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3 RESUMEN

La transicidon de la permeabilidad mitocondrial (TP) es el cambio subito de la
permeabilidad de la membrana interna mitocondrial como respuesta a distintos
factores (aumento en la concentracion de calcio, estrés, deplecion de nucledtidos
de adenina, fosfato, entre otros). La TP esta determinada por la apertura de un canal
inespecifico ubicado en la membrana interna mitocondrial conocido como Poro de
Transicion de la Permeabilidad (PTP), cuya identidad molecular aun es
controversial. Sin embargo, se han propuesto como componentes del PTP distintas
proteinas, como la translocasa de adenin nucleétidos (ANT), el acarreador de
fosfatos (PiC), la porina mitocondrial (VDAC), la ciclofilina D (CyPD) y subunidades
de la ATP sintasa. Este poro se encuentra en distintos organismos, desde levaduras

hasta mamiferos.

Las consecuencias de la apertura del PTP son la entrada de H*, la disipacion
de la fuerza proton-motriz y el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa; asi
como la entrada de moléculas de bajo peso molecular que aumentan el volumen
mitocondrial (hinchamiento mitocondrial). En mamiferos, se ha propuesto que la
apertura transitoria del PTP (mPTP) ayuda a mantener niveles fisiolégicos de
cationes y el control de la produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs). Sin
embargo, no se conoce el tiempo que puede permanecer abierto el poro para que
se pueda dar la reversibilidad. En este trabajo se determiné el efecto del Ca?* en el
mPTP de mitocondrias de higado de rata, evaluando sus efectos en el consumo de
oxigeno, el potencial transmembranal y el hinchamiento mitocondrial, utilizando
succinato como sustrato respiratorio. Los resultados sugieren que es posible la
modulacién de la apertura del mPTP al utilizar Ca?* como efector de apertura, misma

que dependera de la concentracién del cation. Ademas, el tiempo de apertura



maximo es de 1 minuto para que se pueda dar la reversibilidad de la apertura, mejor

conocida como apertura transitoria.

4 ABSTRACT

The mitochondrial permeability transition (PT) is the sudden change in the
permeability of the inner mitochondrial membrane in response to different factors
(calcium, oxidative stress, depletion of adenine nucleotides, phosphate, and others).
PT is determined by an unspecific channel opening located in the inner mitochondrial
membrane known as the Permeability Transition Pore (PTP), whose molecular
identity still is in debate. However, different proteins have been proposed as
components of PTP, such as adenine nucleotide translocase (ANT), phosphate
carrier (PiC), mitochondrial porin (VDAC), cyclophilin D (CyPD) and subunits of ATP
synthase. This pore has been detected in different organisms, from yeasts to

mammals.

The opening consequences of the PTP are the intake of H*, the proton-motive
force dissipation and the oxidative phosphorylation uncoupling; as well as the intake
of low molecular weight molecules that increase mitochondrial volume
(mitochondrial swelling). It has been proposed that the transient PTP opening helps
maintaining physiological cation levels and controls reactive oxygen species (ROS)
production. However, it is yet unknown how long the pore can remain open so that
reversibility can occur. In this work, the effect of Ca?* in rat liver mitochondria PT
was evaluated using succinate as respiratory substrate, following its effects on
oxygen consumption, transmembrane potential, and mitochondrial swelling. The
results suggest that PTP opening modulation is possible by using Ca?* as an opening
effector, and that this depends on the cation concentration used. In addition, it was
found that the maximum opening time is 1 minute so that the opening reversibility,

better known as transitory opening, can be seen.
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5 INTRODUCCION

5.1 LA MITOCONDRIA

La mitocondria es un organelo dinamico, considerado “la fuente de energia
celular" por su gran capacidad de producir energia (Brand et al. 2013). Al igual que
sus ancestros bacterianos, las mitocondrias tienen una membrana externa (MEM) y
una interna (MIM). Entre ambas membranas se delimita el espacio intermembranal
(EIM) y en el interior de la membrana interna se encuentra la matriz mitocondrial
(Kdhlbrandt, 2015). La membrana externa es permeable a iones y moléculas
pequenas por difusidon o por transporte pasivo a través de la bicapa o del canal
anionico dependiente de voltaje (Porina) y tiene wuna proporcién de
proteina:fosfolipido aproximada de 1:1 (Schenkel y Bakovic, 2014 y Lemeshko,
2018). La membrana interna forma invaginaciones (crestas mitocondriales) y
contiene 70% de proteinas. En la MIM los iones y moléculas se transportan
mediante transportadores especificos siendo mas selectiva (Distler et al. 2008;
Kihlbrandt, 2015).

Los organismos aerobios sintetizan ATP principalmente por dos vias: por la
glucdlisis en el citosol y por la fosforilacion oxidativa (OxPhos) en la membrana
plasmatica de las bacterias, o en la membrana interna mitocondrial de los
organismos eucariontes (Nelson, 2021). Con glucosa como sustrato, la OxPhos
produce aproximadamente 17 veces mas ATP que la glucdlisis anaerobia. Por lo
que en organismos aerobios la OxPhos es la principal fuente de ATP (Goetzman y
Prochownik, 2018). Sin embargo, las funciones de las mitocondrias se extienden

mas alla de la biosintesis de ATP celular, pues participan en multiples vias de
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sefalizacion reguladoras en respuesta a estimulos fisiologicos vy fisiopatologicos
(Mattson et al. 2008).

5.2 LA FOSFORILACION OXIDATIVA Y LA TEORIA QUIMIOSMOTICA

La teoria quimiosmoética propuesta por Peter Mitchell (Mitchell, 1961)
establece que la transferencia de electrones derivados de la oxidacion de sustratos
y la sintesis de ATP se acoplan cuando la cadena transportadora de electrones
(CTE) genera un gradiente de protones, que se equilibra con diferentes iones y al
que se le denomina fuerza proton-motriz (Ap). La fuerza proton-motriz es

aprovechada por la ATP sintasa para fosforilar ADP produciendo ATP (Figura 1).

La fosforilacion oxidativa comprende dos sistemas enzimaticos acoplados
entre si: CTE, donde los electrones fluyen desde el NADH + H* o del succinato hasta
su receptor final, el oxigeno; estd conformada por: la NADH deshidrogenasa
(complejo 1), succinato deshidrogenasa (complejo IlI) citocromo ¢ reductasa o
complejo citocromo bc1 (complejo Ill) y citocromo ¢ oxidasa (complejo 1V) que
paralelamente al transporte de electrones, translocan protones de la matriz al
espacio intermembranal (el complejo |l no transloca H*). El segundo sistema es el
complejo V o ATP sintasa donde los H* acumulados en el espacio intermembranal
forman el Ap, que impulsa el reingreso de los protones hacia la matriz mitocondrial
a través del complejo V sintetizando ATP a partir de ADP y Pi (Morelli et al. 2019)
(Figura 1).

La energia almacenada en el gradiente de H*, denominado Ap tiene dos
componentes 1) La energia quimica potencial debido a la diferencia de
concentracion de las especies quimicas (H*) entre las dos regiones separadas por
la membrana y 2) la energia eléctrica potencial que se origina con la separacion de

cargas cuando un protén atraviesa la membrana sin un contraion. Cuando los
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protones fluyen espontaneamente a favor de su gradiente electroquimico, hay
energia disponible para producir trabajo. La Teoria Quimiosmaética explica la
dependencia de la sintesis de ATP de la transferencia eléctrica. La fuerza proton
motriz va aumentando hasta que la energia libre del bombeo de H* fuera de la matriz
y en contra del gradiente es igual o superior a la energia liberada por la transferencia
de electrones desde el NADH al H20. Llegando a este punto, el flujo de electrones
es muy lento, la energia libre del proceso global del flujo de electrones acoplado al

bombeo es cero y se alcanza el equilibrio (Nelson, 2021).

Matriz ADP =P
MIM ATP
Espacio Fuerza
intermembranal protén-motriz
H+
Q"
/!
|
Ll ) ‘ ADP + Pi
O, H,0
H* Lo He « 2 ATP

Cadena transportadora de electrones

Figura 1 Fosforilacion Oxidativa. Los complejos respiratorios (I-V) se encuentran ubicados en la membrana
interna mitocondrial (MIM). Los complejos |, lll y IV bombean H* al espacio intermembranal, generando un
gradiente electroquimico conocido como “fuerza protén-motriz (Ap). Esta fuerza es utilizada por la F1Fo-ATP
sintasa (complejo V) en la fosforilacion de la molécula de ADP. También se puede observar que estos dos

fendmenos se encuentran acoplados. Imagen modificada de (Tymoczko et al. 2015)

Cada complejo acepta o dona electrones a acarreadores o transportadores
motiles como la coenzima Q y el citocromo c¢. Cada acarreador de la cadena de
transporte de electrones puede recibir electrones de un donador vy

subsecuentemente puede donarlos al siguiente acarreador de la cadena de acuerdo
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con su potencial redox (E®); los electrones tenderan a fluir espontaneamente desde
un transportador con un valor de E° mas negativo hacia otro con E° mas positivo.

Finalmente se combinan con el oxigeno y protones formando agua (Figura 2).

5 2 |
z
400, |E @
)
5 E
P
|1
2001 L
P, 1]
= E 2| ¢ gl
E Ly s | [Fls
= 0 8 L=y |3
m pe—— e l
) - o = =
g g”’
w tit _
o
+200 Il 2%
w
2
o
— ]
+400
+600 -

to O,

Figura 2 Valores de E° para los componentes de la cadena respiratoria mitocondrial. Los

valores son valores consenso para las mitocondrias de mamiferos. (Nicholls y Ferguson, 2013).

