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INTRODUCCION

£§ CALCIO EN LA MITOCONDRIA

La participacién del calcio en el metabolismo de los organismos vivos es muy
importante. En su forma libre como ion, es en la cual adquiere mayor relevancia,
debido a que participa promoviendo o inhibiendo reacciones en los sistemas
biolégicos. Algunas de las respuestas hormonales involucran la participacion
directa de este catidn amplificando la sefial en el interior de la célula, por lo que los
rangos de la concentracion de calcio libre deben ser finamente regulados a través

de los diferentes sistemas de transporte membranales.

La concentracion mitocondrial de cationes controla un gran numero de funciones
metabdlicas. Se ha demaostrado que la concentracién de calcio libre dentro de la
mitocondria [Ca®* ., modula la actividad de algunas deshidrogenasas como la
succinato deshidfogenasa, la NADH deshidrogenasa y la 3-fosfoglicerol
deshidrogenasa (Goglia et al., 1999) en respuesta a las demandas energéticas en

los tejidos.

Los sistemas de transporte de la membrana interna mitocondrial median
separadamente la entrada y salida de calcio. La entrada de calcio es a través de
un uniportader (UJ) apoyada por un potencial de membrana (A'Y) negativo en el
interiar, que deriva de la oxidacion de sustratos a traves de 1a cadena respiratoria

o la hidrélisis de ATP por la Fy ATPasa (Scarpa and Azzone 1970).



La liberacién de Ca® se lleva a cabo por varios mecanismos: |) Medianie un
intercambio electroneutro Ca®'/2Na * ( D ). Este mecanismo de salida se presenta
preferentemente en mitocondrias de tejidos excitables como corazén y cerebro,
que requieren una rapida respuesta metabdlica (Crompton et al,, 16976). 1) A
través de un intercambiador Ca®/H * ( | ). Este mecanismo se presenta en
mitocondrias de tejidos que requieren respuestas metabdlicas menos répidas
como el higado y el rifién (Fiskum and Cockrell,1978) y 11i) A través de una via
inespe.ciﬁca activada por una acumulacidn masiva de Ca®* mdas un agente
inductor, (cuya naturaleza puede ser diversa) conocida como transicion de la

permeabilidad (T.P.).

Cadena
Respiratoria

Figura N° 1 Representacion de las proteinas involucradas en el transporte de
calcio. D) Antiportador dependiente de Na. 1) Antiportador independiente de Na. U)
Uniportador de calcio. PTP) Poro de la transicion de la permeabilidad. AP)

potencial transmembranal.



TRANSICION DE LA PERMEABILIDAD

En condiciones normales la mitocondria capta Ca** del medio. Para que este
proceso se lleve a cabo, se requiere la presencia de ADP y Pi{Gunter and Pfeiffer,
1980). En esta condicion las mitocondrias pueden acumular Ca®* por un intervalo
de tiempo mayor de 10 minutos. Sin embargo, la acumulacion masiva de calcio
mas un agente inductor, causa la pérdida de ia permeabilidad especifica de la
membrana convirtiéndose en una permeabilidad inespecifica. A este fendmeno se
le conoce como transicién de Ia permeabilidad (T.P.)(Gunter and Pfeiffer, 1980).

La transicion de la permeabilidad es causada por la apertura de un poro cuya
estructura no se conoce. Se propane que el translocador de adenin nucleatidos
(ANT) liene un pape! importante en la formacién del POro y que puede deberse a
cambios en la conformacion de la estructura del ANT (Halestrap and
Davidson,1990). El ANT cataliza el intercambio de ATP y ADP a través de la
membrana interna. Esta proteina intrinseca fué de las primeras proteinas
transportadoras que se purificaron. El ANT es de las proteinas mas abundantes en
la membrana interna con un peso de 30 KDa. Se ha propuesto al ANT como el
poro de la transicién debido a que la apertura del poro es altamente susceptible a

los inhibidores y promotores de Ia actividad del ANT {Crompton 1999).
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Figura N® 2 Probable estructura del poro de la transicion de la permeabilidad.

CyP-D

Se ha propuesto que el poro debe de estar constituido ademas del ANT, de
proteinas que aumenten la eficiencia del mismo. Se ha descrito que el ANT
interactda con una proteina de membrana externa llamada canal aniénico
dependiente de voltaje (VDAC), la cual es una porina. Se ha reportado que el
VDAC esta unido al ANT. Esta descripcién se realizo utilizando columnas de
afinidad de glutation transferasa (GST) y CyP-D (Halestrap et al., 1997). Ademas
el ANT estd unido a una proteina soluble de la matriz que también se ha
encontrado en la fraccion de membrana interna. Sugiriendo que la ciclofilina D
(CyP-D) se asocia con la membrana interna, en especial con el ANT. Se ha
descrito que ta CyP-D se une al ANT aumentando la susceptibilidad para formar el
poro de la transicion, esta union se favorece al existir oxidacién de grupos tioles y

estrés oxidativo (Halestrap et al., 1997).



poro de la transicion, esta union se favorece al existir oxidacion de grupos tioles y
estrés oxidativo (Halestrap et al., 1997).

Se ha descrito que el inmunosupresor ciclosporina A (CSA) se une a la CyP-Dy
provoca la inhibicién en la apertura del poro. Por lo que se sugiere que para se
inhiba la transicién de la permeabilidad, es necesario que la CyP-D se una a la

CSA. (Halestrap et al., 1997).

Existen otros inhibidores de la transicién de la permeabilidad como el ADP y el
4cido bongkrékico. Ademas también existen promotores de esta transicion como el
CAT vy atractilésido. La transicion de la permeabilidad se ha asociado con la
orientacién del ANT. Bajo este contexto los promotores de la transicion de la
permeabilidad estabilizan al ANT en conformacién ¢ (hacia el citosol). Por el
contrario el ADP y el acido bongkrékico inhiben la transicion de la permeabilidad,
ya que inmovilizan al ANT en orientacion m (hacia la matriz) (Hunter et al., 1979).
Esto sugiere que es necesario que el ANT adopte la conformacion ¢ para que se
promueva la transicion de la permeabilidad. Al inhibirse la transicion de la

permeabilidad las mitocondrias pueden retener el calcio dentro de su matriz.




CITOSOL
CONFORMACION m CONFORMACION ¢

MATRIZ

Figura N° 3  Orientacién del Translocador de Adenin Nucleétides. La
conformacion ¢, es la mas favorable para fa induccidn de la transicion de la

permeabilidad.

