|5 OOIPR

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FACULTAD DE CIENCIAS

INFLUENC]A DE LA HORMONA TIROIDEA SOBRE LAS
FUNCIONES DE LA ADENIN NUCLEOTIDO

TRANSLOCASA

TESIS CON

| FALLA DE ORIGFN

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(ESPECIALIDAD EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL)

PRESENTA
Q.F.B. NOEMiEARCiA RAMIREZ

——

MEXICODF. 2002

COOHD%NACION



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
COORDINACION

Ing. Leopoldo Silva Gutiérmez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Por medio de la prasente me permito informar & usted que en la reunién ordinaria del Comite Académico del
Pasgrado en Ciencias Bioldgicas, celebrada el dia 6 de mayo de 2002, se acordd poner a su consideracion el
siguiente jurado para el examen de grado de Maestria en Ciencias Bioldgicas (Biologia Experimental) del
alumno(a) Garcia Ramirez Noemi, con niimerc de cuenta 99809731, y ndmero de expediente 3991064, conla
tesis titulada: “Influencia de la hormona tircidea sobre las funciones de la adenin nucledtido
translocasa.”, bajo la direccion del Dr. Edmundo Chavez Cossio.

Presidente: Dr. Enrique Pina Garza -

Vocal: Dr. Salvador Uribe Carvajal
Secretario: Dr. Edmundo Chavez Cossio
Suplente: Dra Ana Cecilia Zazueta Mendizabal
Suplente: Dr. Rafael Moreno Sanchez

Stn otro particular, quedo de usted

Atentamente
“‘POR M! RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd Universitaria, D.F, a 3 de junio de 2002

M

Dra. Tila Maria Pé&fez Ortiz
Coordinadora del Programa

v

c.cp Bxpediente del interesade



La presente tesis se realizé en el departamento de Bioquimica del
Instituto Nacional de Cardiologia, Ignacio Chavez bajo la direcciéon del
Dr. Edmundo Chavez Cossio. Con el apoyc econémico de la
institucion y de los proyecios 34387-Ny 36606-N de CONACyYT.



A mis padres, que aunque lejos siempre me han apoyado e impulsado
en todo momento.

A mis hermanos, con los que he aprendido muchas cosas de ia vida.
A mis tios Gabriel, Gela, Carlos y Carmen, quienes siempre me han
ensefiado a luchar con su ejemplo.

A Felipe, de quien he recibido amor y comprension



AGRADECIMIENTOS

Al Dr Edmundo Chavez y al Dr. Rafael Moreno Sanchez por permitirme formar
parte de su laboratorio

A la Dra. Ana Cecilia Zazueta, por sus siempre oportunas sugerencias.

Al Instituto Nacional de Cardiologia, Ignacio Chavez, por el apoyo y financiamiento
de esta tesis

A mis amigos de siempre Luz Maria Lara, Laura Figuerca y Victor Camacho (Los
cuchitriles)

A mis amigos y compafieros de laboratorio: Paco, Ricardo, Martha, Marce, David,
Norma, Karla, Conchita, Dr. Silveira, Raymundo. Gracias por hacerme mas ameno
el frabajo

A César Avilés, con quien he compartido buenos y malos momentos, que nos han
ensefado a ser mejores cada dia. Gracias