El cambio en la energia libre, AG, en una transicion reversible a presiéon y
temperatura constantes es equivalente al trabajo hecho exclusivamente por
cambios presion y volumen. Otros tipos de trabajo comunmente encontrados en

bioquimica y biofisica son quimico, eléctrico y electroquimico (Cramer and Soriano,
2002).
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El trabajo eléctrico es llevado a cabo por el movimiento de cargas (unidades,
coulombs, "C") a través de un potencial. AE o AY, expresado en volts. La carga es
igual a la constante de Faraday (es decir, el valor molar de la carga electrénica),
multiplicado por la valencia de la carga, z, el signo de la carga, e (£1), y el numero

de moles transferidas, n.

AG,,, =AW, =nzeF « AE

elec lec

La otra forma comun de almacenar energia eléctrica es manteniendo la
diferencia del potencial eléctrico a través de una membrana, AY, el cual tiene un
valor tipico aproximado de 100 mV. Entonces, para el trabajo eléctrico, la energia

libre, Gelec, correspondiente al potencial E o V¥, es:

Gelec = nj zeF ¢« E (a través de un potencial eléctrico)
Y

Gelec = nj zeF W (a través de un potencial de membrana)

Cuando el soluto es acumulado en contra de su gradiente de concentracion,
se habla de transporte activo debido a que este proceso requiere de energia. El
potencial quimico, u, es un parametro importante para el transporte debido a que
este representa el AG por mol del componente transportado hacia dentro o hacia

afuera de un sistema limitado por una membrana.

Considerando un sistema de dos componentes [fuera, O; interior (p. €j.,
citoplasma), I]. Entonces, la energia libre, G=G' + G°. Si dnj, dnj, dnk moles de los
componentes i, j y k se transfieren desde el exterior de la solucién, O, al interior de

la célula, | (Figura 3).
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Mo

Dentro (l) k
Fuera (O)

Figura 3. Transporte de solutos. Representaciéon del movimiento de solutos (i, j y K) cargados

desde fuera (0) hacia dentro (i) de la célula. Modificado de Cramer y Soriano, 2002.

La dependencia del potencial quimico, u, respecto a la concentracion tiene
la misma forma que la energia libre, G. Entonces, de la ecuacion, dG; = dnizeF « E
+ pidn;, la expresion completa para el potencial electroquimico de un soluto

cargado es:

{c} .
fi=p° +RTIn=% +zeF o (E - E°)
{e}

Como la diferencia en el potencial quimico es una medida de la tendencia a
escapar de una molécula sin carga debido a su gradiente de concentracion, el
potencial electroquimico describe esta tendencia para una molécula cargada debido
tanto al gradiente de concentracion como al potencial eléctrico. Cuando se aplica al

gradiente de H* o Na* a través de la membrana transductora de energia, se tiene la

base de la teoria quimiosmotica (Mitchell, 1966).

Considerando la aplicacién del potencial electroquimico a la translocacion de
un protoén (H*) dirigida por el potencial de membrana, donde la carga ze = +1: Si

omitimos la concentracién estandar, y el potencial estandar o de referencia,

W =pu°+23RT e log, o {H'} + F ¥
i =if— 2.3RT* pH +F ¥

tenemos que:

debido a que —log,,{H"} = pH

16



La energia es almacenada en (i) el gradiente de pH que es generado por el
transporte de electrones o la hidrolisis de ATP, acoplado al bombeo de protones a
través de la membrana, y (ii) el potencial eléctrico transmembranal generado por la
transferencia de electrones o protones no compensada eléctricamente a través de
la membrana. Algunos organismos utilizan sodio para generar su potencial
electroquimico a través de la membrana. Por analogia, el gradiente electroquimico
que involucra la translocacion de Na* desde su estado inicial. “I”, a su estado final.

“F” quedaria:

Afin. - = F-Aw +2.3RT -1 (Na*)F
:uNa‘ =r-AY + 2. 10210 (Na+)1 ’

Si se conoce la relacidn entre la carga eléctrica que se movio a través de la
membrana por unidad de area y el potencial eléctrico asi generado, se puede
conocer el numero de protones, iones, o electrones que se tienen que mover por
unidad de area para generar un potencial de membrana de interés bioldgico. La
relacion entre la carga (Q) que se mueve y el potencial AY es una constante de
proporcionalidad llamada Capacitancia (C). Es decir, Q = C- AY, o A¥Y = Q/C. Asi,
mientras mayor sea la capacitancia, mas cargas habra que mover a través de una
membrana para generar un valor determinado de AY. La habilidad de las
membranas para mantener un significativo AY como el resultado del movimiento de
un pequefio numero electrones o iones a través de la membrana es una
consecuencia del gran valor de la capacitancia especifica de las membranas

biolégicas (Cramer y Soriano, 2002).
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En 1964 Paul Boyer formuld la hipétesis del acoplamiento conformacional,
que propone que el transporte de electrones permite cambios conformacionales en
la ATP sintasa y conduce a la sintesis de ATP (Boyer, 1997). Mas tarde, en los 70’s,
Racker y colaboradores lograron aislar a la ATPasa de particulas submitocondriales
demostrando que se encuentra conformada por dos subunidades capaces de llevar
a cabo la fosforilacion oxidativa en particulas que carecian de ella (Racker y
Stoeckenius,1974).

La ATP-sintasa es un complejo enzimatico formada por dos componentes
principales llamados fraccion F1 y fraccién Fo (por su sensibilidad a oligomicina). La
fraccidon 1 es una proteina periférica de membrana que se encuentra dirigida hacia
la matriz mitocondrial, esta constituida por nueve subunidades: tres subunidades
a y tres subunidades B que se encuentran sobre un tallo central constituido por las
subunidades, 9§, vy y €. Este complejo se encuentra anclado mediante la subunidad y
a la fraccion Fo, que es una proteina integral de membrana formada por distintos
tipos de subunidades que forman un canal a través del cual pasan los protones. El
mecanismo de catalisis rotacional, propuesto por Boyer (Boyer, 1997), predice que
los tres dimeros o  del complejo F1 forman un hexamero y que las subunidades 3
son las subunidades cataliticas, mientras que las subunidades y y € estan unidas al
anillo c y giran con él (Figura 3). Cada rotacion de 120° de la subunidad induce
cambios conformacionales en los centros cataliticos de la subunidad 3, que se van

alternando entre tres estados que difieren por su asociacién a la subunidad vy.

Los cambios conformacionales de la porcidon F1 pueden clasificarse de la siguiente
manera:
> Conformacion L: Laxa con sitios de unién para ADP vy Pi.
> Conformacion T. Union tensa, permite la formaciéon de enlace
fosfodiéster entre el ADP y Pi, formandose ATP. Tiene mayor afinidad para
ATP.
> Conformacion O. Abierto. Deja libre al ATP.

18



Los dimeros a3 adoptan una conformacion diferente en cada estado gracias
a la interaccion con la subunidad central y. Las tres subunidades (3 interaccionan de
tal modo con la subunidad y que cuando una adopta la conformacion O, otra adopta
la conformacion L y la otra la conformacion T. Una rotacion completa de la
subunidad y permite la sintesis de tres moléculas de ATP. La subunidad y gira con
todo el rotor gracias al transporte de protones a través del hemicanal de las

subunidades c del rotor y la subunidad a del estator.

Una caracteristica sorprendente del mecanismo de sintesis de ATP es que
no se requiere energia para sintetizar el ATP unido a la enzima a partir de ADP y Pi
unidos. Esto no contradice las leyes de la termodinamica, porque el ATP esta muy
unido y se requiere energia para cambiar la conformacion de este sitio de union
permitiendo que se libere el nucledtido. Por lo tanto, los tres sitios cataliticos para el
nucleodtido existen en las conformaciones O (abierto), L (suelto) y T (apretado), y el
cambio conformacional inducido por el Ap hace que un sitio T con ATP unido se
convierta en un sitio O y, por lo tanto, libera su ATP unido, mientras que al mismo
tiempo hace que un segundo sitio cambie de un sitio L, con ADP y Pi débilmente
unidos, a un sitio T, donde los sustratos estan fuertemente unidos, lo que permite
que se forme ATP unido. (Figura 4). Por tanto, cada uno de estos sitios cataliticos
tiene en cualquier instante una conformacién distinta, pero todos los sitios pasan
secuencialmente a través del mismo conjunto de al menos tres conformaciones y

permite una produccion continua de ATP (Nicholls, 2013).

Estos dos planteamientos, la Teoria Quimiosmética y el mecanismo de
catalisis rotacional, se complementan y explican el mecanismo de la fosforilaciéon

oxidativa.

19



o N )
- ——Conformacion T

\\‘
\

/
~ /
) \\ /

5

,g ———»Conformamon 0

Conformacion L«—

a
3H, —
3Hy
J \g »
ATP
= Y.5)
b |
B ATP ‘ al
S |
- ADP /
Q +P; :
\_ a A B/
=2 /‘\ o

3H, 3Hy

Figura 4 Mecanismo de catalisis rotacional en la ATP sintasa propuesto por Boyer. El complejo F1 tiene
tres sitios distintos de unidn de nucledtidos de adenina, uno por cada par de subunidades o y . En un momento
determinado, uno de ellos esta en la conformacion B-ATP (conformacion T), un segundo esta en la conformacion
B-ADP (conformacion L) y un tercero esta en la conformacion p-vacia (conformacion O). La fuerza protdon-motriz

hace que la subunidad v (eje central, flecha verde) gire, produciendo un cambio conformacional en el que los

tres sitios alternan su conformacion (Nelson y Cox, 2008).
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5.3 PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

La fosforilacién oxidativa requiere que la membrana mitocondrial interna esté
integra, pues cuando se rompen las mitocondrias intactas mediante tratamiento con
detergente o corte mecanico, los fragmentos membranosos resultantes aun pueden
catalizar la transferencia de electrones desde el NADH o succinato al O2 pero no
hay sintesis de ATP acoplada a la respiracion (Hinkle, 2005); los compuestos que
aumentan su permeabilidad disipan el gradiente electroquimico y permiten que el
transporte de electrones continue, pero inhiben la sintesis de ATP, es decir
“desacoplan” el transporte de electrones de la reaccién mediada por la ATP sintasa
para fosforilar el ADP (Kadenbach, 2003). Este desacoplamiento puede explicarse
por una fuga de protones o una fuga de electrones que disipan parte de la energia

del gradiente de H* en forma de calor (Kadenbach, 2003).