En estudios de patch-clamp en mitoplastos se ha pedido identificar un canal de
alta conductancia, que se conoce como megacanal mitocondrial (Zoratti and
Szabo, 1994). El megacanal y el ANT responden de la misma forma al efecto
inhibidor del &cido bongkrékico y al efecto promotor del CAT de la transicion de la
permeabilidad. Esto confirma que cambios conformacionales del ANT llevan a la
formacion del poro de ta transicién de la permeabilidad.

Esta transicién puede ser regulada por el pH intramitocondrial, que se favorece a
PH altos y se inhibe a pH bajos (Bernardi and Petronili, 1995).

La presencia de calcio mas prooxidantes, incrementa la permeabilidad de la
membrana interna. Este fendmeno es mediado por la L:nic'm“del calcio a sitios

especificos de la membrana (Valderez et al., 1993).




Se ha sugerido que estos sitios podrian ser los fosfolipidos de la membrana
interna, particularmente con la cardiolipina (Vercesi et al., 1997).

En experimentos realizados en un medio que contenfa KCI, se observéd que al
inhibir con rojo de rutenio, se requeria mas calcio para inducir el aumento de la
permeabilidad. Esto enfatiza, el papel del calcio para promover el fenémeno de la
transicion de la permeabilidad (Gunter and Pfeiffer, 1990).

En la transicién de la permeabilidad el potencial de membrana se abate (Akerman,
1978). El decaimiento del potencial de membrana inducido por prooxidantes mas
calcio, puede revertirse parcialmente por el EGTA (Castilho et al., 1996). Si se
anade catalasa el efecto del EGTA aumenta. Esto indica que el efecto del calcio
es dentro de la mitocondria y que la oxidacion de los componentes de la
membrana, juega un papel importante en el abatimiento del Awy. Solo se logra la
recuperacion del potencial de membrana cuando se agrega ADP, por lo que se

refuerza la participacion de! ANT en la transicidn de la permeabilidad.




INFLUENCIA DEL HIPERTIROIDISMO EN LA MITOCONDRIA

En el hipertiroidismo existe un incremento de las hormonas tiroideas T; yTaenla
circulacién  sanguinea. Fernandez y colaboradores (1993) reportaron
concentraciones de T3 de 53 + 2 ng/dL para ratas eutircideas y 320 + 52 ng/dl.
para hipertiroideas. Este incremento de hormonas altera la funcién mitocondria,
por el-incremento en el contenido de algunas proteinas mitocondriates como el
translocador de adenin nucledtidos (ANT), la citocromo oxidasa y la cardiolipina
sintetasa (Schonfeld. et al.,, 1997). Esto se observd en geles de poliacrilamida por
la incorporacion de [**S] metionina (Nelson et al., 1984). Ademads también se
observo el aumento de fosfolipidos como la cardiolipina, que regula la actividad de
la ANT y la citocromo oxidasa. En el hipertiroidismo se produce una mayor
cantidad de radicales libres derivados del oxigeno, debido al incremento en el
consumo de oxigeno. Esto a su vez induce mayor oxidacion de grupos tioles
(Castilho et 2l ,1996) y mayor lipoperoxidaciéon (Fernandez, 1996). Las
mitocondrias de higado de rata sometidas a un tratamiento con 3,5,3-
triiodotironina (Ta) en presencia de calcio exdgeno, presentan aumento en la
permeabilidad de la membrana interna, que se traduce en hinchamiento
mitocondrial, disminucién del potencial de membrana (Ay) y salida rapida de
calcio. Estos efectos son dependientes de las concentraciones utilizadas de T; ¥
Ca® (Castilho et al., 1998). Los andlogos de la T3 como la tiroxina (Ty), 3',5-
diiodotironina (Tz), y la 3,53 -triiodotironina (Ts inversa), presentan en orden

decreciente los mismos efectos que la Ta, (Castitho et al., 1998).



En las mitocondrias hipotiroideas el metabolismo disminuye, asi como el area de
la membrana interna mitocondrial (Jakovic et al., 1978) y el consumo del oxigeno
(Giuseppe et al., 1993). Cuando se tratan con T a las mitocondrias hipotircideas,
estos pardmetros se normalizan, teniendo valores cercanos a los de las
mitocondrias eutiroideas. Esto datos confirman que ia T influye sobre la estructura
y el metabolismo mitocondrial. En experimentos realizados con succinato como
sustrato oxidable, las mitocondrias hipotiroideas tienen una velocidad en los
estados 3 y 4 de la respiracion de 13+ 0.4 y 461 1.2 ng 4tomo de oxigeno/min/ mg
de proteina respectivamente. Cuando las ratas hipotiroideas son tratadas con Ty
(20 ng por tres dias), la velocidad de los 2 estados se incrementa a 31+ 2.3 y
100.7+ 12.1 ng atomo de oxigeno/min/ mg de proteina, casi recuperandose los

valores observados en ratas euliroideas (Nelson et al., 1984).

El aumento en el consumo de oxigeno inducido por la Ts, incrementa los niveles
de malondialdehido (MDA). En el hipertiroidismo, los valores de MDA se
incrementan significativamente. Se ha reportado que en homogenados de higado
de rata hipertiroideas, la concentracion es de 75.70 + 3.77 nmol de MDA / g de
tefido, comparado cen los homogenados de higado de ratas eutiroideas que tienen
un valor de 41.31 = 2.89 nmol de MDA / g de tejido. Esto indica de manera
indirecta la elevacion en la produccién de radicales libres en el hipertiroidismo.

Por ofra parte, en higado de ratas hipertiroideas, la produccion de sustancias
atrapadoras de radicales libres, como la vitamina E, se incrementa en respuesta al
estrés oxidativo que se genera en este estado (Venditti et al., 1997). Este

incremento no es suficiente para proteger de los radicales libres, ya que no



pueden ser eliminados por los sistemas antioxidantes. Ademas en el
hipertiroidismo se ha medido una disminucion en la actividad de la super oxido
dismutasa. Debido a esto, la oxidacién de lipidos y proteinas de las membranas es
mayor en las mitocondrias aisladas de animales hipertiroideos que en las

mitocondrias aisladas de animales eutiroideos,

Con respecto a la estructura de la membrana interna se ha observado que durante
la transicion de la permeabilidad mitocondrial, existe un aumento en la formacidn
de agregados producto del entrecruzamiento de grupos tioles entre proteinas. En
geles de poliacrilamida, se ha observado un incremento en las proteinas de alto
peso molecular, proporcional a una disminucion de las proteinas de bajo peso

molecular (Valderez et al., 1993).

