcio, ciclospo-
rina A, despolarización, hincha-
miento, permeabilidad.

Abstract

Azide induces permeability 
t r a n s i t i o n  i n  t h e  i n n e r  
membrane of mitochondria of 
rat liver. This paper reports an 
investigation of the effect of azide, an 
inhibitor of the respiratory chain, on 
the cyclosporine A-sensitive 
permeability transition pore in rat 
liver mitochondria. Pore opening 
depolarizes the mitochondria, letting 
solutes enter the mitochondrial 
m a t r i x ,  c a u s i n g  s w e l l i n g .  
Cyclosporine A (CsA) prevents 
opening of this pore. We found that 
a z i d e - i n d u c e d  d e c r e a s e  o f  

2+intramitochondrial free Ca  from 
2+Ca -loaded mitochondria was 

prevented by CsA. The azide-
i n d u c e d  d e c r e a s e  o f  

2+intramitochondrial free Ca  was 
accompanied by mitochondrial 
swelling and depolarization of the 
mitochondrial inner membrane. 
Swelling was prevented by CsA, but 
depolarization was not. These 
findings suggest that azide induce 
pore opening in a CsA sensitive 
manner, but it is possible that the 
two mechanisms proposed to explain 
the mitochondrial permeability 
transition are overlapping.

Key words: Calcium, cyclospo-
rine A, depolarization, perme-
ability, swelling.

Résumé

Azide induit la transition de 
perméabilité dans la membrane 
interne des mitochondries de 
foie de rat. Ce travail étudie l´effet 
d´un azide, inhibiteur de la chaîne 
respiratoire, sur le pore de transition 
de la perméabilité sensible à la 
cyclosporine A, sur des mitochon-
dries de foie de rat. L´ouverture du 
pore dépolarise la mitochondrie, en 
permettant l´entrée des solutés dans 
la matrice mitochondriale, en cau-
sant un gonflement. La cyclosporine 
A (CsA) empêche l´ouverture de ce 
pore. Nous avons trouvé que la 

2+baisse de Ca  libre intramitochon-
drial en mitochondries chargées en 

2+Ca , fut empêchée par la CsA. La 
2+baisse du Ca  libre intramitochon-

drial induite par l´azide, fut 
accompagnée par un gonflement 
mitochondrial et une dépolarisation 
de la membrane mitochondriale 
interne. Le gonflement fut empêché 
par la CsA, mais pas la dépola-
risation. Ces découvertes suggèrent 
que l´azide induit l´ouverture du 
pore de façon sensible au CsA, mais 
il est possible que les deux méca-
nismes proposés pour expliquer la 
transition de la perméabilité mito-
chondriale soient superposés.

Mots clefs: Calcium, cyclospo-
rine A, dépolarisation, enflure, 
perméabilité.
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Introducción

La mitocondria juega un papel central en la 
síntesis de ATP y en la regulación de la muerte 
celular, lo cual la hace esencial para la sobrevi-
vencia de la célula. Las mitocondrias aisladas 
pueden sufrir un dramático incremento en la 
permeabilidad a iones y solutos (menores a 
1,500 Da), conocida como transición de la 
permeabilidad (Gunter & Pfeiffer 1990), 
generándose la pérdida de los mecanismos 
homeostáticos que controlan el volumen 
mitocondrial (Bernardi 1992). La transición de 
la permeabilidad se relaciona con la apertura 
de un mega-canal, cuya estructura está aún en 
debate. El estrés oxidante con una sobrecarga 
de calcio, el agotamiento del ATP y concentra-
ciones elevadas de fosfato, inducen transición 
de la permeabilidad mitocondrial (TPM) con la 
formación de poros de TPM no específicos 
(PTPM) en la membrana mitocondrial interna 
(Halestrap et al. 2004). Durante los últimos 20 
años se ha aceptado que tres proteínas son 
componentes estructurales clave de los PTPM: 
la adenin-nucleótido traslocasa (ANT) en la 
membrana interna, la ciclofilina D (CyP-D) en 
la matriz y el canal aniónico dependiente de 
voltaje (VDAC) en la membrana externa 
(Crompton 1999, Zoratti et al. 2005). La apertu-
ra del poro genera colapso del potencial de 
membrana (ΔΨ ), el hinchamiento de la m

matriz, el desacoplamiento de la cadena 
respiratoria, la salida de citocromo c y otros 
factores pro-apoptóticos y la actividad hidrolí-
tica de la F1-F  ATPasa, lo que finalmente lleva 0

a la muerte celular (Crompton 2000).
Se piensa que la apertura del PTPM es 

activado por la unión de la CyP-D al complejo 
proteico por el lado de la matriz, esta unión es 
favorecida por la acumulación de calcio 

2+
intramitocondrial ([Ca ] ) (Gunter & Pfeiffer m

1990). Muchos factores pueden regular la 
apertura del PTPM, tales como la ciclosporina 

2+A (CsA, inhibidor específico), el ATP, el Ca  y 
los radicales libres derivados de oxígeno (ROS) 
(Hagen et al. 2003). Se ha demostrado que el 
efecto de la CsA es a través de la inhibición de 
la actividad de la peptidil-prolil cis-trans 

isomerasa (PPIasa) de la CyP-D (Tanveer et al. 
1996). La transición de la permeabilidad se 