CONTENIDO

ABREVIACIONES, 1
RESUMEN, 2
INTRODUCCION, 3
Efecto de la hormona tiroidea a nivel celular y mitocondrial, 3
Adenin nucledtido translocasa, 6
Efecto de la hormona tiroidea sobre la composicion lipidica de la
membrana mitecondrial, 11
Transicion de permeabilidad de la membrana interna mitocondrial
(TMP), 14
HIPOTESIS, 20
OBJETIVQOS, 20
MATERIAL Y METODOS, 21
Establecimiento def moedelo hipertiroideo e hipotirpideo, 21
Preparacion de mitocondrias, 21
Particulas submitocondriales, 22
Recambio de adenin nucledtidos en mitocondrias, 22
Purificacion de ta adenin nuclettido franslocasa, 23
Extraccion de lipidos mitocondriales, 24
Formacion de liposomas, 24
Reconstitucion de la adenin nucleétido translocasa, 24
Recambio de adenin nucledtidos en liposomas, 25
Transicién de la permeabilidad en liposomas por deteccion de un
indicador flucrescente, 25
Determinacion de fosfolipidos totales, 26
Determinacion de cardiolipina, 27
RESULTADOS, 28
Actividad de la adenin nucledtido translocasa en mitocondrias, 28
Calidad de los liposomas, 29
Aislamiento de la adenin nucledtido transiocasa, 32
Aislamiento y reconstitucidn de la ANT de los diferentes tipos de
mitocondrias, 35
Cinética de recambio de la ANT en un sistema reconstituido, 36
Efecto de la composicion lipidica sobre la cinélica de la adenin
nucledtido translocasa, 40
Contenide de cardiolipina, 44
Transicion de la permeabilidad mitocondrial en liposomas, 45
DISCUSION, 52
CONCLUSIONES, 56
PERSPECTIVAS, 57
REFERENCIAS, 58



ABREVIACIONES

T3 3,3, 5- Triiodo-L-tironina

T4 L- tiroxina .

T8H Hormona estimulante de la hormona tiroidea
TREs Elementos de respuesta de la hormona tiroidea
EDTA Acido etilendiamino tefracético

TRIS (Tris[hidroximetillJaminometanc)

HEPES {acido 4-]hidroxietil}-1 -piperazinetanosulfonico)
CAT Carboxiatractildsido

MOPS Acido-3-N-morfilino propanosulfénico

HTP Hidroxiapatita

sSDS Dodecil sulfato de sodio

HIPER Hipertiraidismo

HIPO Hipotiroidismo

C Eutiroidismo

TPM Transicion de la permeabilidad mitocondrial
KDa kilodaltones

ucp Proteina desacoplante

NEM N-etil maleimida

EMA Eosin maleimida

CsA Ciclosporina A

VDAC Canal anidnico dependiente de voltaje

Fle Fosfolipidos de membranas eutiroideas

FLiper Fosfolipidos d& membranas hipertiroideas
FLtipo Fosfolipidos de membranas hipotiroideas
ANTc Adenin nucledtido translocasa de mitocondrias eutiroideas

ANThiper  Adenin nucledtido translocasa de mitocondrias hipertiroideas
" ANThipo Adenin nucledtido translocasa de mitocondrias hipotiroideas



SUMMARY

The thyroid hormone (T3) regulate protein synthesis. The T3 in high
concentrations enhances the protein expression, for example, the adenine
nuclectide translocasa (ANT), the opposite occurs in hyparthyroidism, The T3 also
modifies the lipidic composition of the membrane. These medifications promote
changes in the permeability transition of the mitochondria (TPM), that are higher in
mitochondria from hyperthyroid rats and lower in hypothyroid In this work we
wanted to establish if the variation in the ANT content and the changes of the
lipidic composition of the membrane affect the PTM. To accomplish, that we
insolated and reconstituted the ANT and equatl concentrations in liposomes that
were formed from mitochondria lipids from euthyroid, hyperthyroid and hypothyroid
rats. The reconstituted activity of ANT  were as follows:
hyperthyroid>euthyroid>hypothyroid. When we  reconstituted different ANT in
euthyroid liposomes, the activity of euthyroid ANT, hyperthyroid ANT and
hypothyroid ANT was equal, just as occured when it was reconstituted in
hyperthyroid liposomes and hypothyroid liposomes. Comparing this groups of
protecliposomes, we determined that the activity of ANT only changed as a
function of the lipidic composition

However, TPM was measured using the same combinations of liposomes
and ANT in the presence of calcium 100 pM and different concentrations of
myristic acid An increase of the TPM in hyperthyroid proteoliposomes with respect
to the seuthyroid protecliposomes and hypothyroid proteoliposomes was
determined. As occurred in the activity of ANT, when measured the TPM in only
one type from protecliposomes and differents ANT, the TPM was also equal in ali
cases, but it was different with combinations of the liposomes The data show that

the TPM changes as a function of the membrane lipidic composition.