La fuga de protones representa una parte significativa de la tasa metabdlica
en reposo de un animal. Representa un mecanismo para la disipacion de energia o
la produccion de calor y afecta significativamente la eficiencia de la fosforilacidon
oxidativa, definida por la cantidad de fosfato inorganico (Pi) incorporado en el ATP
por cantidad de oxigeno consumido, es decir, la relacion P/O (Hinkle, 2005; Demine
et al. 2019) En la fuga de H*, éstos pueden escapar directamente del espacio
mitocondrial interno por difusion a través de la membrana mitocondrial interna, un
proceso denominado fuga basal de protones, el cual es pequefio en una membrana
intacta. Este proceso depende esencialmente de la composicion de la membrana
mitocondrial interna y podria representar hasta el 30-50% de la tasa metabdlica
celular en reposo (Jastroch et al. 2010). En segundo lugar, en ciertos tejidos, como
el tejido adiposo café, este proceso también puede ser regulado/inducido por un
conjunto especifico de proteinas: proteinas desacopladoras de (UCP) o ANT
(translocasas de nucleétidos de adenina). Por otro lado, los electrones, aunque se
transfieren a un oxigeno para formar agua, también pueden escaparse de la cadena
de transferencia de electrones y dar lugar a la produccién de anion superéxido (O2¢7)

o radical hidroperoxilo (HOz2¢) (Demine et al. 2019). El deslizamiento de electrones
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consiste en la transferencia de electrones a través de los complejos respiratorios sin
bombeo de protones (Kadenbach, 2003; Jastroch et al. 2010; Cadenas, 2018).

El desacoplamiento ocurre en todas las células eucariotas y puede
representar una alta proporcion de tasas metabolicas celulares (hasta el 25% de la
tasa metabdlica basal en la rata) (Stuart et al. 2001). Este aprovechamiento
incompleto de energia redox aumenta la termogénesis o alternativamente puede
llevar a la produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs). Esto ocurre porque
las mitocondrias pueden producir EROs, incluido el anién superdxido de un ERO
primario (O2*7), que se dismuta en peréxido de hidrégeno (H202) y podria generar
peroxinitrito (ONOO~) (Quinlan et al. 2013). La liberacién de oxigeno reactivo puede
representar del 0,1 al 0,2 % del O2 consumido, medido en diferentes tejidos de rata
(Tahara et al. 2009). Aunque la produccién de ROS a menudo se ve como resultado
de la interrupcion potencial de la membrana mitocondrial, muchos otros parametros
también afectan la tasa de produccion de EROs, que incluyen (1) la diferencia de
pH mitocondrial/citosol o cualquier alteracion del pH que conduzca a la produccién
de EROs (Barja, 2007), (2) el estado celular redox (el estado reducido favorece la
produccion de EROs mitocondrial) (Barja, 2007), o (3) la disponibilidad local de O2

(la hiperoxia aumenta la produccién de ROS mitocondrial) (Turrens et al. 1982).

Las EROs son altamente reactivas y generalmente son moléculas
consideradas subproductos toxicos del metabolismo aerobio y cuando aumenta su
concentracion, son la principal causa de dafio en macromoléculas como proteinas,
lipidos y DNA (Rowe et al. 2008; Ezraty et al. 2017; Su et al. 2019) Sin embargo,
cuando son producidas de manera controlada, las EROs juegan un papel importante
en vias de sefalizacion, proliferacion y diferenciacion celular (Paulsen y Carroll,
2010).

Las EROs se pueden producir en diferentes organelos como las
mitocondrias, los peroxisomas y el reticulo endoplasmico. Sin embargo, la mayoria

de las EROs provienen de las mitocondrias, siendo la CTE la mayor productora de
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éstas (Phaniendra et al. 2015). Por ejemplo, los radicales superoxido (Oz2¢7) se
producen en dos sitios principales de la cadena de transporte de electrones: en el

complejo | y el complejo IIl.

Se han identificado dos sitios de generacidon de O2¢~en el Complejo I:

1) El cofactor FMN que acepta electrones del NADH y
2) el sitio de unién de Q, en el que se transfieren dos electrones del terminal
Fe-S aQ.

Con el transporte de electrones directo, los electrones del NADH reducen por
completo el centro FMN, que reacciona con el oxigeno para generar O2¢". Asi, la
produccion de O2¢~ en este centro esta regulada por la relacion de NADH/NAD™ y
en condiciones fisioldgicas es relativamente baja. Sin embargo, las condiciones que
conducen a la acumulacion de NADH, como una demanda baja de ATP que provoca
una disminucion de la respiracién o dafos en la CTE provocan una mayor reduccién
de la FMN y un aumento de la produccién de Oz+~ en este sitio (Nolfi-Donegan et al.
2020).

En particular, el inhibidor del Complejo I, la rotenona, que se une al sitio de
unién Q, estimula la produccion de O2¢~ al potenciar la acumulacion de electrones y
la reduccion del sitio FMN (Mazat et al. 2020). Un segundo mecanismo por el cual
el Complejo | genera O2¢~ depende del transporte de electrones inverso (RET)
(Phaniendra et al. 2015). ElI RET ocurre cuando el pool de quinonas (Q) esta muy
reducido y el Ap es alto. En estas condiciones, la energia es lo suficientemente alta
como para impulsar el transporte de electrones desde el quinol (QH2) al Complejo |
(Sciald et al. 2017).

El complejo lll, especificamente el sitio de oxidacion del QHz, también es un
generador de O2¢~ dentro de la CTE (Mazat et al. 2020). Cuando los dos electrones

transportados por el QH2 y unirse al Complejo lll, se transfieren del QH:z al centro
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Fe—S de Rieske y luego al citocromo ¢ en secuencia. La transferencia de un electron
(quedando el otro en Q) favorece la formacion de especies inestables Q+-, que
pueden reaccionar con el oxigeno para producir O2¢~. La tasa de produccion de
EROs en este sitio es fisiologicamente baja y se ve favorecida cuando el sitio se
reduce solo parcialmente, o que ocurre cuando el sustrato esta en niveles maximos

o con la inhibicion del complejo (Cortassa et al. 2014).

Existen enzimas que contribuyen a la regulacién de la concentracién de las
especies redox. Uno de ellos es donde el O2+7, se dismuta rapidamente a H202 por
la superoxido dismutasa de manganeso (MnSOD) localizada en la matriz
mitocondrial y por la SOD de cobre/zinc ubicada en el espacio intermembrana
(Wong et al. 2017). El H202 que sale de la mitocondria esta regulada por los
sistemas de glutation y tiorredoxina/peroxirredoxina. El glutation (GSH) es oxidado
por el H202 para formar el disulfuro de glutation (GSSG), una reaccion catalizada
por la glutatién peroxidasa (GPx). Luego, el GSSG se reduce nuevamente a GSH
por la glutatiéon reductasa (GR). Por otro lado, el H202 oxida un residuo de cisteina
en el sitio catalitico de la peroxirredoxina (PRx), que forma un puente disulfuro con
una cisteina vecina. El poder reductor de la tiorredoxina (TRx) reduce la PRx a
través de una reaccion de intercambio de disulfuro y luego la tiorredoxina reductasa
(TR) reduce la TRx (Cadenas, 2018)

Al haber una sobreproduccion de EROs, estos sistemas se pueden ver
superados (Gnaiger, 2020). En estos casos es importante que haya mecanismos de
desacoplamiento que eviten dicha sobreproduccion. Donde se facilita la fuga de
protones desde el espacio intermembranal hacia la matriz, sin la participacién de la
ATP sintasa.
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5.4 LA CONCENTRACION DE O; EN DIFERENTES TEJIDOS

El oxigeno puede tener cambios en la concentracion disponible (ya sea
atmosférica o en solucién), lo que conlleva a que los organismos desarrollen
respuestas metabolicas para asimilar estos cambios (Van Dijk et al. 1999; Verberk
et al. 2011; Verberk y Bilton 2013; Horne et al.2015). Debido a ello, los seres vivos
pueden clasificarse como oxirreguladores u oxiconformadores dependiendo de su
capacidad para excluir el oxigeno (Prosser 1955). Los organismos oxirreguladores,
poseen un epitelio impermeable al O2, y desarrollaron sistemas altamente
especializados que controlan la concentracion en los tejidos y mantienen constante
sus niveles de oxigeno internos a pesar de haber cambios en la concentracion a su
alrededor (Rosas-Lemus et al. 2016 y Leiva et al. 2018). Por otro lado, el oxigeno
intracelular en los oxiconformadores depende del nivel de oxigeno ambiental pues
se encuentran expuestos a cambios en la concentracion del Oz; debido a ello
implementan diversas estrategias para hacer frente al cambio de O2 (van Winkle y
Mangum 1975; Herreid 1980; Portner y Grieshaber 1993; Marshall et al. 2013).

En mamiferos, a pesar de ser organismos oxireguladores, puede haber
diferentes escenarios en la disponibilidad del oxigeno (Macintyre, 2014). Por
ejemplo, el corazén de los mamiferos es un 6rgano aerébico obligado. A una
frecuencia de pulso en reposo, el corazon consume aproximadamente 8-15 ml de
O2/min/100 g de tejido y puede aumentar a mas de 70 ml de O2/min/100 g de tejido
miocardico durante el ejercicio vigoroso (Jafri et al. 2001). EI musculo cardiaco de
los mamiferos no puede producir suficiente energia en condiciones anaerdbicas
para mantener los procesos celulares esenciales; por lo tanto, un suministro
constante de oxigeno es indispensable para mantener la funcién y la viabilidad
cardiacas. Sin embargo, la demanda energética puede resultar en la produccién de
EROs y resultar en un proceso danino para el tejido (Knaapen et al. 2007).
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Por otro lado, cuando la concentracién de oxigeno disminuye en hepatocitos,
no presenta la versatilidad de los cardiomiocitos para hacerle frente a este cambio,

derivando principalmente en patologias (Abelmann et al. 1961; Guo et al. 2017).