2+observa fácilmente después del ingreso de Ca  
dependiente de energía, en presencia de una 
amplia variedad de “agentes inductores”, con 
características estructurales o funcionales no 
relacionadas. En su exhaustiva revisión 
Gunter & Pfeiffer (1990) han recolectado una 
lista de 43 inductores, que van del fosfato a los 
ácidos grasos, de metales pesados a oxidantes 
de piridin-nucleótidos, de grupos sulfhidrilo 
reactivos a quinonas y plaguicidas.  
Típicamente, después de una fase de retardo 
durante la cual la permeabilidad de la mem-

2+brana permanece normal, el ingreso de Ca  es 
seguido de un incremento espontáneo de la 
permeabilidad. La apertura del PTPM induce 
la entrada a la matriz de moléculas de bajo 
peso molecular, lo cual permite el equilibrio de 
solutos a ambos lados de la membrana interna. 
Sin embargo, proteínas mitocondriales son 
retenidas en la matriz y esto incrementa la 
presión osmótica coloidal, generando hincha-
miento de la matriz. Debido a que el área 
superficial de la membrana interna es mucho 
mayor que la de la membrana externa, esta 
última se puede romper, dejando relativamen-
te intacta la integridad de la membrana inter-
na. La ruptura de la membrana externa se 
puede ver acompañada de la liberación de 
proteínas pro-apoptóticas hacia el citoplasma, 
lo que a su vez puede inducir apoptosis 
(Sasnauskiene et al. 2009).

La apertura del PTPM puede ser inhibida 
con baja afinidad por una gran variedad de 
agentes que incluye a compuestos tan diversos 
como: anestésicos locales, ácido bongkrekico 
(BA, actúa a nivel de ANT), N-aciletanolaminas, 

2+ +carnitina, ADP, iones de Me  y H  (Gunter & 
Pfeiffer 1990). La apertura del PTPM se demues-
tra experimentalmente por medio de: la despo-
larización de la mitocondria, la liberación del 

2+Ca  acumulado, la penetración de solutos 
externos hacia la matriz y el hinchamiento 
mitocondrial (Aronis et al. 2002). En este trabajo 
se informa el efecto de la azida, un inhibidor de 

2+
la citocromo oxidasa, sobre el [Ca ]  en mito-m

2+condrias cargadas con Ca . Se discute el efecto 
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2+
de la CsA sobre el [Ca ]  y se registra el estado m

del PTPM por medio de experimentos que 
evalúan el potencial de membrana y el hincha-
miento mitocondrial, en mitocondrias de 
hígado de rata sometidas a anoxia química.

Material y métodos

Material
Las sustancias manitol, sacarosa, ácido 3-(N-
morfolino) propanesulfónico (Mops), ácido 
etilendiaminotetraacético (EGTA), albúmina 
de suero de bovino (BSA), azul de Coomassie 
brillante (Blue G-250), etanol, H PO , ciclospo-3 4

rina A (CsA), antimicina A, carbonil cianida 3-
clorofenilhidrazona (CCCP), KCL, CaCl , 2

MgCl , L-glutamato, malato, azida de sodio, 2

tritón X-100, ácido plurónico, 2-Amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanediol (Tris-base), 
desoxicolato sódico y rojo de rutenio 
[Ru O (NH ) ]Cl ·4H O (RR), fueron de Sigma 3 2 3 14 6 2

Chemical Co. El fluo-3/AM se compró de 
14

Molecular Probes Inc., el ([ C]TPP+) fue de 
American Radiolabeled Chemicals Inc. El RR 
se purificó como describió Luft (1971). Todas 
las soluciones fueron tratadas con la resina 
Chelex-100 (Biorad, Richmond, California) 
para eliminar cationes divalentes.

Preparación de las mitocondrias
Las mitocondrias de hígado de rata se prepara-
ron a partir de ratas “Wistar”, de un peso entre 
150 y 200 g, como ya fue descrito (Uribe et al. 
1987) en un medio enfriado con hielo, que 
contenía: manitol 220 mM, sacarosa 70 mM, 
Mops 2 mM y EGTA 1 mM, ajustado a un pH 
de 7.4. El EGTA se omitió en los dos lavados 
finales. La proteína se cuantificó por el método 
colorimétrico de Bradford (1976), con albúmi-
na de suero de bovino (BSA) como estándar.

Medición del hinchamiento mitocondrial
El hinchamiento mitocondrial se midió 
monitoreando la disminución en la difrac-
ción/absorción de la luz por la suspensión 
mitocondrial a 540 nm (Broekemeier et al. 
1989). Las mitocondrias se suspendieron 
(1mg/ml) en medio de incubación contenien-

do: KCL 100 mM, MgCl  3 mM, Mops 5 mM, 2

glutamato 5 mM y malato 5 mM, ajustado a un 
pH de 7.4, en una celda de 3 ml a 25 °C, la 
absorbencia se midió en un espectrofotómetro 
u.v./vis Beckman DU 640. Después de que la 
absorción se estabilizó, el hinchamiento se 
midió adicionando 20 mM de azida de sodio 
(NaN ). Condiciones experimentales específi-3

cas se presentan en las leyendas de las figuras.