Como se ha mencionado la concentracién de calcio libre intramitocondrial es
critica para que se establezca la transicidn de la permeabilidad, dicha
concentracion podria estar relacionada con la densidad de cargas negativas de la
membrana, que es controlada por la concentracidon de cationes, entre ellos el

potasio que es el catidn monovalente mas abundante en la mitocondria,



PAPEL DEL POTASIO EN LA MITOCONDRIA

Cuando la entrada y salida de potasic estan fuera de balance, el resultado de la
entrada neta de potasic es acompanada por un flujo electroneutro de aniones y

agua provocando el hinchamiento de la mitocondria.

El potasio puede entrar a la mitocondria a través de un uniportador especifico
localizado en la membrana interna. La entrada de potasio se lieva a cabo a través
de un mecanismo saturabte unidireccional, que es inhibido por Mg*(Garlid et al.,
1984). Se ha sugerido que el calcio libre intramitocondrial estimula la actividad det

uniportador de potasio (Halestrap et al., 1988).

El ciclo del potasio en la mitocondria, esta regulade por de dos mecanismos, uno
de entrada a través de un uniportador y uno de salida, a través de un antiportador

K'/H. El ciclo del potasio es dependiente de la respiracion (Garlid, 1996).

Un factor en el incremento de la permeabilidad mitocondrial es el aumento en la
concentracidon de potasio dentro de la mitocondria. Se ha demostrado que hay
poco inlercambic de 2K* con el K* enddgeno en mitocondrias de higado de rata,
indicando la impermeabilidad de la membrana interna a este catién (Korotkov et
al., 1998). Garlid (1984) propuso que el Mg?* intramitocondrial regula la actividad
de! antiportador K'/H". Al disminuir la concentracién de Mg la actividad del
antiportador tambien disminuye. El incremento en la concentracion de potasio

dentro de la mitocondria favorece la perdida de la permeabilidad especifica. La



estimulacién del calcio en la entrada del potasio puede ser directa o indirecta

sobre el uniportador de potasio.

En mitocondrias depletadas de potasio la concentracién de calcio libre
intramitocondrial disminuyd (Chavez et al., 1991). Ademds el calcio libre en ia
matriz es necesario para la accién de otros agentes inductores de la transicién de
la permeabilidad, como el CAT (Chavez et al., 1991). Por lo que se ha propuesto
que el potasio tiene un papel importante en la regulacion del calcio libre en la

matriz mitocondrial.

La entrada de los cationes es el factor més importante en el incremento de la
permeabilidad. La apertura del canal de aniones {IMAC) localizado en la
membrana interna es inducida en presencia de Zn** {Korotkov et al., 1997). En
conexion con esto se puede sugerir que el aumento en la permeabilidad puede ser
inducido por el calcio intramitocondrial, permitiendo no solo la entrada de K* sinQ
también la de Cl °, ya que el potasio tiene un papel importante en control del

volumen mitocondrial,

En este trabajo presentamos datos que demuestran que el potasio es un factor
esencial en el establecimiento de la transicion de la permeabilidad en mitocondrias

de higado de ratas hipertiroideas.



HIPOTESIS

La interaccion del potasio con los fosfolipidos de la membrana interna
mitocondrial de ratas hipertiroideas, afectaria la concentracién de
calcio libre en la matriz mitocondrial, necesaria para promover la

transicion de la permeabilidad en las mitocondrias.

OBJETIVO

Determinar si el potasio es necesario para promover la transicién de la

permeabilidad en las mitocondrias de higado de ratas hipertiroideas.



MATERIAL Y METODOS

MEDIOS DE TRABAJO

El medio de aislamiento contenia 250 mM de sacarosa; 10 mM de Tris y 1mM de
EDTA. El pH del medio se ajustd a 7.3. El medio A contenia 125 mM de KCI; 10
mM succinato; 10 mM HEPES; 2 mM fosfato. En el medio B se cambio el KC| por
sacarc;sa 250 mM y la concentracién de fosfato fue de 4 mM, los dos medios se
ajustaron a un pH de 7.3. La concentracién de proteina mitocondrial se midié por
el método de biuret (Gomall et al., 1949), utilizando como estandar albimina

sérica bovina sin acidos grasos (10 mg / ml).

INDUCCION DEL HIPERTIROIDISMO

El hipertiroidismo se indujo con trilodotironing inyectada en ratas macho Wistar de
250 gramos de peso, gque se mantuvieron en el bioterio con agua y comida ad
fibitum y a temperatura ambiente. Después de fa inyeccion de la Gltima dosis del
tratamiento, se les retir6 el alimento a las ratas toda la noche, con el propésito de
bajar la concentracion de &cidos grasos libres en la circulacion sanguinea. La
dosis utilizada fue de 2 mg / kg de peso por via intraperitoneal. El tratamiento fue
durante 5 dias consecutivos. Al sexto dia de haber comenzado sl tratamiento, se
sacrificaron a los animales y se les extrajo el higado para el aislamiento de las

mitocondrias.



AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS

Las mitocondrias se aislaron cortando el higado en pedazos muy pegueios y
homogeneizando ef tejido suavemente con el medio de aislamiento. El aislamiento
se realizé por el método de centrifugacion diferencial, que consiste en una
centrifugacién a 2500 r.p.m. durante 10 minutos a 4° C, el botdn resultante de la
centrifugacion se descartd. El sobrenadante se filtrd con una gasa, después se
centrifugd a 10,000 r.p.m. durante 10 minutos a una temperatura de 4° C. El botén
se resuspendié suavemente con un pincel y se incubd con BSA al 0.2 % durante
10 minutos ( el medio en el que se disolvid, fué el medio de aislamiento con una
concentracion de EDTA de 0.5 mM). Este sobrenadante se centrifugd
nuevamente a 10,000 rp.m., durante 10 minutos a una temperatura de 4° C. El
botén final se resuspendid en el mismo medioc de aislamfento, sclo que la

concentracion del EDTA en el medio se cambio a 0.5 mM.

Los movimientos de calcio se siguieron espectrofotométricamente a 675-685 nm
utilizando el indicador metalocromico Arsenazo III (Scarpa et al, 1978). EI
potencial de membrana se midié espectrofotométricamente a 554-524 nm
utilizando safranina como indicador (Akerman et at., 1976). Ei hinchamiento se
midid por el cambio en la densidad optica a 540 nm. Estas determinaciones se
realizaron utilizando los dos medios de trabajo. El consumo de oxigeno se midid

por oximetria. Para ello utilizamos 1.2 mg de proteina mitocondrial y 2 mL det



medio A de trabajo, con agitacién constante. La estimulacion del estado 3 se

realizo agregando 300 nmol de ADP.