5.5 MECANISMOS DE DESACOPLAMIENTO

En la naturaleza, tanto oxiconformadores y como oxiorreguladores tienen
estrategias para controlar la toxicidad de las EROs donde a altas tasas de consumo
de oxigeno, la produccion de EROs disminuye (Cortassa et al. 2014). En ausencia
de sintesis de ATP, dicho aumento en la respiraciéon puede lograrse mediante

mecanismos de desacoplamiento fisioldgico (Kadenbach, 2003).

Existen dos tipos de sistemas fisioldgicos de desacoplamiento: el primero a
través de tarjas de H*, que pueden ser canales o transportadores especificos como
el Poro de Transicién de la Permeabilidad (PTP) y las proteinas de desacoplamiento
(UCP). El segundo mecanismo es enzimas redox que no bombean H* como son las
oxido-reductasas alternas y el “deslizamiento de las bombas de protones”
(Guerrero-Castillo et al. 2011; Uribe-Carvajal et al. 2011) En todos los casos, el
desacoplamiento debe controlarse estrictamente mediante la expresion diferencial
y/o la regulacion de la actividad de los componentes moleculares involucrados
(Fillingame, 1997).

5.6 EI PORO DE TRANSICION DE LA PERMEABILIDAD

La transicion de la permeabilidad (PT) se identific6 por primera vez en
mamiferos (mMPTP) (Haworth y Hunter, 1979) y ha sido estudiada en otros clados
del dominio Eukarya, identificandose efectores que modulan la regulacién del poro

dependiendo del organismo estudiado (Nasirudeen y Tan, 2005; Vianello et al. 2012;



Bustos et al. 2017 y Scarpelli et al. 2021). Se sabe que la apertura del Poro de
Transicion de la Permeabilidad (PTP) aumenta el paso de iones y metabolitos a
través de la MIM, lo que produce una despolarizacion mitocondrial rapida, permite
el paso de moléculas de hasta 1500 Da y se ha asociado a la muerte celular Azzolin
et al. 2010; Uribe-Carvajal et al. 2011 y Hurst et al. 2017 ).

La identificacién de las proteinas responsables de la formacién del poro es
un tema de debate. En un momento, se pensé que el mPTP incluia multiples
componentes de la MIM y de la membrana externa mitocondrial (MEM) que se
ensamblaban para producir el mPTP. Un conjunto de componentes candidatos
incluia tres elementos: canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC) ubicado en la
membrana externa, translocador de adenin nucleotidos (ANT) que se encuentra en
la membrana interna y ciclofilina D (CyPD) ubicada en la matriz mitocondrial
(Gutiérrez-Aguilar et al. 2014; Hurst et al. 2017), junto con otras proteinas
mitocondriales que interactuan con ellas, como el acarreador de fosfato (PiC) y
proteinas asociadas como BH3, p53, Hexocinasa y TSPO (Elrod y Molkentin, 2013;
Hurst et al. 2017) Estudios de knockout e inhibicién de la CyPD, han establecido
que ésta es parte estructural del mPTP y se considera responsable de su activacion
(Elrod y Molkentin, 2013; Karch et al. 2019). Por otro lado, se ha estudiado el papel
del ANT en la formacién y/o regulacién del poro. En modelos de ratén que carecen
de ANT, las mitocondrias contenian dos veces mas calcio que las mitocondrias
silvestres; sugiriendo que el ANT tiene un papel regulador del mPTP, pero no en su
estructura (Kokoszka et al. 2004). Por otro lado, se ha observado, que la ausencia
de una o mas isoformas del ANT, aumentan la capacidad de las mitocondrias en la
captacion de Ca?*, sin inducir hinchamiento mitocondrial y pérdida del potencial,
proponiendo ser parte estructural del poro (Karch et al. 2019). En el caso de la
proteina VDAC, se sabe que en ausencia de sus isoformas, a pesar de incrementar
la capacidad de la retencion de Ca?*, se observa una pérdida en el potencial

membranal, aunada al hinchamiento mitocondrial (Baines et al. 2007).
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Varios trabajos han sugerido que subunidades o inclusive los dimeros de la
ATP sintasa forman el componente principal del mPTP (Bernardi et al. 2015; Carraro
et al. 2020). En ellos se ha propuesto que la estructura del anillo formada por las
subunidades c, genera una conductancia similar a la del mPTP (Giorgio et al. 2013).
Sin embargo, esta conclusién sigue siendo controversial (Walker et al. 2020) y se
requieren mas estudios para dilucidar los componentes moleculares que forman el
mPTP (Figura 4).

Dimerg F.-F, ATP siptasa

Figura 5 Modelos propuestos de las proteinas que forman al mPTP. A) Modelo clasico
compuesto de la proteina X asociada a BCL-2 (BAX), canal aniénico dependiente del voltaje (VDAC),
receptor periférico de benzodiazepina (TSPO), hexoquinasa Il (HKII) en la membrana mitocondrial
externa (OMM), creatina quinasa mitocondrial (mtCK) en el espacio intermembranal, el transportador
de nucledtidos de adenina (ANT) en la membrana mitocondrial interna (IMM) y la ciclofilina D
mitocondrial (CypD) unida a ANT en la matriz. B) Dimeros de la ATP sintasa. Imagen modificada de
(Hurst et al. 2017).




5.7 EFECTORES DE APERTURA 'Y CIERRE DEL mPTP

Hasta ahora se han identificado diversos moduladores de la apertura del
mPTP. Estos pueden clasificarse segun su naturaleza molecular: (1) reguladores
idnicos como Ca?* (Haworth y Hunter, 1979), fosfatos inorganicos (Pi) (Cortés et al.
2000), ion magnesio (Mg?*) (Pilchova et al. 2017) y la concentracion de H* (Petronilli
et al. 1993); (2) especies reactivas de oxigeno (EROs) (X. Wang et al. 2012) tales
como superoxido (O2¢7), peroxido de hidrogeno (H202) y radicales hidroxilo (OH");
(3) nucledtidos y derivados de nucledsidos que incluyen ADP, ATP y NADH (Azzi y
Azzone, 1965; Guérin et al. 1994) y (4) farmacos o inhibidores de algun componente
molecular candidato al mPTP (Halestrap y Davidson, 1990). Sin embargo, es

importante resaltar que estos son especificos para cada organismo.

El aumento en la concentracion de Ca?* en la matriz mitocondrial, es el
mecanismo principal de la apertura del poro de mPTP, la concentracion requerida
varia dependiendo el 6rgano y organismo que se esté estudiando Carafoli, 1987;
Zoratti y Szabo, 1995; Vianello et al. 2012). Se ha observado que la apertura del
mPTP por este cation, puede ser revertida por un quelante de calcio (Haworth y
Hunter, 1979; Vay et al. 2009).

Aunque se sabe que el Pi puede contribuir a la apertura del poro, si se
adiciona con Ca?*, resultan en un sinergismo en la induccion de la permeabilidad
(Manon et al. 1998; Crompton, 1999). La concentracion del Pi es determinante: a
altas concentraciones de Pi se induce y a bajas concentraciones de Pi se inhibe la
apertura (Ong et al. 2010; Uribe-Carvajal et al. 2011 y Hurst et al. 2017 ).

Las EROs son otro regulador critico del mPTP. Se sabe que el mPTP
participa en el mecanismo llamado “liberacién de EROs inducida por EROs (RIRR)”
(Penna et al. 2013), donde el exceso de EROs facilita la apertura de mPTP, lo que

a su vez favorece la formacion de ROS al inhibir la cadena respiratoria debido a la
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pérdida de nucledtidos, del Cyt ¢ y nucledtidos de piridina (Halestrap y Pasdois,
2009; Saotome et al. 2009; Bauer y Murphy, 2020).

También existen farmacos que favorecen la oxidacion de grupos tioles
modulando la apertura del poro, por ejemplo: el ter-butil-hidroperéxido (TBH), éxido
de fenilarsina (PhAsO), diamida y peroxinitrito (ONOO-) (Halestrap, 2010). Las
EROs y ERNs pueden potenciar la apertura de mPTP indirectamente modulando la
cadena de transporte de electrones o modificando directamente el poro. Por
ejemplo, se sabe que la ANT tiene tres residuos de cisteina que muestran una
reactividad diferencial hacia varios reactivos de tiol y agentes oxidantes de una
manera dependiente de la conformacion como la eosina maleimida, que ataca
especificamente a la cisteina 159 de la ANT dentro del sitio de unién del nucledtido
de adenina, suprimiendo la capacidad del ADP para inhibir la apertura del mPTP
(Lisa y Bernardi, 2015).

Entre de los efectores que inhiben la apertura del mPTP se encuentra el
compuesto inmunosupresor Ciclosporina A (CsA) que inhibe la actividad de la
peptidilprolil cis-trans isomerasa mitocondrial lo que impide el cierre del mPTP, se
sabe que la union de CsA a CyP-D desenmascara un sitio inhibidor para Pi
impidiendo la apertura del mPTP (di Lisa et al. 2011; Gutiérrez-Aguilar y Baines,
2015). También se encuentra el Mg?* que aumenta la [Ca?*] para que el mPTP se
abra (Vainio et al. 1970). El efecto del Ca?* es contrarrestado por otros iones Me?*
que son transportados por el uniportador de Ca?* (como Sr?* y Mn?*), pero los sitios
de unién del Me?* del lado de la matriz mitocondrial permanecen sin definir (Bernardi
et al. 1992).