Medición del potencial de membrana 
mitocondrial
El potencial de membrana mitocondrial se 
determinó a partir de la distribución del catión 

+
lipofílico tetrafenilfosfonio (TPP ), a través de 
la membrana mitocondrial interna. Después 
de adicionar al medio de incubación 1 µM de 
TPP conteniendo 37757 c.p.m./µmol 

14 +([ C]TPP ). Las mitocondrias (4 mg proteí-
na/ml) fueron incubadas a 30 °C durante 10 
min en 0.5 ml de un medio conteniendo: KCl 
100 mM, MgCl  3 mM, Mops 5 mM, glutamato 2

5 mM y malato 5 mM, ajustado a un pH de 7.4. 
La pastilla mitocondrial se obtuvo por centri-
fugación a 16000 g durante 1 minuto. El 
sobrenadante (150 µl) se removió, la pastilla 
mitocondrial se secó y se resuspendió en 150 µl 
de Tritón X-100 al 2%. Los extractos se mezcla-
ron con 7 ml de líquido de centelleo (Fricke 
1975) y se hizo el conteo. El potencial de 
membrana se calculó con la ecuación de 
Rotemberg Hagai (1984). Las condiciones 
experimentales específicas se presentan en las 
leyendas de las figuras.

2+
Medición del Ca  libre intramitocondrial 

2+
([Ca ] )m

Las mitocondrias (25mg/ml) se incubaron con 
10 µM fluo-3/AM y ácido plurónico 0.003%, 
durante 20 min a 25 °C y con agitación a 80rpm. 
Fueron después centrifugadas en un microcen-
trífuga Eppendorf por dos minutos, se lavaron 
dos veces y se resuspendieron en el medio de 
aislamiento sin EGTA. La fluorescencia de la 
suspensión mitocondrial se monitoreo con un 
espectrofluorómetro Shimatzu RF-5000 a 25 °C; 
la longitud de onda de excitación fue 506 nm y la 

2+
de emisión 526 nm. La cuantificación del Ca  de 
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(Hagen et al. 2003). Se ha demostrado que el 
efecto de la CsA es a través de la inhibición de 
la actividad de la peptidil-prolil cis-trans 

isomerasa (PPIasa) de la CyP-D (Tanveer et al. 
1996). La transición de la permeabilidad se 

2+observa fácilmente después del ingreso de Ca  
dependiente de energía, en presencia de una 
amplia variedad de “agentes inductores”, con 
características estructurales o funcionales no 
relacionadas. En su exhaustiva revisión 
Gunter & Pfeiffer (1990) han recolectado una 
lista de 43 inductores, que van del fosfato a los 
ácidos grasos, de metales pesados a oxidantes 
de piridin-nucleótidos, de grupos sulfhidrilo 
reactivos a quinonas y plaguicidas.  
Típicamente, después de una fase de retardo 
durante la cual la permeabilidad de la mem-
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seguido de un incremento espontáneo de la 
permeabilidad. La apertura del PTPM induce 
la entrada a la matriz de moléculas de bajo 
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retenidas en la matriz y esto incrementa la 
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con baja afinidad por una gran variedad de 
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tra experimentalmente por medio de: la despo-
larización de la mitocondria, la liberación del 
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de la CsA sobre el [Ca ]  y se registra el estado m

del PTPM por medio de experimentos que 
evalúan el potencial de membrana y el hincha-
miento mitocondrial, en mitocondrias de 
hígado de rata sometidas a anoxia química.

Material y métodos

Material
Las sustancias manitol, sacarosa, ácido 3-(N-
morfolino) propanesulfónico (Mops), ácido 
etilendiaminotetraacético (EGTA), albúmina 
de suero de bovino (BSA), azul de Coomassie 
brillante (Blue G-250), etanol, H PO , ciclospo-3 4

rina A (CsA), antimicina A, carbonil cianida 3-
clorofenilhidrazona (CCCP), KCL, CaCl , 2

MgCl , L-glutamato, malato, azida de sodio, 2

tritón X-100, ácido plurónico, 2-Amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanediol (Tris-base), 
desoxicolato sódico y rojo de rutenio 
[Ru O (NH ) ]Cl ·4H O (RR), fueron de Sigma 3 2 3 14 6 2

Chemical Co. El fluo-3/AM se compró de 
14

Molecular Probes Inc., el ([ C]TPP+) fue de 
American Radiolabeled Chemicals Inc. El RR 
se purificó como describió Luft (1971). Todas 
las soluciones fueron tratadas con la resina 
Chelex-100 (Biorad, Richmond, California) 
para eliminar cationes divalentes.

Preparación de las mitocondrias
Las mitocondrias de hígado de rata se prepara-
ron a partir de ratas “Wistar”, de un peso entre 
150 y 200 g, como ya fue descrito (Uribe et al. 
1987) en un medio enfriado con hielo, que 
contenía: manitol 220 mM, sacarosa 70 mM, 
Mops 2 mM y EGTA 1 mM, ajustado a un pH 
de 7.4. El EGTA se omitió en los dos lavados 
finales. La proteína se cuantificó por el método 
colorimétrico de Bradford (1976), con albúmi-
na de suero de bovino (BSA) como estándar.

Medición del hinchamiento mitocondrial
El hinchamiento mitocondrial se midió 
monitoreando la disminución en la difrac-
ción/absorción de la luz por la suspensión 
mitocondrial a 540 nm (Broekemeier et al. 
1989). Las mitocondrias se suspendieron 
(1mg/ml) en medio de incubación contenien-

do: KCL 100 mM, MgCl  3 mM, Mops 5 mM, 2

glutamato 5 mM y malato 5 mM, ajustado a un 
pH de 7.4, en una celda de 3 ml a 25 °C, la 
absorbencia se midió en un espectrofotómetro 
u.v./vis Beckman DU 640. Después de que la 
absorción se estabilizó, el hinchamiento se 
midió adicionando 20 mM de azida de sodio 
(NaN ). Condiciones experimentales específi-3

cas se presentan en las leyendas de las figuras.

