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Introduccion

La participacion de CaMKII en la apoptosis ha sido demostrada hace varios afios. En nuestro
laboratorio hemos descrito que Ila muerte por apoptosis/necrosis inducida por
isquemia/reperfusion (IR) es mediada por CaMKII a nivel del reticulo sarcoplasmatico (RS), y
que ademas, en este proceso participan las mitocondrias. Aun no se sabe si la fosforilacién
dependiente de CaMKII de proteinas mitocondriales es responsable de parte del este efecto
deletéreo en la IR. La hipotesis es que el aumento del Ca“" citosolico y posterior activacion
de CaMKIll en la IR, podria fosforilar proteinas no solo del RS (ya demostrado) sino ademas
de las mitocondrias, por un aumento en la concentracion local de Ca** y transferencia en el
microdominio mitocondrias-RS. Esto permitiria una activacion de CaMKIl localmente y la
fosforilacion de proteinas, afectando la funcion mitocondrial y contribuyendo al efecto
deletéreo de la CaMKIl en la IR.

Objetivo
Se propone estudiar la presencia e identificar proteinas blanco de CaMKIl a nivel
mitocondrial o de su interaccion con el RS.

Materiales y metodos

Se realizd el aislamiento y purificacion de mitocondrias de corazon de rata. Luego, se
purificaron las mitocondrias por centrifugacion diferencial, se aislaron las membranas
asociadas a mitocondrias (MAM), y finalmente se realiz6 el subfraccionamiento (membrana
interna, externa de mitocondrias, y sitios de contacto de mitocondrias/RS). El correcto
aislamiento y purificacion de mitocondrias y membranas asociadas a mitocondrias se
caracterizé por Western Blot. Luego se sometieron las diferentes fracciones de mitocondrias
de corazoén de rata a fosforilacion /7 «z7zcon CaMKII exdgena en presencia de ATP marcado
radiactivamente.

Resultados

La fosforilacion /7 w7z con **P-ATP de mitocondrias puras y la autorradiografia de geles
SDS-PAGE indico la fosforilacidn de al menos 5 proteinas blanco de CaMKII. La fosforilacién
/7 tzoen presencia de un inhibidor especifico de CaMKII, atin en presencia de Ca?* y CaM,
sefala la especificidad de la fosforilacién por CaMKII de 3 proteinas de las cuales resulta de
interés una banda de ~20 KDa. Por estudio del subfraccionamiento esta banda
corresponderia a una localizacidon en membrana externa. Se estan realizando estudios por
espectrometria de masa para identificar dicha proteina.

Conclusiones

Estos resultados demuestran la presencia de proteinas con localizacién mitocondrial capaces
de ser fosforiladas /7 «#Zzpor CaMKII en el corazén de rata. Cabe aun evaluar el rol de esta
fosforilacién mitocondrial por CaMKII en corazones sometidos a IR.