El &cido bongkrekico (BKA) es un inhibidor del ANT, que bloquea el
intercambio de nucledtidos de adenina en las mitocondrias bloqueandola en la
conformaciéon “m” (orientada a matriz). Mientras que el acido atractilésido (ATR),
otro inhibidor del ANT, bloquea el movimiento de nucleétidos entre el interior y el

exterior de la membrana mitocondrial. especificamente a la conformacion "c"
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(orientado al citosol). Estos 2 moduladores actuan en el ANT bloqueando la proteina
transportadora en diferentes confirmaciones. Se demostré que cualquier farmaco
que estabilice la conformacién del ANT en la que se enfrenta al citosol (la
conformacion c) mejord la apertura de la PTP, mientras que la estabilizacion de la
ANT en la conformacion de matriz (m) inhibe la apertura de PTP (Halestrap y
Pasdois, 2009 ; Ruprecht y Kunji, 2019). Actualmente existe una amplia lista con de

efectores de apertura y de cierre (tabla 1).

Tabla 1. Efectores que promueven o inhiben la apertura del poro de transicion de la

permeabilidad mitocondrial

Inhibidores del mPTP Inductores del mPTP
Mg
4 g v Ca?*
7\ pH
v pH
4 APt
+ A‘Pmt
ADP _
4 Pi
ATP

o . Estrés oxidante: Oz
Acido bongkrékico o
_ _ ] Atractilosido
Ciclosporina A y analogos

NADH
NADP

Acidos grasos de cadena

larga: Palmitato

e AW¥mt: Potencial transmembranal mitocondrial; ATP: Adenosin trifosfato; ADP: Adenosin
difosfato.

e Las flechas hacia arriba indican aumento de la magnitud de los efectores y las flechas hacia
abajo indican disminucion.

Modificada de Cui et al. (2021).
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5.8 CONSECUENCIAS DE LA APERTURA DEL mPTP

El mPTP se ha relacionado por mucho tiempo con la disfuncién mitocondrial.
La apertura prolongada de mPTP da como resultado la despolarizacion de la
membrana mitocondrial, el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno por la deplecion del
glutation reducido y del NADPH. Ademas, la entrada descontrolada de pequerios
osmolitos moleculares y agua en las mitocondrias a través de mPTP causa estrés
mecanico en la MEM debido al hinchamiento, lo que lleva a su ruptura (Huser y
Blatter, 1999). Ademas, el aumento de la permeabilidad mitocondrial favorece la
muerte celular apoptética y necrética por un rapido agotamiento de ATP (Azzi y
Azzone, 1965). En la ruptura de la MEM, se fugan factores inductores de muerte
celular como el citocromo cyt C y el factor inductor de apoptosis (AlF) del espacio
intermembranal desencadenando la sefal de apoptosis. La apertura del mPTP se
ha asociado con varias condiciones patolégicas como enfermedades
neurodegenerativas, incluida la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) (Sun et al. 2019),
la enfermedad de Parkinson (lravanpour et al. 2021), la encefalopatia hipdxico-
isquémica (Chen et al. 2021) y la enfermedad de Alzheimer (Du et al. 2008), el dafio
en el corazén por isquemia-reperfusion (Zhong et al. 2008; Halestrap, 2010), dano
hepatico por higado graso (Li et al. 2021), dano por toxicidad por acetaminofen

(Ramachandran et al. 2020), por mencionar algunos ejemplos.

5.9 REVERSIBILIDAD DE LA APERTURA DEL mPTP

A pesar de los efectos deletéreos de la apertura del mPTP sobre la funcion
mitocondrial y la integridad estructural, la funcion fisiolégica del mPTP se reconoce
cada vez mas. La apertura del mPTP presenta dos posibilidades: una apertura
irreversible o permanente y una apertura transitoria o parpadeante a corto plazo. El

estado abierto permanente conduce a la apoptosis y muerte celular, mientras que
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el estado abierto transitorio a corto plazo probablemente tenga un papel fisiolégico
(Pérez y Quintanilla, 2017). Este estado ha sido propuesto como un mecanismo de
liberacidon de calcio y disminucion de la produccién de ERO, necesarios para una
regulacion metabdlica adecuada, asi como también en la diferenciacion celular
(Hom et al. 2011; Folmes et al. 2012; Vega-Naredo et al. 2014) (Figura 5).

La aplicacion de métodos electrofisioldgicos a las membranas mitocondriales
ha proporcionado un nuevo y ventajoso punto de vista sobre el PTP donde los
enfoques electrofisiolégicos pueden proporcionar informacion sobre la presencia de
subestados, la cinética de operacion del poro (por ejemplo, los tiempos medios
abiertos o cerrados), los efectos cooperativos, el comportamiento del poro en rangos
de voltaje no fisiolégicos, la densidad de poros activos en la membrana, etc. (Giorgio
et al. 2009; Pérez y Quintanilla, 2017). EI PTP puede considerarse operativamente
como un canal desde un punto de vista electrofisiolégico, porque muestra frecuentes
transiciones de apertura o cierre de tamafo completo, que son incompatibles con la
presencia de dos o mas canales independientes, como consecuencia, los niveles
de conductancia inferiores a los maximos se consideran subestados. El PTP es
impulsado a residir en estados cerrados de larga duracién por voltajes negativos (es
decir, fisioldgicos). Sin embargo, siempre que esté abierto, en el rango de voltaje
negativo, el canal muestra una fuerte preferencia por el estado de conductancia mas
alto. Sin embargo, el poro también puede presentar aperturas moderadas vy

transitorias (Hurst et al. 2017; Mnatsakanyan et al. 2017). (Figura 5).
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Figura 6 Modos de apertura propuestos para el mPTP. A) Modelo de apertura transitoria del poro,
en este estado es posible la reversibilidad. Los eventos de apertura son moderados y evitan la
sobrecarga de Ca?* en la matriz mitocondrial. B) Modelo de apertura permanente. Los eventos de
apertura aumentan duracién, permitiendo la salida de los metabolitos, provocando un decremento
del potencial de membrana y promoviendo el hinchamiento mitocondrial, lo que ocasiona la muerte

celular. Imagen modificada de (Morciano et al. 2021).

Hay evidencia de la apertura fisiolégica del mPTP en diversos modelos
(Crompton, 1999; Hausenloy et al. 2004, 2010; Korge et al. 2011). Se ha observado
una asociacion entre la apertura transitoria de mPTP y los "destellos de superoxido”
en las mitocondrias del musculo estriado (Wang y Sheu, 2020), donde el
decaimiento del potencial transmembranal se da a la par de una produccion elevada
de O2. Ademas, se ha propuesto que la apertura transitoria del mPTP puede liberar
Ca?* de la matriz mitocondrial para mantener la homeostasis mitocondrial (Altschuld
et al. 1992; Hurst et al. 1992; Takeuchi et al. 2015; Biasutto et al. 2016; Hurst et al.
2016).
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Estudios recientes también han destacado un papel crucial del mPTP en el
desarrollo cardiaco y cerebral, como un mecanismo de activacion que subyace a la
diferenciacion, lo que implicaria una interrelacién entre la sefalizacion genética y
metabdlica (Folmes et al. 2012; Folmes et al. 2012; Pérez y Quintanilla, 2017). La
apertura transitoria del mPTP regula directamente el metabolismo energético celular
y posiblemente promueve la diferenciacién de cardiomiocitos (Folmes et al. 2012).
Se demostrd que la apertura del mPTP en el desarrollo del corazén en etapas
embrionarias es crucial, pues los miocitos exhiben alta produccion de EROs vy
eventos de apertura del mPTP. La inhibicion de la apertura de mPTP con
ciclosporina A condujo a la disminucion de los niveles de EROs intracelulares lo que
aceler6 la diferenciacion de miocitos (Hom et al. 2011). El parpadeo del TPP
también ha sido relacionado con la activacion de neutrdfilos y la liberacion de EROs
(Vorobjeva et al. 2020).

La mayoria de los experimentos que abordan el papel del mPTP en la
homeostasis del Ca?* utilizan ciclosporina A, que presenta problemas inherentes a
su especificidad. En particular, el efecto inhibidor de la ciclosporina A depende del
nivel de expresion de CypD (Bernardi et al. 2015). La capacidad inhibidora de la
ciclosporina A puede variar significativamente, con diferencias conocidas en la
sensibilidad a la ciclosporina A en diferentes tejidos; por ejemplo, los fibroblastos
NIH3T3 y las células HL60 no son sensibles a este inhibidor (Li et al. 2012). Por lo
tanto, el papel de las funciones mPTP medidas exclusivamente con ciclosporina A,

no son adecuadas y es necesario el estudio con otros efectores.

Aunque el mecanismo exacto responsable de las aperturas transitorias aun
no esta claro, las funciones fisioldgicas de la PT se han asociado con el
metabolismo, el envejecimiento, la cicatrizacién de heridas y un papel esencial en
la diferenciacion celular (Dumas et al. 2009; Korge et al. 2011; Lu et al. 2016;

Mnatsakanyan et al. 2017; Agarwal et al. 2017; Boyman et al. 2019).
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6 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La reversibilidad del mPTP ha sido estudiada principalmente en tejido
cardiaco y tejido muscular (Lu et al. 2016; Boyman et al. 2019). Estos
estudios se han llevado a cabo con Ca?*, EGTA y CsA (Crompton et al. 1987;
Racay, 2008; Vay et al. 2009). Sin embargo, no se sabe si otros tejidos que
son mas vulnerables a la isquemia presentan aperturas transitorias (Zoratti y
Szabo, 1995). Por lo anterior, decidimos analizar el efecto de efectores de
apertura y cierre como el Ca?* y el EGTA en mitocondrias de higado y medir
el tiempo maximo que puede permanecer abierto el mPTP sin perder su

reversibilidad.
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7 HIPOTESIS

Si la mitocondria del higado tiene un poro de transicion similar a otros tejidos
murinos, entonces su apertura debe ser promovida por calcio y su reversibilidad se

perdera conforme avance el tiempo de incubacion.

8 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la transiciéon de la permeabilidad en mitocondrias de higado y

compararla con lo reportado en otros tejidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

% En higado de rata, evaluar los efectos del Ca?* y del EGTA sobre el
consumo de oxigeno mitocondrial y su relacién con la apertura del
mPTP.