RESUMEN

La hormona tiroidea (T3) regula la sintesis de proteinas. En presencia de
altas concentraciones de T2 (hipertiroidismo) la expresidn de proteinas aumenta,
como es el caso de la adenin nucledtido translocasa (ANT) Lo contrario sucede
en el hipotiroidismo. La T3 también modifica ia composicion lipidica de la
membrana El conjunto de estas modificaciones promueven cambios en la
transicion de la permeabilidad mitocondrial (TPM), siendo mas aumentada en
mitocondrias de ratas hipertiroideas y disminuye en hipotiroideas En este estudio
tratamos de establecer si la variacidn en el contenido de ANT afectan la TPM, o
bien es la composicion lipidica la responsable de estos cambios. Por lo tanto se
aisld la ANT y se reconstituyd, la misma cantidad, en liposomas formados con
lipidos de mitocondrias de ratas eutiroideas, hipertircideas & hipotiroideas, La
actividad reconstituida de la  ANT  siguid la siguiente secuencia
hipertiroideas>eutircideas>hipotircideas. Al reconstituir las diferentes ANT en
liposomas formados con Fl¢, la actividad de la ANTc, ANThiper ¥ ANTHip, fue la
misma, io mismo ocurrié cuando se reconstituyeron en liposomas formados con
FlLuger ¥ liposomas formados con Flug. Al comparar estos grupos de
proteoliposomas, encontramos que |a actividad de 12 ANT cambia dependiendo del

ambiente lipidico en el cual se encuentre,

Por otro lado, se midid la TPM usande las mismas combinacionas de
liposomas y ANT en presencia de 100 pM de calcio y diferentes concentraciones
de acido miristico. Se observd un aumento significative de la  TPM en
protecliposomas formados con Fluiper-ANTHiper cON respecto a los proteoliposomas
formados con FLc-ANT y proteoliposomas formados ¢on FLuipe-ANTuge Al igual
que en la actividad de la ANT, al medir la TPM en un solo tipe de liposomas y
diferentes ANT, la TPM fue [a misma en los tres casos, pero diferentes cuando se
cambiarcn los fosfolipidos Los datos sugieren que la TPM varia dependiendo del

ambients lipidico gn el cual se encuentre

2.4



INTRODUCCION

EFECTO DE LA HORMONA TIROIDEA A NIVEL CELULAR Y MITOCONDRIAL

En organismos superiores el consumo de la energia producida por el
metabolismo es regulado parcialmente por la hormona tiroidea. Esta hormona se
encuentra en dos formas, como L-tiroxina (T4) y L-triiodotironina (T3); ambas se
sintetizan a partir de yodo y tirosina proveniente de proteinas ingeridas en iz dieta.
Normalmente la produccion de la hormona es regulada por un mecanismo que
involucra a la hipofisis anterior vy la glandula tiroides. La hipdfisis anterior produce
la hoermona sstimulante de la tiroides (TSH) que a su vez estimula a esta
glandula produciendo la liberacién de T4 y T3 que pasan directamente al torrente
sangliineo. La T4 y T3 a su vez regulan la produccién de TSH. La hormona T3
afecta la expresion de varios genes mediante un receptor nuclear de la T3 {TR), el
cual se encuentra asociado al genoma uniendo a ka hormona con muy alta afinidad
y especificidad. Estos receptores TR son factores transcripcionales que modulan
la transcripcidn  por su unidn a sitios especificos del DNA conocidos como
elementos de respuesta de la hormona tiroidea (TREs). En ausencia de T3, el
recepfor nuclear tiene la funcidn de actuar como receptor transcripcional

intrinseco [Goglia y cols 1999, Pillar y Seitz 1997]