Medición del potencial de membrana 
mitocondrial
El potencial de membrana mitocondrial se 
determinó a partir de la distribución del catión 

+
lipofílico tetrafenilfosfonio (TPP ), a través de 
la membrana mitocondrial interna. Después 
de adicionar al medio de incubación 1 µM de 
TPP conteniendo 37757 c.p.m./µmol 

14 +([ C]TPP ). Las mitocondrias (4 mg proteí-
na/ml) fueron incubadas a 30 °C durante 10 
min en 0.5 ml de un medio conteniendo: KCl 
100 mM, MgCl  3 mM, Mops 5 mM, glutamato 2

5 mM y malato 5 mM, ajustado a un pH de 7.4. 
La pastilla mitocondrial se obtuvo por centri-
fugación a 16000 g durante 1 minuto. El 
sobrenadante (150 µl) se removió, la pastilla 
mitocondrial se secó y se resuspendió en 150 µl 
de Tritón X-100 al 2%. Los extractos se mezcla-
ron con 7 ml de líquido de centelleo (Fricke 
1975) y se hizo el conteo. El potencial de 
membrana se calculó con la ecuación de 
Rotemberg Hagai (1984). Las condiciones 
experimentales específicas se presentan en las 
leyendas de las figuras.

2+
Medición del Ca  libre intramitocondrial 

2+
([Ca ] )m

Las mitocondrias (25mg/ml) se incubaron con 
10 µM fluo-3/AM y ácido plurónico 0.003%, 
durante 20 min a 25 °C y con agitación a 80rpm. 
Fueron después centrifugadas en un microcen-
trífuga Eppendorf por dos minutos, se lavaron 
dos veces y se resuspendieron en el medio de 
aislamiento sin EGTA. La fluorescencia de la 
suspensión mitocondrial se monitoreo con un 
espectrofluorómetro Shimatzu RF-5000 a 25 °C; 
la longitud de onda de excitación fue 506 nm y la 

2+
de emisión 526 nm. La cuantificación del Ca  de 



numéricamente, como sería deseable, para 
describir el efecto de un inhibidor como 
función de la concentración. Sin embargo, 
como se puede apreciar de manera cualitativa, 
la CsA disminuyó el desarrollo del hincha-
miento provocado por la azida, en aproxima-
damente un 65%.

Potencial de membrana mitocondrial
En la Tabla I se puede observar que, la sola 

2+
adición de Ca  al medio no afecta el potencial 
de membrana (153±2 mV), respecto del poten-
cial de las mitocondrias control (150 ± 4 mV). El 
empleo de azida disminuye el potencial de 
membrana en cualquiera de las condiciones 
ensayadas en aproximadamente un 63%. 
Nótese que en presencia (sin RR, 58±6 mV) o en 

2+ausencia (con RR, 58±6 mV) del ciclo de Ca , 
tal disminución ocurre, lo cual implica que se 
presenta un fenómeno que no requiere que la 

2+
mitocondria se cargue de Ca . Esto se reafirma 
por la disminución del potencial que se obser-
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la matriz mitocondrial se determinó midiendo 
la fluorescencia mínima (F ) al final de cada min

experimento por adición de EGTA/Tris-base 
4mM/30mM, ajustado a un pH de 8.7 y desoxi-
colato 0.05%, y la fluorescencia máxima (F ) max

2+
por la subsecuente adición de Ca  4 mM. La 

2+
[Ca ]  se determinó a partir de la ecuación de m

2+
equilibrio: [Ca ]  = Kd(F-F )/(F -F), en m min max

donde F es el valor experimental de fluorescen-
cia. Se utilizó un valor de 400 mM para la Kd 
(Minta et al. 1989); las variaciones de pH entre 
7.0 y 7.4 no alteraron la Kd significativamente, 
amortiguadores de calcio EGTA se utilizaron 
para mantener el calcio libre extramitocondrial 

2+([Ca ] ) como lo describió Fabiato (1988). o

Condiciones experimentales específicas se 
presentan en las leyendas de las figuras.

Análisis estadístico
Los valores de cada determinación son 
producto de tres incubaciones de tres diferen-
tes preparaciones mitocondriales. Los 
resultados fueron expresados como la media, 
desviación estándar (±), a una significancia 

de p≤ 0.05; las variables discretas se determi-
naron por análisis de varianza (ANDEVA), 
utilizando el programa PRISM™ (GraphPad, 
San Diego, California).