ACUMULACION DE CALCIO

La acumulacion de **Ca®, se midié por medio de la técnica de filtracién con
membranas Millipore de 0.45 micras. A 3 mL medio A de trabajo, se adicionaron 2
mg de proteina mitocondrial, se adicioné 50 uM de *Ca® con actividad especifica
de 421 cpm/nmol. Se incubé la muestra en intervalos de tiempo de 2 a 6 minutos.
Transcurrido el tiempo se tomod una alicucta de 200uL de cada tiempo, se filtré al

vacio, se lavd con KCI 0.1 M y se contaron las muestras.

DETERMINACION DE GRUPOS TIOLES

En 2.9. mL de medio A se adiciond 2 mg de proteina mitocondrial, se agregd
100uM de DTNB, se incubd la muestra durante 10 minutos, transcurrido el tismpo
de incubacion se centrifugd a 10,000 rpm dyrante 10 minutos y se leyd el

sobrenadante a 412 nm. Se preparé una curva de calibracién con cisteina.
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CURVA DE CALIBRACION

F TUBO nmoles ABSORBANCIA
1 BLANCO 0
2 10 ' 0.143
3 15 0.226
4 20 0.307
5 30 0.447
6 35 0.526
b=-1.2x10°
m =0.015
r=0.9997

DETERMINACION DE MALONDIALDEHIDO

En un tubo de plastico se agregaron 2 mg de proteina mitocondrial y se llevaron a
un volumen de 1.2 mL con el medio A. Las muestras se incubaron a 37 °C con
agitacion durante 10 minutos, la reaccién se detuvo con 1.5 mL de 4cido acético al
20% (pH 2.5). Se agregé 1.5 mL de acido tiobarbiturico {TBA) al 0.8% (éste debe
utilizarse fresco y se disuelve con agua caliente que no exceda los 56 °C, bajo
agitacién constante). Las muestras se calentaron a ebullicién en bafic Maria

durante 45 minutos. Transcurrido este tiempo Ias muestras se pusieron en hielo.
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Despues se agregd 1.0 mL de KCl al 2% y 5 mL de butanol/piridina (15:1), se
taparon las muestras y se agitaron vigorosamente. Se centrifugaron a 5,000 rpm
durante 5 minutos y el sobrenadante se leyé a 532 nm. Se prepar® una curva de

calibracidn con malondialdehido.

CURVA DE CALIBRACION

TUBO nmol ABSORBANCIA
’ 1 BLANCO 0
2 0.2 0.011
3 04 0.022
4 06 0.030
5 0.8 0038
6 1.0 0.048
7 1.5 0.057
8 20 0.100
b=1.3x107

m = 0.045
r=0.9983
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RESULTADOS

EFECTO DEL HIPERTIROIDISMO EN LA PERMEABILIDAD DE LA
MEMBRANA INTERNA MITOCONDRIAL

Indujimos el hipertiroidismo con Ia inyeccion de triiodotironina  por  via
intraperitoneal. Esto basados en trabajos previos (Nelson et al., 1984, Fernandez et
al.,1993). En este trabajo probamos diferentes dosis y tiempos de tratamiento, Los
mejores resuftados los obtuvimos con la dosis de 2 mg/Kg de peso y 5 dias de
tratamiento. Los pacientes hipertiroideos presentan disminucidn de peso aun con
una ingesta normal o aumentada de alimento. En las ratas, este tratamiento
provaco la disminucion de pesc. Los animales que utilizamos para realizar los
experimentos, tenian un peso de 190 £ 10 g. Este parédmetro nos ayudé a suponer
que el estado hipertiroideo se establecid en nuestro modelo de experimentacion.
Para confirmar si el hipertiroidismo se establecié y afectd la permeabilidad de la
membrana interna, se midié la salida de calcio con arsenazo Il La salida de
calcio indica el establecimiento de la transicién de la permeabilidad inducida por el
hipertiroidismo. EI hipertiroidismo promueve la generacion de una mayor cantidad
de ROS, que reaccionan con los lipidos y proteinas de la membrana interna,
alterando la estructura y ia conformacion de la membrana interna. Estas
alteraciones posiblemente promuevan el establecimiento de |a transicién de la
permeabilidad. Las mitocondrias de ratas control en presencia de una alta

concentracién de calcio exdgeno {100uM), no presentaron cambios en la
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permeabilidad de la membrana interna. El calcio se acumula ¥y permanece dentro
por un periodo de mas de 10 minutos (figura 5B). Por el contrario las mitocondrias
de ratas hipertircideas presentaron una rapida salida de calcio (figura 5A). Con
este resultado y la disminucién de peso podemos afirmar que las ratas eran
hipertiroideas. Esto concuerda con trabajos previos (Fernéndez et al, 1993,
Castilho et al,, 1998,), en los que se reporta que para promover |a transicién de la
permeabilidad debe haber una alta concentracién de calcio y un agente inductor,

que en nuestro caso fue el estado hipertiroideo.
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EFECTO DEL HIPERTIROIDISMO EN LA PERMEABILIDAD DE LA

MEMBRANA INTERNA MITOCONDRIAL

Figura 5. Efecto del hipertiroidismo en la permeabilidad de la membrana
interna.

Mitocondrias (M: 2 mg de proteina), se adicionaron a 3 mL de medio A que
contenia: 125 mM de KCI; 10 mM de succinato; 10 mM de HEPES; 2 mM de
fosfato; 200 uM de ADP; 10 ug de rotenona: 100 uM de arsenazo I1I;100 uM de
CaClz; agitacion y oxigenacion continua. A) Mitocondrias hipertiroideas, B)
Mitocondrias control. La salida de calcio se observa cuando sube el trazo.
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EFECTO DEL HIPERTIROIDISMO EN LA RESPIRACION MITOCONDRIAL

En los pacientes hipertiroideos se incrementa el metabolismo. Esto lleva al
aumento de! consumo de oxigeno para satisfacer las demandas energélicas del
paciente. Por lo que al medir el consumo de oxigeno en las mitocondrias aisladas
de animales hipertiroideos podemos saber si el hipertiroidismo afecto a las
mitocondrias por la mayor produccion de ROS,

En la tabla 1 observamos que las mitocondrias hipertiroideas presentaron un
incremento en la velocidad de consumo de oxigeno. Los estados 3 y 4 tuvieron
mayor velocidad de consumo de oxigeno (200 y 80 ng atemo de O/min/mg
proteina respectivamente) que las mitocondrias control (185.4 y 41.6 ng atomo de
O/minfmg proteina). El con_trol respiratoric {C.R) nos indica el grade de
acoplamiento entre la fosforilacién oxidativa y la cadena respiratoria en ambos

tipos mitocondriales.