% Evaluar la apertura y cierre del mPTP mediante el potencial de
membrana mitocondrial.

+« Determinar si el hinchamiento mitocondrial se modula por la apertura
y cierre del mPTP.

s Evaluar si el tiempo de incubacion del mPTP tiene efectos sobre la

reversibilidad de su apertura.

9 MATERIALES Y METODOS

9.1 MATERIAL BIOLOGICO Y REACTIVOS QUIMICOS.
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Se utilizaron ratas Wistar macho de 200 g provenientes del bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular (IFC, UNAM). Los animales recibieron cuidado
humanitario y fueron utilizados de acuerdo con los lineamientos institucionales, el
protocolo fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular (SUV124-19) y la Norma
Oficial Mexicana (NORM-062- ZO0-1999). Los animales fueron alimentados ad
libitum y alojados en condiciones controladas (22 + 2°C, 50-60% de humedad

relativa y ciclos de luz-oscuridad de 12 h).

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Manitol, MES hidratado,
D- Galactosa, TEA (trietanolamina), ADP, ATP, safranina-O, fueron de Sigma
Chem Co. Albumina de Suero bovino de Probulmin TM. H3PO4, KCI fueron de J.T.
Baker.

9.2 AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS

La rata se sometié a ayuno de 12 h. Se sacrifico y se extrajo el higado que
se introdujo en un vaso de precipitados con un buffer de sacarosa 250 mM, Tris 10
mM, EDTA 1 mM a pH 7.4 a 4 °C. El higado se corté en pequenos fragmentos que
se homogeneizaron en un homogeneizador de teflon Potter-Elvehjem. De aqui, las
mitocondrias fueron aisladas por centrifugacion diferencial. El homogeneizado se
centrifugd a 1000 xg durante 5 min a 4 °C para sedimentar restos celulares y células
integras. El sobrenadante fue centrifugado nuevamente a 10,000 xg durante 10 min
a 4 °C para sedimentar las mitocondrias (este paso fue repetido 2 veces) utilizando
el buffer de sacarosa 250 mM, Tris 10 mM, EDTA 20 mM a pH 7.4 (Gutiérrez-Aguilar
et al. 2014). Posteriormente se realizé una cuantificacion proteica por el método de
Biuret (Gornall et al. 1949). Se utilizé6 una concentracién final de 1 mg de proteina

mitocondrial /mL.
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9.3 CUANTIFICACION DE PROTEINA

Se determind la concentracion de proteina por el método de Biuret (Gornall
et al. 1949) en un espectrofotdometro Beckman DU-50 a 540 nm. A 2 mL del reactivo
de biuret se le adicionaron 125 yL de desoxicolato de sodio (DAO) 5%, 350 uL de

agua destilada y 25 pL de la muestra.

9.4 CONSUMO DE OXiGENO

Para evaluar la calidad de la preparacion de mitocondrias se determino su
control respiratorio (CR). Este parametro es el cociente entre la velocidad del
consumo mitocondrial de oxigeno en estado fosforilante (estado Ill) y la velocidad
del consumo de oxigeno en reposo (estado V). Una preparacion de mitocondrias
se considero adecuada si el valor del CR era superior a 5. El consumo de oxigeno
se determiné usando un electrodo tipo Clark conectado a un oximetro (Strathkelvin
Instruments 782) acoplado a una computadora para la adquisicion de datos. La
camara de reacciéon (1 mL) se mantuvo a 30°C y en agitacién constante con una
barra magnética. Se utilizé como medio de respiracién buffer de sacarosa 250 mM,
Tris 10 mM, pH 7.4, fosfato inorganico 0.1 mM y succinato 10 mM. La concentracion

de mitocondrias empleadas fue de 0.5 mg/mL.

9.5 POTENCIAL TRANSMEMBRANAL (AY)

El potencial transmembranal se determind con el colorante catidénico naranja
de safranina (Safranina-O) (Akerman y Wikstrdm, 1976). Los cambios de

absorbancia se siguieron en un espectrofotdmetro de doble haz (Aminco/Olis DW
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2000) en modo dual a 511-533 nm a temperatura ambiente. Al generar el potencial
transmembranal la diferencia de absorbancia se incrementa. Se utilizé el buffer KCI
125 mM, HEPES 10 mM, Succinato 10 mM, Fosfato 5 mM, Safranina-O 10 uM y 1
mg/mL de mitocondrias, en un volumen final de 2 mL. En esta condicion se
adicionaron los dos efectores de apertura y cierre del mPTP: Ca?* y EGTA en
diferentes concentraciones y tiempos (indicado en cada figura). Al final de cada

trazo, el colapso en AY fue inducido por la adicion de CCCP 6 uM.

9.6 HINCHAMIENTO MITOCONDRIAL

El hinchamiento mitocondrial “activo” mediado por KCI (Pérez-Vazquez et al.
2003) se evalué mediante el cambio de absorbencia a 540 nm en un
espectrofotometro Aminco DW2000 en modo split a temperatura ambiente y
equipado con un agitador magnético. La mezcla de reaccion fue KCI 125 mM,
HEPES 10 mM, Succinato 10 mM, Fosfato 5 mM y 1 mg/mL de mitocondrias;
volumen final 2 mL. Una vez que las mitocondrias se estabilizaron, se promovio el
hinchamiento mitocondrial afiadiendo KCI 20 mM a la mezcla de reaccion. Se
adicionaron los dos efectores de apertura y cierre del mPTP: Ca?* y EGTA en

diferentes concentraciones y tiempos indicado en cada figura.

10 RESULTADOS

El Ca?* modula la transicion de la permeabilidad en mitocondrias de
mamifero. El aumento de las concentraciones de Ca?* en la matriz mitocondrial

promueve la apertura del poro (Bauer y Murphy, 2020) por lo que el mPTP se cierra
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tras la adicion de un quelante de Ca?*. (Crompton et al. 1987). Basandose en lo
anterior, se determino el tiempo que puede permanecer abierto el mPTP sin perder
reversibilidad, midiendo el consumo de oxigeno, el potencial transmembranal y el

hinchamiento mitocondrial.

10.1 LA ADICION DE Ca?* Y EGTA MODULAN EL CONSUMO DE
OXIGENO.

Se sabe que la apertura del mPTP aumenta el consumo de oxigeno, debido
a que es un tipo de desacoplamiento fisiologico (Demine et al. 2019). Es por eso por
lo que se midi6 el consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas de higado de rata,
se utilizé succinato como sustrato y oligomicina para inhibir la fosforilaciéon del ADP;
se evaluaron los efectos del Ca?* como efector de apertura y del EGTA como
quelador del cation . En la figura 6 se muestra un trazo representativo del consumo
de oxigeno en estado 4 (la tasa de consumo de oxigeno en ausencia de ADP).
Como se puede observar, el consumo de oxigeno de las mitocondrias fue constante
(Figura 6 linea negra). Después de 30 seg se adiciono un pulso de 30 uM de Ca?*
al medio de reaccion (figura 6 linea roja) y se observd aumento del consumo de
oxigeno, indicando que el mPTP se abrié. Esto concuerda con estudios anteriores
donde al abrirse el mMPTP, se pierde el ApH™, y se fugan moléculas pequenas, hasta
de 1.5 kDa ( Jung et al. 1997; Briston et al. 2017), la CTE aumenta su actividad en
respuesta a la caida del A¥ (Dumas et al. 2009; Kharechkina et al. 2021). Una vez
abierto el poro, pasados 30 seg se adicion6 un pulso de EGTA 30 uM (Figura 6 linea
azul), que es un quelante de Ca?, y se observo que este elimind la aceleracién del

consumo de oxigeno. Este resultado sugiere que el EGTA cerré el mPTP.
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Figura 7 El Ca?*y el EGTA modulan el consumo de oxigeno. Al adicionar las mitocondrias (M) en
el estado 4 (linea negra) se adicion6 Ca?* (linea roja). A esta misma condicién se adiciond EGTA y
se monitoreé el consumo de oxigeno basal (linea azul) en un oximetro tipo Clark (Strathkelvin
Instruments 782). Condiciones experimentales: Sacarosa 250 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7.4,
succinato 20 mM, Pi 5 mM, oligomicina 4 ug/mg, volumen final 1 mL. Linea negra: 0 Ca?*, linea roja:

30 uM de Ca?*, linea azul: 30 uM EGTA. Trazo representativo. n=3

10.2 EL CAMBIO DEL A¥ EN LAS MITOCONDRIAS DEPENDE DE LA
[Ca2*] ANADIDA

Otro ensayo utilizado para evaluar la TP es el potencial transmembranal
(AW), donde un potencial de membrana estable indica que el mMPTP se encuentra
cerrado y su caida indica la apertura del poro (Huser y Blatter, 1999). En la figura 7,
se muestra un trazo representativo del AY. Sin adicionar Ca?*, el AY se mantuvo
estable hasta que se abatié con el desacoplante CCCP (Figura 7 linea negra
continua). Para probar el efecto del Ca®* sobre el A¥ se afiadieron diferentes

concentraciones del catién en el medio de reaccion. A bajas concentraciones de
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Ca?*: 10, 20 y 30 uM (lineas lila, verde y rojo respectivamente), la caida del AY fue
lenta, por el contrario, la caida del AW se aceleré con 50 y 100 uM de Ca?* (lineas
amarilla y gris respectivamente), indicando que el poro se abri6. Este resultado
confirma lo publicado por otros autores en el sentido de que el mPTP es sensible a
diferentes concentraciones de Ca?* (Bernardi et al. 1992; Kim et al. 2003; Bernardi,
2020).