Resultados

Hinchamiento mitocondrial
La Figura 1 muestra que cuando se adiciona 

2+solamente Ca  al medio, se aprecia un hincha-
miento que provoca su ingreso a la mitocon-
dria, pero no representa transición de la 
permeabilidad. La adición de azida (20 mM) a 

2+
mitocondrias previamente cargadas con Ca , 
sí induce transición de la permeabilidad, es 
decir se apertura el PTPM, provocando un 
hinchamiento muy pronunciado y rápido (no 
se presenta una fase de retardo). La adición de 
CsA (1µg/mg proteína), esencialmente 
elimina el hinchamiento mitocondrial produ-
cido por la azida. En general, las curvas de 
hinchamiento muestran tiempos de retardo, 
las cuales varían de agente a agente. Las curvas 
son complejas y no son fáciles de resumir 

Tabla I. Potencial de membrana de mitocondrias 
sometidas a anoxia con azida, en presencia de 
diferentes efectores. Las mitocondrias fueron 
incubadas como se describe en la sección de material 

2+y métodos; sin adiciones, Ca /EGTA 1.3 µM, NaN  20 3

mM (pH 7.4), RR 1 µM, CsA 1 µg/mg prot., CCCP 2 
µM, Antimicina A 20 µM; en donde se indica. El 
potencial de membrana se midió después de 10 min 
de incubación. El volumen de la matriz mitocondrial 
utilizado para calcular el potencial de membrana se 
asumió que era de 1 µl/mg de proteína.
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Figura 1. Disminución de la absorbencia de suspensiones mitocondriales (hinchamiento mitocondrial) en presencia de 
diferentes efectores. Las mitocondrias fueron incubadas como se describe en la sección de material y métodos, sin 

2+ 2+ 2+adiciones ( ), Ca  1.3 µM ( ), Ca  + NaN3 20 mM ( ) o Ca  + NaN  + CsA 1µg/mg prot. ( ).3♦ ▲ ● ■

va en presencia de azida (62±6 mV), pero en 
2+ausencia de Ca . Además, en ausencia (52±4 

2+mV) o presencia (48±5 mV) del ciclo de Ca , la 
CsA no tiene efecto sobre el potencial de 
membrana. El control positivo (CCCP + 
antimicina A), produce la despolarización 
esperada (41±6 mV).

2+ 2+
Ca  libre intramitocondrial ([Ca ] )m

La adición de azida a mitocondrias cargadas 
2+

de Ca , causó una disminución de aproxima-
2+

damente el 25% del [Ca ]  dentro de los m

primeros 10 min (Fig. 2). Cuando este trata-
miento se repitió en presencia de CsA, la 

2+concentración del [Ca ]  se incrementó m
2+

substancialmente. Debido a que el Ca  debe 
acumularse en el espacio de la matriz para que 
ocurra la transición de la membrana, se adicio-

2+
nó RR (inhibidor del uniporter de Ca ) simul-
táneamente con la azida para evitar dicha 
acumulación. La adición de RR provocó una 

2+disminución del 50% en el valor del [Ca ]  m

dentro de los primeros 10 min, presumible-
2+mente por la inhibición del ingreso de Ca . En 

presencia del RR, la CsA no tuvo efecto. 
Nuestros datos muestran que la azida induce 
la apertura del PTPM, provocando disminu-

2+ción del [Ca ]  en mitocondrias cargadas con m
2+

Ca , lo cual se previene si se adiciona CsA.

Discusión

La necrosis celular involucra disfunción de los 
complejos de la cadena respiratoria, pérdida 
del potencial de membrana y transición de la 
permeabilidad de la membrana mitocondrial 
interna, mientras que la apoptosis es precipita-
da por permeabilización de la membrana 
mitocondrial externa y la consecuente libera-
ción de factores apoptogénicos tales como el 
citocromo c. La azida induce necrosis en 
células cancerosas escamosas (SCC131) de rata 
(Sato et al. 2008), apoptosis en células renales 
del túbulo proximal (Brooks et al. 2009), y daño 
neuronal vía apoptosis y necrosis (Ohyagy et 
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numéricamente, como sería deseable, para 
describir el efecto de un inhibidor como 
función de la concentración. Sin embargo, 
como se puede apreciar de manera cualitativa, 
la CsA disminuyó el desarrollo del hincha-
miento provocado por la azida, en aproxima-
damente un 65%.

Potencial de membrana mitocondrial
En la Tabla I se puede observar que, la sola 

2+
adición de Ca  al medio no afecta el potencial 
de membrana (153±2 mV), respecto del poten-
cial de las mitocondrias control (150 ± 4 mV). El 
empleo de azida disminuye el potencial de 
membrana en cualquiera de las condiciones 
ensayadas en aproximadamente un 63%. 
Nótese que en presencia (sin RR, 58±6 mV) o en 

2+ausencia (con RR, 58±6 mV) del ciclo de Ca , 
tal disminución ocurre, lo cual implica que se 
presenta un fenómeno que no requiere que la 

2+
mitocondria se cargue de Ca . Esto se reafirma 
por la disminución del potencial que se obser-
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la matriz mitocondrial se determinó midiendo 
la fluorescencia mínima (F ) al final de cada min

experimento por adición de EGTA/Tris-base 
4mM/30mM, ajustado a un pH de 8.7 y desoxi-
colato 0.05%, y la fluorescencia máxima (F ) max

2+
por la subsecuente adición de Ca  4 mM. La 

2+
[Ca ]  se determinó a partir de la ecuación de m

2+
equilibrio: [Ca ]  = Kd(F-F )/(F -F), en m min max

donde F es el valor experimental de fluorescen-
cia. Se utilizó un valor de 400 mM para la Kd 
(Minta et al. 1989); las variaciones de pH entre 
7.0 y 7.4 no alteraron la Kd significativamente, 
amortiguadores de calcio EGTA se utilizaron 
para mantener el calcio libre extramitocondrial 

2+([Ca ] ) como lo describió Fabiato (1988). o

Condiciones experimentales específicas se 
presentan en las leyendas de las figuras.