Un buen acoplamiento es el reflejo de la integridad de la membrana interna. Las
mitocondrias hipertiroideas tuvieron un C.R de 3.3 con ADP/O de 1.35 y en las
mitocondrias control de 4.5 con un ADP/O de 1.87. Con este resultado podemos
concluir que las mitocondrias hipertiroideas fueron dafadas debido probablemente
al aumento de ROS. Al aumentar el consumo de oxigeno se producen mas

radicales libres derivados del oxigeno.

16



Estos radicales libres superan a los mecanismos antioxidantes de proteccién, por
lo que la mitocondria se dafa y se modifica su fisiclogia. El aumento de RQS
genera estrés oxidativo en el cual existe mayor oxidacién de los lipidos y proteinas
de la membrana.

Debido a la oxidacion de los componentes de la membrana interna puede haber
modificaciones en su estructura promoviendo la transicién de Ia permeabilidad en

las mitocondrias hipertiroideas.
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EFECTO DEL HIPERTIROIDISMO EN LA RESPIRACION

MITOCONDRIAL

c T;

Estado 3 ng atomo de 185.4 200
oxigeno/min/mg proteina

Estado 4 ng atomo de 41.6 60
oxigeno/min/mg prote.ina

Control Respiratorio 4.45 33

ADP/O 1.87 1.35

Tabla 1 Efecto del hipertiroidismo en la respiracion mitocondrial.

1.2 mg de mitocondrias se adicionaron a 2 mL de medio que contenia 125 mM de
KCI; 10 mM de succinato; 10 mM de HEPES; 2 mM de fosfato: 10 ng de rotenona y
agitacion continua. Se adicionaron 300 nmo! de ADP para estimular el estado 3.
Se observo un aumento en la velocidad de los estados 2 y 4 de las mitocondrias
hipertiroideas.
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OXIDACION DE LiPIDOS DE LA MEMBRANA INTERNA MITOCONDRIAL

En el hipertiroidismo existe mayor oxidacion de los lipidos (lipoperoxidacion) de la
membrana interna (Fernandez et al,1985). Al medir el aumento de
malondialdehido, que es un producto de {a lipoperoxidacion, podemos inferir que
existe un incremento de radicales libres, los cuales provocan dafio en la
membrana. En la tabla 2 observamos el incrementc en la produccion de
malondialdehido (0.62 nmol de MDA / mg de proteina) en las mitocondrias
hipertiroideas. Esto con respecto a as mitocondrias control (0.46 nmol de MDA /
mg de proteina). Se sabe que en el hipertiroidismo existe una mayor cantidad de
ROS, fos cuales reaccionan con las dobles ligaduras de los &cidos grasos de los
lipidos de la membrana interna. Al reaccionar con estas dobles ligaduras se
pueden formar dos fragmentos de acidos grasos, cada uno de l0s cuales es un
radical libre. Estos radicales libres tienen la capacidad de atacar a los dobles
enlaces de otro 4cido graso, lo que incrementa la produccién de malondialdehido.
LLos resultados muestran que existid mayor lipoperoxidacion en las mitocondrias
hipertiroideas. Esta lipoperoxidacion pudo provocar cambios en la conformacion
de la membrana, cambiando su estructura y su fluidez. Estos cambios
probablemente promueven la transicion de la permeabilidad.
Al existir mayor proporcion de proteinas en la membrana interna, éstas también
pueden ser blanco de los radicales libres. Ya que los ROS son producidos en la
cadena respiratoria y su tiempo de vida media es muy corto, reaccionan casi en el

sitio donde son producidos.
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PRODUCCION DE MALONDIALDEHIDO

nmol de malondialdehido /
mg de proteina

mitocondrial
TRIODOTIRONINA 0.62 + 0.04 (7)
CONTROLES 0.46 + 0.07 (5)

nmol de malondialdehido + D.E. (n)

Tabla 2 El efecto del hipertiroidismo en la produccién de
malondialdehido., Las condicicnes experimentales se detallan en
material y métodos.
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OXIDACION DE PROTEINAS DE LA MEMBRANA INTERNA

La oxidacion de los grupos tioles de las proteinas de la membrana interna se debe
principalmente a la accién de los ROS. En el hipertiroidismo la produccion de
estos aumenta, ya que no pueden ser eliminados por los sistemas antioxidantes
de proteccion (Venditti et al., 1997). Ei aumento de la permeabilidad de Ia
membrana interna se ha asociado también con la oxidacién de |os grupos tioles de
las proteinas (Valderez et al.,1993).

La tabla 3 muestra la oxidacién de los grupos tioles en las proteinas
mitocondriales. Como se observa, Ias'mitocondrias control tienen mayor cantidad
de grupos ticles, indicaAndonos que existe menor oxidacion de grupos tioles. Por el
contrario, las mitocondrias hipertiroideas mostraron una disminucion en la cantidad
de grupos tioles, debido a la gran cantidad de ROS producidos en el estado
hipertiroideo.

Esta oxidacién puede estar relacionada con cambios conformacionales de las
proteinas membranales, lo cual probablemente promueva la transicion de la

permeabilidad.
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OXIDACION DE GRUPOS TIOLES

nmol de grupos tioles
/ mg de proteina

TRIIODOTIRONINA|  13.90 + 0.56 (3)

CONTROLES 16.90 + 0.16 (3)

nmol de tioles + D.E. (n)

Tabla 3 Oxidacién de los grupos tioles de las proteinas
mitocondriales.

Las condiciones experimentales se detallan en materiai y métodos.
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ACUMULACION DE CALCIO

La acumulacién de calcio nos indica la integridad de la membrana interna, las
mitocondrias que presenten dafio no podran acumular calcio. Al utilizar calcio
radioactivo, podemos medir las emisiones de este dentro de las mitocondrias y
saber que cantidad de calcio acumularon.,

La tabla 4 muestra la acumulacién de **Ca® en mitocondrias control e
hipertiroideas. Se muestra que las mitocondrias control pueden mantener mayor
canlidad de calcio dentro de ellas, por no estar dafiada la membrana interna. Las
mitocondrias hipertircideas no pueden acumular el calcio que entra a su matriz,
debido al dafio que sufre la membrana interna, Este cambio en la permeabilidad
de especifica a inespecifica, puede deberse a la oxidacion de los componentes de

la membrana interna por los ROS.