Ca?t
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Adiciones de Ca?%*
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100 uM

——
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Figura 8 Efecto de diferentes concentraciones de Ca?* sobre el A¥ en las mitocondrias de
higado de rata. Se adicionaron diferentes concentraciones de Ca2* (0 a 100 uM) y se observo el
efecto sobre el AY en un espectrofotometro de doble haz (Aminco/Olis DW 2000). Condiciones
experimentales: Sacarosa 250 mM, Pi 5 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7.4, succinato 20 mM, KCI 20 mM,
Safranina-O 50 uM, volumen final 2 mL. Para cada trazo: Linea negra: 0 Ca?*, linea lila: Ca?* 10 uM,
linea verde: Ca?* 20 uM, linea roja: Ca?* 30 uM, linea amarilla: Ca2* 50 uM y linea gris: Ca2* 100 puM.

Trazo representativo. n=3
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10.3 EL AY ES ESTABILIZADO AL QUELAR EL Ca?",

Una vez establecido que el Ca?* promueve la apertura del poro de
mitocondrias de higado de rata acelerando el consumo de oxigeno y abatio el AW,
se evalud el efecto del quelante de Ca?*, EGTA sobre el AY (Figura 8). El potencial
de membrana se mantuvo estable en ausencia de Ca?*, indicando que el mPTP
estaba cerrado (Figura 8 linea negra). Al adicionar 30 uM Ca?*, disminuyo el AY
(Figura 8 linea gris) indicando que la apertura del mPTP. Para revertir la apertura
del poro, se adicion6 EGTA: 30, 60 y 90 uM (lineas azul, verde y rojo
respectivamente), observando una caida proporcional del AY. que se abatié por
completo con CCCP. Estos resultados sugirieren que la apertura del mPTP es

reversible pues se cerro por segunda vez.
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Figura 9 Recuperacion del AW de las mitocondrias de higado de rata al adicionar EGTA. Se
adicionaron diferentes concentraciones de EGTA (E) y se midié su efecto sobre el AY. Condiciones
experimentales: Sacarosa 250 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7.4, succinato 20 mM, KCI 20 mM,

Safranina-O 50 uM, Pi 5 mM, volumen final 2 mL. Los experimentos fueron: Linea negra: 0 Ca?* sin
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EGTA, linea gris: 30 uM Ca?* sin EGTA, linea azul: 30 uM Ca?*y 30 uM EGTA, linea roja: 30 uM
Ca?y 60 uM EGTA y linea verde: 30 uM Ca?*y 90 uM EGTA. Trazo representativo. n=3.

10.4 UNA SEGUNDA ADICION DE Ca?* PROVOCA UNA SEGUNDA
DISMINUCION DEL AW¥Y

Los estudios sobre reversibilidad de la apertura del mPTP en mitocondrias
aisladas se han enfocado en evaluar la apertura/cierre de éste, habiéndose
prestado muy poca atencion a la posible reversibilidad de apertura y cierre del mPTP
(Lu et al. 2016; Boyman et al. 2019). Nos intereso por ello, saber si el mPTP puede
abrirse y cerrarse alternativamente. Con diferentes concentraciones de Ca?* se
monitoreé el A¥Y mitocondrial; sin Ca?* en el medio, se mantuvo un AY estable
(Figura 9 linea negra) hasta que se abatié con CCCP, esto indico que el mPTP se
encuentra cerrado. Al adicionar un pulso de Ca?* 30 uM, disminuyé el A¥ (Figura 9
linea gris), indicando que se abrio el poro. A los 30 seg, se adicion6 EGTA 30 uM
(Figura 9 linea azul) y se observo que se detuvo la caida del AY, indicando que el
mPTP se cerrd. Recordando que el aumento de Ca?* permite la apertura del poro
(Figura 7), se adicioné un segundo pulso con diferentes concentraciones de Ca?*.
El decaimiento de AY observado fue proporcional a la [Ca?*], pues a 30 uM fue mas
lenta la caida del potencial que la obtenida con las concentraciones altas (50 y 70
uM, Figura 9 lineas amarilla y fucsia respectivamente), donde el decaimiento del AW
fue mas rapido. Este resultado sugiere que el mPTP puede abrir y cerrarse
alternativamente al adicionar en secuencia Ca®* y EGTA, ademas de indicar una

apertura transitoria y no permanente en mitocondrias de higado de rata.
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Figura 10 Reapertura del mPTP con diferentes concentraciones de Ca?". Se llevo a cabo una
segunda adicion de Ca?'y se midio su efecto sobre el AY. Condiciones experimentales: Sacarosa
250 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7.4, succinato 20 mM, KCI 20 mM, Safranina-O 50 uM, Pi 5 mM,
volumen final 2mL. Para cada trazo: Linea negra: 0 Ca?*sin EGTA, linea gris: 30 uM Ca?*, linea azul
fuerte: 30 uM Ca?*y 30 uM EGTA; segunda adicion de Ca?*: linea gris: Ca2* 30 uM, linea naranja:

Ca?* 50 uM, linea fucsia: Ca?* 70 uM. Trazo representativo. n=3

104 EL TIEMPO DE APERTURA DEL mPTP AFECTA LA
REVERSIBILIDAD DEL PROCESO.

En mitocondrias de higado de rata hay reversibilidad en la apertura del mPTP
(Becker et al. 1980; Akopova, 2001), no obstante, no se conoce el tiempo maximo
que puede permanecer abierto el poro sin perder la reversibilidad. Lu et al. (2016)
realizaron una estimacién en cardiomiocitos de ratén, donde plantearon el tiempo

probable para que se puedan dar las aperturas transitoritas y propusieron que éste
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debe permanecer abierto mas de 60 segundos (Lu et al. 2016). Monitoreando el AY
con los cambios de absorbancia de la safranina-O, en ausencia de Ca?* (Figura 10
linea negra) el potencial se mantuvo estable, hasta que se abatié con CCCP. Al
adicionar un pulso de Ca?* 30 uM a los 50 seg, el A¥Y comenzé a disminuir (Figura
10 linea gris) hasta que se abatié por completo sin adicionar CCCP, lo que indico
un estado de apertura permanente del poro. En la misma condicion de poro abierto
(30 uM Ca?*), se adicioné un pulso de EGTA 30 uM a diferentes tiempos: 15, 30
segundos, 2, y 4 min (Figura 10 lineas verde, rojo, azul y morado respectivamente).
Se encontrd que el tiempo que dura el mMPTP abierto es de vital importancia; con la
adicién de EGTA a los 15 y 30 segundos, se detuvo la caida del AY indicando que
el mPTP se cerrd. Sin embargo, cuando el poro permanecié abierto por mas tiempo
(>2min), la adicion de 30 uM de EGTA no detuvo la caida del AY, indicando que el
mPTP se encontraba irreversiblemente abierto. Esto sugiere que el tiempo de

apertura del mPTP es determinante para que ocurra una apertura transitoria.
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Figura 11 El tiempo de apertura del poro afecta la reversibilidad. Se realizé una adicién de EGTA
(E) en diferentes tiempos y se midi6 su efecto sobre el AY. Condiciones experimentales: Sacarosa
250 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7.4, succinato 20, KCI 20 mM, Safranina-O 50 uM, Pi 5 mM, volumen

final 2 mL. Los experimentos fueron: Linea negra: 0 Ca?*, linea gris, verde, roja, azul y morada: 30

47



uM Ca?*. Posteriormente, a diferentes tiempos; adiciones de 30 uM EGTA: linea verde (15
segundos), linea roja (30 segundos), linea azul (2 min) y linea morada (4 min). Trazo representativo.
n=3..

10.5 EL HINCHAMIENTO MITOCONDRIAL SE INDUCE CON Ca?"Y SE
DETIENE CON EGTA

Las mitocondrias se comportan como osmdmetros, es decir, cuando aumenta
la concentracidn de solutos en su interior captan agua para compensar el aumento
en la presion osmoética y viceversa, si pierden osmolitos, exportan agua y se
contraen (Halestrap y Davidson, 1990). EI hinchamiento-deshinchamiento
mitocondrial pueden seguirse espectrofotometricamente, porque la mitocondria
hinchada se vuelve transparente y la turbidez de la suspension decrece y la apertura
del mPTP provoca hinchamiento mitocondrial (Pérez-Vazquez et al. 2003). Para
obtener mayor evidencia sobre la apertura transitoria del mPTP por Ca?*, se llevé a
cabo el ensayo de hinchamiento de las mitocondrias energizadas inducido por la
adicion de KCI 20 mM al medio de reaccion (Fig. 11). En ausencia de Ca?*, las
mitocondrias mostraron hinchamiento minimo (Figura 11 linea negra). Por otra
parte, la adicion de Ca?*, indujo el hinchamiento mitocondrial (Figura 11 linea gris)
lo que sugirio la apertura del mPTP. Posteriormente, la adicion de EGTA a los 30
segundos detuvo el hinchamiento (Figura 11 linea azul), lo que corroboroé el cierre
del poro. Este resultado apoya la existencia de apertura reversible del mPTP en

mitocondrias de higado de rata.
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Figura 12 Hinchamiento mitocondrial con adiciones de Ca?* y EGTA. Donde se indica, se llevaron
a cabo adiciones de Ca?* o de EGTA (E) (linea azul). Condiciones experimentales: Sacarosa 250
mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7.4, succinato 20 mM, KCI 20 mM, Pi 5 mM, volumen final 2 mL. Los
experimentos fueron: Linea negra 0 Ca?*, linea gris: 30 uM Ca?*, Linea azul: 30 uM Ca?*, 30uM

EGTA. Trazo representativo. n=3.

11 DISCUSION

La apertura del mPTP es un factor clave en la funcidn fisiolégica mitocondrial
y en la muerte celular (Bonora et al. 2016; Carraro y Bernardi, 2016). Se ha
propuesto que el mMPTP posee dos modos de estado abierto: uno permanente y otro
transitorio, en los que las aperturas transitorias de mPTP funcionan para la
liberacion de Ca?* de la matriz mitocondrial, evitando la sobrecarga de este cation
(Kim et al. 2003; 1zzo et al. 2016; Kruglov et al. 2021). En contraste, la apertura
permanente del mPTP conduce a la muerte celular, debida a la deplecion de ATP y
ruptura de la MEM, que permite la salida del Cyt c que a su vez constituye una senal
de apoptosis.