Análisis estadístico
Los valores de cada determinación son 
producto de tres incubaciones de tres diferen-
tes preparaciones mitocondriales. Los 
resultados fueron expresados como la media, 
desviación estándar (±), a una significancia 

de p≤ 0.05; las variables discretas se determi-
naron por análisis de varianza (ANDEVA), 
utilizando el programa PRISM™ (GraphPad, 
San Diego, California).

Resultados

Hinchamiento mitocondrial
La Figura 1 muestra que cuando se adiciona 

2+solamente Ca  al medio, se aprecia un hincha-
miento que provoca su ingreso a la mitocon-
dria, pero no representa transición de la 
permeabilidad. La adición de azida (20 mM) a 

2+
mitocondrias previamente cargadas con Ca , 
sí induce transición de la permeabilidad, es 
decir se apertura el PTPM, provocando un 
hinchamiento muy pronunciado y rápido (no 
se presenta una fase de retardo). La adición de 
CsA (1µg/mg proteína), esencialmente 
elimina el hinchamiento mitocondrial produ-
cido por la azida. En general, las curvas de 
hinchamiento muestran tiempos de retardo, 
las cuales varían de agente a agente. Las curvas 
son complejas y no son fáciles de resumir 

Tabla I. Potencial de membrana de mitocondrias 
sometidas a anoxia con azida, en presencia de 
diferentes efectores. Las mitocondrias fueron 
incubadas como se describe en la sección de material 

2+y métodos; sin adiciones, Ca /EGTA 1.3 µM, NaN  20 3

mM (pH 7.4), RR 1 µM, CsA 1 µg/mg prot., CCCP 2 
µM, Antimicina A 20 µM; en donde se indica. El 
potencial de membrana se midió después de 10 min 
de incubación. El volumen de la matriz mitocondrial 
utilizado para calcular el potencial de membrana se 
asumió que era de 1 µl/mg de proteína.

Ramírez-Mares  &  Saavedra Molina 33

Figura 1. Disminución de la absorbencia de suspensiones mitocondriales (hinchamiento mitocondrial) en presencia de 
diferentes efectores. Las mitocondrias fueron incubadas como se describe en la sección de material y métodos, sin 

2+ 2+ 2+adiciones ( ), Ca  1.3 µM ( ), Ca  + NaN3 20 mM ( ) o Ca  + NaN  + CsA 1µg/mg prot. ( ).3♦ ▲ ● ■

va en presencia de azida (62±6 mV), pero en 
2+ausencia de Ca . Además, en ausencia (52±4 

2+mV) o presencia (48±5 mV) del ciclo de Ca , la 
CsA no tiene efecto sobre el potencial de 
membrana. El control positivo (CCCP + 
antimicina A), produce la despolarización 
esperada (41±6 mV).

2+ 2+
Ca  libre intramitocondrial ([Ca ] )m

La adición de azida a mitocondrias cargadas 
2+

de Ca , causó una disminución de aproxima-
2+

damente el 25% del [Ca ]  dentro de los m

primeros 10 min (Fig. 2). Cuando este trata-
miento se repitió en presencia de CsA, la 

2+concentración del [Ca ]  se incrementó m
2+

substancialmente. Debido a que el Ca  debe 
acumularse en el espacio de la matriz para que 
ocurra la transición de la membrana, se adicio-

2+
nó RR (inhibidor del uniporter de Ca ) simul-
táneamente con la azida para evitar dicha 
acumulación. La adición de RR provocó una 

2+disminución del 50% en el valor del [Ca ]  m

dentro de los primeros 10 min, presumible-
2+mente por la inhibición del ingreso de Ca . En 

presencia del RR, la CsA no tuvo efecto. 
Nuestros datos muestran que la azida induce 
la apertura del PTPM, provocando disminu-

2+ción del [Ca ]  en mitocondrias cargadas con m
2+

Ca , lo cual se previene si se adiciona CsA.

Discusión

La necrosis celular involucra disfunción de los 
complejos de la cadena respiratoria, pérdida 
del potencial de membrana y transición de la 
permeabilidad de la membrana mitocondrial 
interna, mientras que la apoptosis es precipita-
da por permeabilización de la membrana 
mitocondrial externa y la consecuente libera-
ción de factores apoptogénicos tales como el 
citocromo c. La azida induce necrosis en 
células cancerosas escamosas (SCC131) de rata 
(Sato et al. 2008), apoptosis en células renales 
del túbulo proximal (Brooks et al. 2009), y daño 
neuronal vía apoptosis y necrosis (Ohyagy et 
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ción de la permeabilidad que ocurre con la 
azida, parece depender de mecanismos 
sensibles e insensibles a CsA. Existen dos 
hipótesis principales, que se han propuesto 
para explicar la transición de la permeabilidad 
mitocondrial. Umegaki et al. (2008) han sugeri-
do que ambas rutas transmembranales (la del 
poro proteínico y la de la fase lipídica) se abren 
durante o después de la transición y que las 
rutas son interactivas. Por ejemplo, que los 
productos de reacción (lisofosfolípidos y 
ácidos grasos) de la fosfolipasa A  (PLA ), 2 2

contribuyen a la regulación del PTPM y/o que 
la apertura y cierre del poro altera la actividad 
de la PLA .2

Ya se ha demostrado (Pastorino et al. 1993), 
que se requiere CsA y butacaina (inhibidor de 
la PLA ) para prevenir la muerte celular por 2

cianuro (otro inhibidor de la citocromo oxida-
sa). Nuestros datos sugieren que la azida 
podría ser usada con mejores resultados para 
inducir “anoxia química”, que los obtenidos 

al. 2000, Grammatopoulos et al. 2002). Lo 
anterior implica que la muerte celular debida a 
la azida es tejido-específica. La muerte celular 
por necrosis se ha asociado con diversas 
patologías tales como la isquemia-reperfusión 
y todas las enfermedades degenerativas, en las 
cuales se presentan altos niveles de calcio 
extracelular y mitocondrial, estrés oxidante y 
disfunción mitocondrial.