Un factor fundamental para la promocion de la T.P., es el calcio libre en la matriz
mitocondrial. El calcio libre estd regulado por varios factores. Uno de estos
factores es la concentracion de otros catianes en la matriz. El cation monovalente
mas abundante es el potasio, por lo que la concentracion de potasio debe de ser
fundamental en la regulacién de calcio libre, que promueve la transicién de la

permeabilidad.
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ACUMULACION DE CALCIO

c Ts
TIEMPO nmot *© Ca =/ mg de proteina nmol * Ca */ mg de proteina
2 min, 45.49 £ 10.20 (4) 33.90£9.13 (4)
4 min, 4585t 8.14 (4) 39.94 ¢ 7.45 (4)
& min. 49.48 £ 11.94 (4) 26.6519.32 (4)

Tabla 4 Acumulacidn de calcio. Las condiciones experimentales se
detallan en material y métodos.
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INFLUENCIA DEL POTASIO EN LA TRANSICION DE LA PERMEABILIDAD

La figwra 6 muestra la transicion de la permeabilidad en mitocondrias
hipertiroideas incubadas en el medio A (trazo A). En contraste esta transicién no
se promueve en mitocondrias hipertiroideas incubadas en el medio B (trazo B).
Estas mitocondrias se comportan como las mitocondrias control (trazo C), lo que
nos indica que el potasio es un factor necesario para que se promueva la
transicién de la permeabilidad.

Para demostrar lo anterior, a las mitocondrias hipertiroideas incubadas en el medio_
B (figura 7), se les adiciono 40 mM de potasio (trazo A). Observamos que con
esta adicion se indujo la transicién de la permeabilidad, esto se ve reflejado en la
salida de caicio. Por otra parte, las mitocondrias hiperliroideas a las que no se les
agregd potasio (trazo B) no presentaron salida de caicio, siguiendo el
comportamiento de las mitocondrias control {trazo C). Este resultado corrobora la
importancia del potasio en la transicidn de la permeabilidad.

Para saber a gué concentracidn el potasio promueve fa transicion de la
permeabilidad, realizamos determinaciones de salida de calcio con diferentes
concentraciones de potasio (figura 8). Observamos que a medida que la
concentracion de potasio va aumentando (hasta 40 mM), la velocidad de salida de
calcio aumenta, lo que indica que la concentracién de potasio es importante en la

regulacion del calcio libre, que promueve la transicion de la permeabilidad.
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INFLUENCIA DEL MEDIO EN LA TRANSICION DE LA PERMEABILIDAD

M

0.1
Abs.

200 Segq.

o]

—

jwe)

Figura 6 Influencia del medio en la transicién de la permeabilidad. Se
adicionaren 2 mg de mitocondrias en 3 mL de medio A o B (descritos en material y
métodos), se adicionaron 100 M de CaCl,, 200 pM de ADP, 10 pg de rotenona ¥
100 pM de arsenazo 111. A) Mitocondrias hipertiroideas incubadas en el medio A.
B) Mitocondrias hipertiroideas incubadas en el medio B. C) Mitocondrias control
incubadas en el medio A.
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INFLUENCIA DEL POTASIO EN LA TRANSICION DE LA PERMEABILIDAD

0.1
Abs.

200 Segq.

KLA

Figura 7 Influencia del potasio en la transicién de la permeabilidad.

Se utilizaron las mismas condiciones que en la figura 6, excepto que solo se utilizd
el medio B y se adiciond 40 mM de potasio donde se indica. A) Mitocondrias
hipertiroideas mas potasio. B) Mitocondrias hipertiroideas sin potasio. Se observa
que el potasio es un elemento importante para establecer la transicion de la
permeabilidad en mitocondrias hipertiroideas.




INLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE POTASIO EN LA TRANSICION DE

LA PERMEABILIDAD

0.1
Abs,

200 Seg.

KA

Figura 8 Influencia de la concentracién de potasio en la transicién de la
permeabilidad.

Utilizando las mismas condiciones que en la figura 7 se fue incrementando la
concentracion de potasio de 0 hasta 40 mM. A) 40 mM, B) 20 mM. C) 10 mM. D)
5 mM. Se observa que a medida que aumenta la concentracion |a salida de calcio
es mayaor.




INFLUENCIA DEL HIPERTIROIDISMO EN EL

POTENCIAL DE MEMBRANA EN MITOCONDRIAL

Una caracteristica de la transicién de la permeabilidad es el decaimiento del
potencial de membrana. La eficiencia del hipertiroidismo mas Ca?* para inducir la
transicion de la permeabilidad, se analizé por el mantenimiento del potencial de
membrana. Es necesario un potencial de membrana negativo (-180mV), para
mantener el calcio dentro de la mitacondria (Gunter and-Pfeiffer, 1990).

En mitocondrias hipertiroideas incubadas en un medio con potasio mas una alta
concentracion de calcio (trazo A), el potencial de membrana se abate {figura 9) Aj
establecerse la transicion de la permeabilidad existe la entrada inespecifica de
solutos (Kowaltowski et al., 1998).

Esta entrada rompe el equilibrio de cargas existentes en la matriz, por la que no se
puede mantener el ambiente negativo de la matriz, necesaria para mantener al
calcio en la mitocondria. En las mitocondrias hipertiroideas incubadas en medio
con sacarosa (frazo B), el potencial de membrana no se abate, ya que no se
establecid la transicién de la permeabilidad.

Esto posiblemente fue por la disminucion de la concentracion necesaria de calcio
fibre en la matriz, para promover la Transicion de la permeabilidad. El potencial de
membrana de las mitocondrias hipertircideas incubadas en un medio con sacarosa
se comporta como el de mitocondrias control (trazo C).

El que las mitocondrias hipertiroideas incubadas en sacarosa no presenten

aumento en la permeabilidad refuerza la importancia del potasio sobre la
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lransicion de la permeabilidad, por lo que a ias mitocondrias hipertiroideas
incubadas en sacarosa se les adiciond potasio (40 mM).

Al adicionar potasio al medio B se observd que el potencial de membrana se
abatié comportandose como las mitocondrias incubadas en el medic A. Esto nos
indica que no se establecié la transicion de la permeabilidad en las mitocondrias
hipertiroideas incubadas en sacarosa, debido probablemente a la disminucion de
calcio intramitocondrial. Al no haber calcio en exceso no se promueve la transicién

de la permeabilidad.
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INFLUENCIA DEL HIPERTIROIDISMO EN EL POTENCIAL DE MEMBRANA

MITOCONDRIAL
AyB

, e

ca”’ K a

MEDIO A MEDIO B

Figura 9 Influencia del hipertiroidismo en el potencial de membrana
mitocondrial.