A altas concentraciones de Ca?* (el principal inductor de apertura del mPTP),
ocurre la transicion de la permeabilidad mitocondrial, llevando al hinchamiento

mitocondrial y al colapso del gradiente electroquimico (Bernardi, 2020; Elrod y
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Molkentin, 2013). En estas condiciones, se desacopla la fosforilacion oxidativa,
abatiéndose la sintesis de ATP y aumentando la produccion de EROs (Kroemer et
al. 2007; lzzo et al. 2016;).

El mantenimiento del Ca?* extracelular dentro de un rango de concentracion,
asegura una fuente constante de Ca?' para las células. La concentracion
extracelular es mas alta (mM) de Ca?* libre en comparacién con la del medio
intracelular (sub uM), estas variaciones en la concentraciéon son convenientes para
su funcion como molécula de sefalizacién y de regulacidén en la célula ya que
pequefios cambios en la permeabilidad de la membrana plasmatica al Ca?*
inducidos por estimulos fisioldgicos produciran fluctuaciones significativas en su
concentracion citosolica (Carafoli, 1987). La concentracion intracelular de Ca?* libre
varia dependiendo del tejido y compartimento celular estudiado; por ejemplo, los
eritrocitos contienen sélo 20 uM de Ca?* total, los axones contienen 200-400 pM,
las células del corazon 4 mM, las células del higado 1.6 mM y las células del cerebro
1.5 mM. (Carafoli, 1987; Zoratti y Szabd, 1995; Azzolin et al. 2010; Bagur y
Hajnoczky, 2017). Este cambio de concentracion podria influir en la cantidad de
Ca?* que captan las mitocondrias y posiblemente, en la sensibilidad de apertura del
mPTP.

En mitocondrias de corazén y musculo se ha podido observar que las [Ca?*]
que inducen TP va desde 10 uM a 300 uM, concentraciones con un orden de
magnitud de diferencia (Azzolin et al. 2010; Bagur y Hajndczky, 2017). Estos tejidos
estan sujetos a variaciones en concentracion de oxigeno frecuentes y amplias,
debido al ejercicio aerdbico (Jafri et al. 2001; Giordano y Giordano, 2005;), por lo
que la reversibilidad del PTP debe ser resistente y durable. Lo anterior vuelve
complicado el estudio de la regulacién del mPTP en estos tejidos. En cambio, en un
tejido que rara vez ve cambios en el suministro de oxigeno, como el higado,
probablemente tenga una habilidad para revertir la transicion de permeabilidad
limitada, pues se ha demostrado que al tener cambios en la concentracion de

oxigeno se aumenta la produccién de EROs, aumenta la [Ca?*] en las mitocondrias
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y disminuye el AY, y se relaciona con enfermedades hepaticas (Abelmann, 1961;
Becker et al. 1980; Burgess et al. 1984; Akopova, 2001; Zhong et al. 2008). Por lo
que decidimos estudiar el comportamiento del mPTP en mitocondrias aisladas de
higado de rata y observamos que la reversibilidad de la apertura del PTP se pierde
antes de lo reportado en la literatura para tejido cardiaco y muscular (Batandier et
al. 2004; Halestrap y Pasdois, 2009; Saotome et al. 2009; Assaly et al. 2012; Lisa 'y
Bernardi, 2015).

El aumento en el consumo de oxigeno en el estado 4, el hinchamiento
mitocondrial y el abatimiento del potencial transmembranal han sido utilizados como
indicadores de la apertura del poro de transicion de la permeabilidad (Palmeira y
Rolo, 2012). En este trabajo se demostré que una concentraciéon de 30 uM de Ca?*
promueve la apertura del poro y con ello, aumenté el consumo de oxigeno en estado
4 (Figura 6). Asimismo, indujo hinchamiento mitocondrial y abatié el AY (Fig. 7 y
11). Estos resultados son comparables con los obtenidos en otros linajes celulares
como el cardiaco y muscular (Cui et al. 2009; Halestrap, 2010; Mnatsakanyan et al.
2017). Aunque esto ya se conocia, es importante resaltar que en hepatocitos de
ratas la concentraciéon de Ca?* es ~400 nM (Coll et al. 1982) por ello, no es necesario
adicionar [Ca?*] como en mitocondrias de cardiomiocitos, donde llega a adicionarse
hasta 500 uM delcatién (Halestrap y Davidson, 1990; Vay et al. 2009).

Al aumentar la concentracion de Ca?* citoplasmica, las mitocondrias
acumulan el calcio a favor de su gradiente electroquimico, pero deben evitar la
sobrecarga de Ca?* en la matriz. Se ha propuesto que en esos casos se lleva a cabo
la apertura transitoria del mPTP que despolariza a la mitocondria por unos
momentos con lo que el calcio es expulsado de la matriz mitocondrial (Korge et al.
2011; lzzo et al. 2016; Mnatsakanyan et al. 2017). En mitocondrias de
cardiomiocitos, la apertura transitoria del mPTP ha sido mayormente estudiada
(Korge et al. 2011; Mnatsakanyan et al. 2017). Sin embargo, en mitocondrias de
higado no se habia explorado esta posibilidad de apertura del poro. En las figuras

51



9 y 11 se observo que los modos de aperturas y cierres alternativos se pueden
detectar mediante la caida del AY (Figura 9), asi como como al hinchamiento
mitocondrial (Figura 11). Lo anterior podria sugerir que, como se habia descrito en
otros tejidos, en mitocondrias de higado de rata, el mPTP también presenta un modo

de apertura transitoria (Oster et al. 2011; Wacquier et al. 2020).

Otro aspecto fundamental en el estudio del mPTP es el tiempo que puede
permanecer abierto sin perder su capacidad de volver a cerrarse. Tanto en tejido
cardiaco como muscular, la salida de Ca?* mitocondrial va a la par de la caida del
AWY, indicando la apertura del mPTP; pasados 60 seg, el AY y la homeostasis de
Ca?* se recupera (Crompton et al. 1987; Lu et al. 2016; Boyman et al. 2019; Wei-
LaPierre et al. 2019) . Sin embargo, estos trabajos no hacen un seguimiento en el
tiempo para determinar el tiempo exacto que el mPTP puede permanecer abierto y
si puede tener aperturas reversibles (Lu et al. 2016). En la Figura 10, se monitore6
el A¥Y con el mPTP abierto y se adicioné EGTA a diferentes tiempos, se observo
que se detuvo la caida del AY hasta 1 min (Figura 10), corroborando que el mPTP
presenta aperturas transitorias en mitocondrias de higado y que el tiempo es
fundamental para permanecer en este modo, pues a los 2 y 4 min, no fue posible
revertir la caida del A¥Y. Queda por investigar cual es el motivo de la temprana

irreversibilidad del mPTP de mitocondrias de higado.

Con los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que en las
mitocondrias de higado como en otros tejidos, diferentes concentraciones de Ca?*
modulan la apertura del mPTP y que esta apertura se puede revertir por hasta un
minuto al quelar el Ca?*. Por otro lado, se propone que en higado de rata el mPTP
pierde su reversibilidad antes que en tejidos como el corazén y el musculo (Figura
12).

Con los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que, en las
mitocondrias de higado, como en otros tejidos, diferentes concentraciones de Ca?*
modulan la apertura del mPTP (Zoratti y Szab0, 1995; Assaly et al. 2012; McBride
et al. 2019), sin embargo, la concentracion requerida para modular la apertura es
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menor (30 uM) a la utilizada con respecto al corazén y musculo (50-500 uM) (Lu et
al. 2016; Boyman et al. 2019). La apertura del PTP en higado se puede revertir por
hasta un minuto al quelar el Ca?*, esto es importante porque en el higado no hay
cambios de oxigenacion, como los otros tejidos anteriormente mencionados
(Abelmann, 1961; Zhong et al. 2008), donde pueden permanecer hasta 3 min
abiertos y permanecer en un estado de apertura transitoria (Saotome et al. 2009;
Turrens et al. 1982) lo que vuelve mas sensible al higado a estos cambios y se ve
reflejado en la capacidad de desacoplamiento del PTP al perder su reversibilidad

antes que en tejidos como el corazén y el musculo (Figura 12).
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Figura 13 Modelo propuesto para las aperturas transitorias del mPTP con Ca?*. La figura muestra un resumen gréafico de los resultados
obtenidos en este trabajo. A) La OxPhos y la produccion de EROs se mantienen de manera fisiolégica, no hay exceso de Ca?*, por lo que el mPTP
esta cerrado. B) Al haber aumento en la [Ca?] abre el mPTP lo que ocasiona aumento en el consumo de oxigeno, caida del A¥ e induciendo el
hinchamiento mitocondrial; este estado de apertura puede durar hasta un minuto. C) Al cerrarse el mPTP antes de un minuto, las condiciones

fisiologicas se retoman, lo que demuestra el papel fisiolégico del mPTP.
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12 CONCLUSIONES

< ElI mPTP se abre y cierra con la adicion consecutiva de Ca?" y EGTA
respectivamente.

+ Eltiempo que permanece abierto el mPTP es crucial para la recuperacion del
estado funcional de la mitocondria.

« La reversibilidad del mPTP hepatico es mas fragil que la reportada en

corazon o en musculo.

13 PERSPECTIVAS

Sélo se evalud el potencial de membrana a tiempos de apertura diferentes
del mPTP, por lo que es necesario determinar si también en el ensayo de

hinchamiento mitocondrial se obtienen estos resultados.

La concentracion de Ca?* requerida para inducir la TP en higado es corta en
comparacion con lo reportado en corazén o en musculo. Es posible que el tiempo

de apertura cambie también en otros organismos y tejidos.

Evaluar si las aperturas transitorias del mPTP se ven afectadas en estados
patolégicos de diversos organos, asi como en el envejecimiento o en la

diferenciacién y crecimiento celular.
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