2+El [Ca ]  de mitocondrias cargadas con m
2+

Ca  se ve disminuido al incubarlas con azida, 
de una manera sensible a CsA. La baja ocurre 
en presencia de hinchamiento y despolariza-
ción de la membrana. No obstante que la CsA 

2+
evita el decremento del [Ca ]  y el hinchamien-m

to, no afectó el potencial de membrana. Los 
datos del presente estudio son consistentes con 
la propuesta de que la apertura del PTPM 

2+
requiere Ca  y es influenciada por el pH de la 
matriz, y que el colapso del potencial de 
membrana es una consecuencia de la apertura 
del poro (Di Lisa & Bernardi 2006). La transi-

2+Figura 2. Calcio libre intramitocondrial de mitocondrias cargadas con Ca , en presencia de diferentes efectores. Las 
mitocondrias fueron incubadas como se describe en la sección de material y métodos; sin adiciones ( ), NaN  20 3

mM (pH 7.4) ( ), NaN  + RR 1 µM ( ), NaN  + CsA (1 µg/mg prot.) ( ) o NaN  + RR + CsA ( ).3 3 3

●

■ ▲ ♦ ●
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con cianuro. Ya que, la adición de cianuro a 
mitocondrias respirando de hígado de rata, no 
induce transición de la permeabilidad (no se 
muestran los resultados), que se sabe ocurre 
durante la anoxia. Esta incapacidad del 
cianuro para inducir transición de la permea-
bilidad, podría deberse a que in vitro, el cianu-
ro bloquea la formación de radicales superóxi-
do y H O  en el sitio de ubiquinona-citocromo 2 2

b (Turrens & Boveris 1980). Ya que la peroxida-
ción de lípidos es la principal consecuencia 
bioquímica del ataque por ROS, medimos la 
acumulación de malondialdehido (MDA) en 
mitocondrias tratadas con cianuro o azida (no 
se muestran resultados). La acumulación de 
MDA, fue significativamente reducida en 
mitocondrias tratadas con cianuro en compa-
ración a mitocondrias no tratadas. Por otro 
lado, el nivel de MDA fue mayor que el control, 
en las mitocondrias tratadas con azida. Estos 
resultados podrían explicar, porque la azida 
sola, disminuye el potencial de membrana en 

2+ausencia de la carga de Ca . En conclusión, la 
azida puede ser incluida en la lista de agentes 
que inducen la apertura del PTPM de una 
forma sensible a CsA, pero es importante tener 
en mente que, los dos mecanismos propuestos 
para explicar la transición de la permeabilidad 
podrían estar traslapados.
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ción de la permeabilidad que ocurre con la 
azida, parece depender de mecanismos 
sensibles e insensibles a CsA. Existen dos 
hipótesis principales, que se han propuesto 
para explicar la transición de la permeabilidad 
mitocondrial. Umegaki et al. (2008) han sugeri-
do que ambas rutas transmembranales (la del 
poro proteínico y la de la fase lipídica) se abren 
durante o después de la transición y que las 
rutas son interactivas. Por ejemplo, que los 
productos de reacción (lisofosfolípidos y 
ácidos grasos) de la fosfolipasa A  (PLA ), 2 2

contribuyen a la regulación del PTPM y/o que 
la apertura y cierre del poro altera la actividad 
de la PLA .2

Ya se ha demostrado (Pastorino et al. 1993), 
que se requiere CsA y butacaina (inhibidor de 
la PLA ) para prevenir la muerte celular por 2

cianuro (otro inhibidor de la citocromo oxida-
sa). Nuestros datos sugieren que la azida 
podría ser usada con mejores resultados para 
inducir “anoxia química”, que los obtenidos 

al. 2000, Grammatopoulos et al. 2002). Lo 
anterior implica que la muerte celular debida a 
la azida es tejido-específica. La muerte celular 
por necrosis se ha asociado con diversas 
patologías tales como la isquemia-reperfusión 
y todas las enfermedades degenerativas, en las 
cuales se presentan altos niveles de calcio 
extracelular y mitocondrial, estrés oxidante y 
disfunción mitocondrial.

2+El [Ca ]  de mitocondrias cargadas con m
2+

Ca  se ve disminuido al incubarlas con azida, 
de una manera sensible a CsA. La baja ocurre 
en presencia de hinchamiento y despolariza-
ción de la membrana. No obstante que la CsA 

2+
evita el decremento del [Ca ]  y el hinchamien-m

to, no afectó el potencial de membrana. Los 
datos del presente estudio son consistentes con 
la propuesta de que la apertura del PTPM 

2+
requiere Ca  y es influenciada por el pH de la 
matriz, y que el colapso del potencial de 
membrana es una consecuencia de la apertura 
del poro (Di Lisa & Bernardi 2006). La transi-