Las condiciones de experimentacién son las mismas que en la figura 5, excepto
que se cambio el arsenazo Il por safranina (10 uM). A) Control B) Ta en medic B.
C) Ts en medio A. D) Control en medio B. E} Ty en medio B mas potasio. El
abatimiento del potencial de membrana se observa en mitocondrias hipertiroideas
incubadas en el medic A. Se adiciona 40 mM de potasio y 100 uM de Ca®. Ei
abatimiento del potencial se observa cuando baja el trazo.
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HINCHAMIENTO MITOCONDRIAL

Para saber si el potasio entra a ia mitocondria e influye en la concentracién de
calcio libre, se sigui6 la disminucion de la absorbancia en una suspension de
mitocondrias incubadas en los dos medios de trabajo. La entrada de una alta
concentracion de potasio a la mitocondria, ocurre por el aumento de la
permeabilidad de la membrana. El potasic es un regulador del volumen
mitocondrial (Garlid, 1996), ya que ademas de este calién entran agua y P; para
compensar las cargas positivas, por lo que las mitocondrias aumentan de
volumen.

En la figura 10 observamos que Ias mitocondrias hipertiroideas incubadas en el
medio con potasio mas calcio, presentaron hinchamiento, debido a que se
promovio la transicién de la permeabilidad. La presencia de! potasic posiblemente
incremente el calcio libre, necesario para promover la transicion de Ia
permeabilidad. Por otro lado el calcio libre, puede estar estimulando |a actividad
del uniportador de potasio. Las mitocondrias hipertiroideas incubadas en sacarosa,
no presentan hinchamiento, esto posiblemente sea por Ia disminucion del calcio
libre. Al disminuir el calcio libre, no se promueve la transicidn de la permeabilidad.
Proponemos esto ltimo, porque las mitocondrias hipertiroideas incubadas en el
medio con potasio, a las que no se les adiciond calcio, no presentaron
hinchamiento. Concluimos que es necesario que exista una alta concentracion de
calcio libre para que las mitocondrias se hinchen por la transicién de 1a

permeabilidad.
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HINCHAMENTO MTOCONDRIAL
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—+— Contro! en medio con potasio mds calcio

—+— Hipertirdideas en un medio con potasio mas calcio
—+— Hipertirideas en medio con sacarosa mas cdcio
—— Hipertiraideas en medio con potasio sin cacio
—+— Controles en un medio con potasio sin calcio

Figura 10 Efecto del hipertiroidismo en el hinchamiento mitocondrial.

Mitocondrias (2 mg de proteina) se adicionaron a los medios A y B (descritos en
material y métodos), se utilizaron las mismas condiciones que en la fig 1 excepto
que no se utilizd arsenazo fll. Se observa que las mitocondrias hipertiroideas
incubadas en el medio A, presentan hinchamiento, mientras que las que se
incubaron en medio B no presentaron hinchamiento
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DISCUSION

En este trabajo mostramos la influencia del potasio en el establecimiento de la
transicion de la’ permeabilidad en mitocondrias de ratas hipertiroideas. Este
cambio en ila permeabilidad de la membrana interna de especifica a inespecifica
altera la concentracion de cationes de la matriz mitocondrial. La alteracién de
cationes provoca cambios importantes en el transporte de calcio, en el potencial
de merhbrana y en el velumen mitocondrial.

Sabemos que se establecié la T.P. en |as mitocondrias de higado de animales
hipertiroideos ya que en estas mitocondrias se observd la liberacion de calcio
{figura 5). La liberacion de calcio fue provocada por el dafio causado por los ROS
en la membrana interna. Al haber dafio en la membrana interna, se altera la
permeabilidad dejando pasar libremente solutos de la matriz al citosol y viceversa.
Entre estos solutos se encuentra el calcio. La entrada de calcio provoca el colapso
del potencial de membrana, ya que se rompe el equilibric de cargas existente
entre el interior y el exterior de la mitocondria. Este potencial no se puede
restablecer en las mitocondrias hipertiroideas ya que la membrana interna esta
danada y deja pasar libremente al calcio (figura 5).

El potencial de membrana se restablece en las mitocondrias control, ya que la
membrana interna de estas mitocondrias no presenta dafios y puede equilibrar
nuevamente las cargas, restableciendo el potencial negativo por el bombeo de
protones que realiza |a cadena respiratoria.

El potencial de membrana es necesario para el funcionamiento de los sistemas

acarreadores de la mitocondria, entre los que se encuentra el sistema de
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transporte del calcio. Se ha propuesto que el calcio aumenta la actividad de otros
acarreadores {Halestrap et al.,1986), uno de estos acarreadores podria ser el
acarreador de potasio. El potasio es un regulador del hinchamiento mitocondrial
(Brierley et al., 1994). El aumento de Ca®, la disminucién de ia éctividad del
antiportador K'/H" y la disminucién de Mg®* intramitocondrial {Garlid, 1996),
aunados a un incremento en la actividad del acarreador de potasio, aumentan la
concentracion de este Ultimo dentro de la mitocondria, provacando el hinchamiento
(figura 10). El hipertiroidismo mostré similitud con el CAT como agentes inductor
de la transicion de la permeabilidad,

En las mitocondrias hipertiroideas se incrementa la generacion de ROS
(Fernandez et al., 1985). Esto se debe al aumento en el consumo de oxigeno
(tabla 1), debido al incremento del metabolismo (Goglia, 1999). La produccion de
los radicales libres se realiza cuando |la mitocondria consume oxfgeno en ausencia
de ADP (estado 4 de la respiracidn). Las mitocondrias hipertiroideas presentaron
un incremento mayor en el estado 4 de la respiracion que en el estado 3 (tabla 1).
. EII estrés oxidativo generado en las mitocondrias hipertiroideas provocd dafio en la
membrana interna el cual altera la permeabilidad, Se ha reportado que
alteraciones en la cadena respiratoria por UV (Chavez et al.,1998 (a)) y el
envejecimiento (Lenaz, 1998), incrementan la produccién de ROS y en estas
mitocondrias se establece la T.P. Las mitocondrias hipertiroideas presentan
disminucién de grupos tioles sin oxidar (tabla 3) y aumento en la lipoperoxidacion
(tabla 2). La oxidacion y el entrecruzamiento de los grupos tioles, favorecen el
establecimiento de la transicién de la permeabilidad (Zazueta et al.,1998). Esto

podria deberse a cambios conformacionales del ANT, el cual probablemente forma



el poro de ia transicion de la permeabilidad (LeQuoc et al. 1988). En las
mitocondrias aisladas de ratas hipotircideas se ha reportado disminucion de la
produccion de radicales libres (Swaroop et al,,1985), disminucion de la ANT y
cardiolipina (Paradies et al., 1989), ademas estas mitocondrias no presentan
transicion de la permeabilidad (Chavez et al., 1998(b)). Esto sugiere gue uno de
los factores que pueden establecer la T.P. es el dario provocado por los ROS enla
membrana y que este dafo puede estar relacionado con el ANT.

