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RESUMEN

Dentro del proceso de muerte celular, ya sea mediado por apoptosis o necrosis, la
mitocondria juega un rol activo y crucial para desencadenar esta respuesta fatal,
principalmente por la formaciébn del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (mPTP), molécula aun no totalmente definida estructuralmente,
siendo un potencial blanco terapéutico. La evaluacion del mPTP luego de una
isquemia miocardica y su funcion en la muerte celular nos ayudaria a tener una
idea del rol que jugaria este poro en la isquemia miocardica y sus consecuencias.

En este trabajo se busco evaluar la factibilidad de implementar un ensayo para
evaluar la accion del mPTP. Se trabajé con muestras de corazones de rata macho
y hembra. A través de una centrifugacion diferencial se obtuvo una preparacion de
mitocondrias. Con estas preparaciones se realizaron ensayos de hinchazon
(swelling) mitocondrial en respuesta a la adicion de una alta concentracién de
Ca2+ al medio de reaccion, que representa la activacion del mPTP. Esta
hinchazén se monitore6 cada diez minutos midiendo la absorbancia a 520 nm. Se
evidenci6 la actividad funcional de las mitocondrias a través de las curvas de
hinchazén mitocondrial mostrando un descenso en la absorbancia. Ademas se
evaluo la actividad inhibitoria de la ciclosporina A en la formacion del mPTP como
control. Se comparé algunas variables, como la influencia de la concentracién de
las proteinas en el ensayo, su actividad funcional a travées del tiempo y el efecto de
la ciclosporina A, para definir bien el protocolo y poder estandarizarlo. Se obtuvo
resultados positivos en cuanto actividad y funcionalidad de las mitocondrias, la
activacion del mPTP frente a la adicidon de CaCl2 y la inhibicién por ciclosporina A.
Se concluye que la implementacion del método de absorbancia es utl para

monitorear la formacién del mPTP in vitro.