2+Figura 2. Calcio libre intramitocondrial de mitocondrias cargadas con Ca , en presencia de diferentes efectores. Las 
mitocondrias fueron incubadas como se describe en la sección de material y métodos; sin adiciones ( ), NaN  20 3

mM (pH 7.4) ( ), NaN  + RR 1 µM ( ), NaN  + CsA (1 µg/mg prot.) ( ) o NaN  + RR + CsA ( ).3 3 3

●

■ ▲ ♦ ●

Ramírez-Mares  &  Saavedra Molina 

con cianuro. Ya que, la adición de cianuro a 
mitocondrias respirando de hígado de rata, no 
induce transición de la permeabilidad (no se 
muestran los resultados), que se sabe ocurre 
durante la anoxia. Esta incapacidad del 
cianuro para inducir transición de la permea-
bilidad, podría deberse a que in vitro, el cianu-
ro bloquea la formación de radicales superóxi-
do y H O  en el sitio de ubiquinona-citocromo 2 2

b (Turrens & Boveris 1980). Ya que la peroxida-
ción de lípidos es la principal consecuencia 
bioquímica del ataque por ROS, medimos la 
acumulación de malondialdehido (MDA) en 
mitocondrias tratadas con cianuro o azida (no 
se muestran resultados). La acumulación de 
MDA, fue significativamente reducida en 
mitocondrias tratadas con cianuro en compa-
ración a mitocondrias no tratadas. Por otro 
lado, el nivel de MDA fue mayor que el control, 
en las mitocondrias tratadas con azida. Estos 
resultados podrían explicar, porque la azida 
sola, disminuye el potencial de membrana en 

2+ausencia de la carga de Ca . En conclusión, la 
azida puede ser incluida en la lista de agentes 
que inducen la apertura del PTPM de una 
forma sensible a CsA, pero es importante tener 
en mente que, los dos mecanismos propuestos 
para explicar la transición de la permeabilidad 
podrían estar traslapados.
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Resumen

El gavilán pescador (Pandion 
haliaetus) en la costa central de 
Oaxaca. Se registran las observacio-
nes de varios ejemplares del gavilán 
pescador (Pandion haliaetus) en la 
costa central de Oaxaca a lo largo de 
todo el año. El mayor número de 
observaciones se realizaron en 
octubre (14 registros), y se trató de 
organismos que pasan más de un 
invierno en la zona de estudio. 
Adicionalmente se observaron tres 
nidos, uno de ellos con un pollo, que 
no fueron exitosos. Estas observacio-
nes sobre individuos aparentemente 
reproduciéndose son extraordinarias 
ya que se dan fuera de la zona y el 
periodo reproductivo reconocido 
para esta especie. De acuerdo con 
comentarios de pobladores locales, 
intentos reproductivos de esta 
especie podrían ocurrir en la costa de 
Oaxaca, aunque son raros.

Palabras clave: Avistamientos, 
reproducción fallida, zona 
costera.

Abstract

Osprey (Pandion haliaetus) on 
the central coast of Oaxaca.  
Several observations on osprey 
(Pandion haliaetus) in the central 
coast of Oaxaca are recorded along 
all year. The highest numbers of 
observations was made in October 
(14 records), and are related to 
organisms over wintering in the 
study area. In addition, three 
unsuccessful nests were observed, 
one of them with a chick. These 
observations on apparent-breeding 
individuals are extraordinary, 
because are out of both the breeding 
zone and the reproduction period 
known for this species. According 
with several anecdotic comments, 
some reproductive attempts for this 
species could be taken place in the 
coast of Oaxaca, but seldom.

Key words: Coastal zone, failed 
reproduction, sighting.

Résumé

Le Balbuzard pêcheur (Pandion 
haliaetus) sur la côte centrale de 
Oaxaca. Plusieurs specimens de 
balbuzard pêcheur (Pandion 
haliaetus) peuvent être observés sur 
la côte centrale de Oaxaca tout au 
long l'année. Le plus grand nombre 
d'observations ont été réalisées  en 
Octobre (14 répertoriées), il s'agit 
d'individus qui passent plus d'un 
hiver dans la zone d'étude. En outre, 
trois nids ont pu être observés (dont 
un avec un jeune individu) Ces nids 
n'ont cependant pas engendrésde 
progeniture viable. Ces observations 
de balbuzards pêcheur qui selon 
toute vraisemblance se reproduisent 
sont extraordinaires car elles se 
réalisent hors de la zone et de la 
période de reproduction connues 
pour cette espèce. Selon les 
commentaires de la population 
locale, des tentatives de reproduction 
de cette espèce pourraient avoir lieu 
sur la côte de Oaxaca bien qu'elles 
restent rares. 

Mots clefs :  observations,  
reproduction échouée, zone 
côtière .

Notas

El gavilán pescador, Pandion haliaetus 
(Linnaeus, 1758) (Fig. 1), tiene cuatro subespe-
cies separadas por regiones geográficas defini-
das, dos de las cuales se encuentran en México: 
Pandion haliaetus carolinensis (Gmelin, 1788) que 
anida en Norteamérica y el Caribe, invernando 
en Sudamérica, y P. haliaetus ridgwayi (Maynard, 

1887) que es residente en el Caribe. No obstante 
lo anterior, poblaciones residentes no migrato-
rias en Norteamérica se pueden encontrar en el 
sur de la Florida y en el noroeste de México, 
desde Baja California, la costa de Sonora y a lo 
largo de las islas en el golfo de California 
(Henny & Anderson 1979, Judge 1983, Poole 


	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36