En el hipertiroidismo existe mayor cantidad de ANT y cardiolipina (Paradies et
al.1996), a la cual se propone que el calcio se une para inducir la formacion del
poro de la transicién (Zazueta et al., 1998). Es claro que las mitocondrias
hipertiroideas tienen una mayor cantidad de sitios donde se puede unir e| calcio
para promover la transicién de la permeabilidad, o tienen mayor afinidad por este
cation, por lo que se necesita menor cantidad de calcio libre para promover la
transicion,

La lipoperoxidacion que sufren las mitocondrias hipertiroideas provoca dafio en ia
integridad de la membrana interna, modificando su sefectividad. E! aumento en la
velocidad del estado 4 de la respiracion, aumenta el pH intramitocondrial
favoreciendo |a actividad de la fosfolipasa A, (Rustenbeck et al., 1996). El aumento
de la actividad de esta enzima incrementa la cantidad de acidos grasos libres, log
cuales pueden formar radicales libres. Estos radicales libres pueden reaccionar
con otros acidos grasos incrementando el dafio en la membrana. Por lo que estas
mitocondrias no pueden mantener al calcio dentro de ellas (tabla 4).

En el estado hipertiroideo existe una disminucion de la actividad de |a stper oxido

dismutasa y de la catalasa, ademas de la disminucion de glutation reducido
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{Venditti et al., 1997). Por lo que las mitocondrias hipertiroideas son més
susceptibles al dafio generado por el estrés oxidativo.

El incremento de la permeabilidad inducido por el hipertiroidismo requiere de la
adicion de calcio. El incremento en (a permeabilidad, no se presentd en las
mitocondrias hipertircideas a las que no se les adiciond calcio (figura 6). Por lo que
es indispensable la presencia de calcio mas el estado hipertiroideo para promover
la transicion de la permeabilidad.

El dafic producide por el caicio en Ia integridad de la membrana interna puede

deberse a: 1) Ei ciclo de calcio en la membrana interna. 11 Y Unién a sitios externos

0 1I1'} Por {a unién a sitios especificos del lade interno de la membrana. Chavez y
colaboradores (1991), demostraron que la adicion de rojo de rutenio no restablecia
el potencial de membrana después de la adicion de calcio mas CAT, por lo que el
ciclo del calcio no esta involucrado en el mecanismo de induccion de Ia transicién
de la permeabilidad. Ademas reportaron que ia deplecién de calcio inducida por el
A23187 mas EGTA restauraba el potenciai de membrana. Esto indica que el
calcio intramitocondrial es necesario para establecer ia transicién de la
permeabilidad.

El calcio libre dentro de la matriz depende de las tazas de captacion y de
liberacién. Ademéas de ta precipitacion como fosfato de calcio (Greenawalt et
al. 1964) y de la unién a las cargas negativas internas de los fosfolipidos de la
membrana (Carafoli, 1987). Esta densidad de cargas negativas esté regulada por

ios cationes que se encuentran en la matriz mitocondrial. El potasio es el catién
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monovalente mas abundante en la matriz, por lo que este catién probablemente
esta involucrado en la regulacién del calcio libre intramitocondrial.

Las mitocondrias hipertiroideas incubadas en sacarosa no presentaron transicion
de la permeabilidad, por fo que sugerimos que existe una disminucién del calcio
libre en las mitocondrias hipertiroideas incubadas en sacarosa. Esta disminucién
de calcio libre impide que se establezca la transicion de la permeabilidad, debido
a que no exisle exceso de potasio que desplace al calcio de sitios inespecificos.
Sélo .cuando se alcanza la céncenlracién necesaria de calcio libre, que se una a
sitios especificos, se promueve la transicion de la permeabilidad. En mitocondrias
depletadas de potasio, la concentracion de calcio libre disminuye y no se presenta
el efecto inductor de la transicién de ta permeabilidad por el CAT {(Chavez et al.,
1991)..

La presencia del potasio es fundamental en la induccion de la transicién de la
permeabilidad. La adicion de potasio a las mitocondrias hipertiroideas incubadas
en sacarosa, promueve este fendmeno (figura 3). Esto depende de la
concentracion de potasio, ya que al ir aumentando la concentracion, la induccion
de la transicion de la permeabilidad es mas rapida (figura 4). La adicion del
potasio, no promovio Ia transicion de la permeabilidad en mitocondrias control a
ninguna concentracién utilizada en los experimentos.

La transicion de la permeabilidad es controlada por la apertura de un poro sensible
a los cambios del potencial de membrana (Gunter et al., 1990). Las potenciales
bajos favorecen la apertura del poro (Gunter et al., 1990). En las mitocondrias
hipertiroideas incubadas en sacarosa, el potencial de membrana se mantiene sin

cambios {figura 5). El potencial disminuyd cuando se adicioné al medio potasio. Al
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establecerse la transicion de la permeabilidad hay un equilibrio de las cargas, por
io que se pierde el ambiente negativo dentro de la mitocondria necesario para
mantener la homeostasis del calcio, por lo que es importante Ia presencia de
potasio para et establecimiento de la transicion de la permeabilidad.

El exceso de potasio enmascara las cargas negativas de sitios inespecificos
donde se puede pegar el calcio. Esto aumenta el calcio libre que puede unirse a
sitios especificos donde se promueve la transicion de la permeabilidad.
Probablemente los sitios donde se une el calcio son los lipidos asociados al
translocador, principalmente cardiolipina. Suponemos que al modificarse la

conformacion estructural del translocador, se forma el poro de Ia transicién de |a

permeabilidad como lo propone Brustovetsky (1996).

CITOSOL

Cerrado Abierto

MATRIZ

Figura N° 11 Modelo propuesto de la conversion del ANT en el poro de la

transicion de la permeabilidad (Brustovetsky, 1996).
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De acuerdo con esto el calcio libre disminuy6 por no haber exceso de potasio en
las mitocondrias incubadas en sacarosa. La disminucion de calcio libre en estas
mitocondrias, probablemente se debié a que existen mas cargas negativas libres
donde se pudo haber unido el calcio. Asi el calcio libre se encuentra por debajo de

la cantidad necesaria para que se promueva la transicién de la permeabilidad.

CONCLUSION

Por los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir: Que el potasio es
un factor importante para que se establezca la transicion de la permeabifidad en

las mitocondrias de higado de ratas hipertiroideas.
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