La regulacion de la transcripcién por la T3 esta dada por genes que
codifican proteinas mitocondriales o componentes que activan o inhiben el

material gendmico mitocondrial. En mamiferos, existen aproximadamente 100



genes necesarios para la biogenesis de los componentes mitocondriales,
codificados en el nlcleo y solo hay 13 componentes genéticos codificados en
mitocondrias. La T3 regula la velocidad de transcripcién del RNA mensajero para
la sintesis de proteinas mitocondriales. Los RNAm se incrementan de 2 a 8 veces
después de 1-3 dias de tratamiento con T3. Existen dos mecanismos alterncs para
explicar Ia regulacion de la transcripcién, una es a través de la activacion de la
expresion de un factor transcripcional mitocondrial (mtRNA) o directamente a
través de receptores mitocondriales especificos de la T3 [Geglia y cols 1999, Pillar
y Seitz 1997] Esta dltima se lleva a cabo por la unién directa de la T3 a receptores
especificos mitocondriales, afectando de esta manera la franscripeién
mitocondrial, que junto con la T3 que s& une a receptores nucleares, regulan fa
biogenesis mitocondrial. Se han identificado dos proteinas mitocondriales que
unen a la T3, una de peso molecular de 43 kDa Iocalizada en |la matriz
mitacondrial v otra de 28 kDa localizada en la membrana interna mitocondrial

{Esquema 1) [Goglia y cols 1999]

los cambios en la expresibn de genes para proleinas respiratorias
mitocondriales modifican la eficiencia de acoplamiento enire la cadena
transportadora de electrones y la fosforilacidn oxidativa. Ademés una alteracion
en ta composicién lipidica de la membrana interna mitocondrial, por influencia de

la T3, modifica su permeabilidad [Pillar y Seitz 1997, Nelson y cols 1984].



TESISCON
FALLA DE ORIGEN

Esquema 1. Regulacion de fa hormona tiroidea a nivel nuclear y mitocondrial. Los
companentes respiratorios son regulados por ambos genomas. Efecto de la T3 sobre |3
expresion de genes directa o indirectamente. La figura se tom6 de Goglia y cols 1999

La respiracion se ve mas acelerada en mitocondrias de ratas hipertiroideas
y disminuida en mitocondrias de ratas hipotiroideas. Ademas en mitocondrias de
musculo esqueléticb y grasa café también muestran un desacoplamiento gque se
atribuye a la proteina desacoplante tipo dos y tres (UCP2 y UGP3). Sin embargo,
en hepatocitos el desacoplamiento se atribuye al transportador de adenin
nucledtidos (ANT) el cual realiza la funcidn de la UCP2 actuando como un

desacoplante [Bobyleva y cols 1998, Goglia y cols 1999].

Se ha encontrado, midiendo los niveles de RNA mensajeros, que muchas
de |as proteinas codificadas en mitocondria y nicleo aumentan su contenido en

células hipertiroideas (Tabla 1), es decir cuando hay un aumento en el contenido



de T3, y disminuye en células hipotiroideas [Schiame y Hostetler 1997] En el caso
de la citocromo oxidasa, el aumento en su actividad, por efecto de la T3, se debe g
un aumento en el contenido de la enzima y a una modificacion en el contenido de
cardiolipina [Paradies, 1994]. Por otro lado existen algunos reportes en los cuales
se ha encontrado que la hormona tiroidea aumenta la actividad de otras proteinas
tales como el acarreador de tricarboxilatos [Paradies y Ruggiero 1990a], el
acarreador de fosfatos [Paradies y Ruggierc 1990b], cardiolipina sintetasa
[Schlam y cols 1997] y oxido nitrico sintasa [Femandez y cols 1997], tal efecto se

ha atribuido a un cambic en la composicion lipidica de la membrana.

PROTEINA VARIACION REFERENCIA
(# veces)

Adenin nucledtido translocasa| 5-10 {(12-48h) | Pillar y cols 1997
Citocromo ¢ 5-10 (12h) Scarpulla y cols 1986
Citocrome oxidasa 2 Paradies y cols 1993
FAD-glicerol-3-PDH 10-15 (4-6h) [ Mller y cols 1994
Mt TFA 2 Garstka v cols 1994
BF1-ATPasa 2-3{1h) Izguierdo y cols 1995

Tabla 1. Proteinas mitocondriales modificadas por la accion de [a hormona tircideg

ADENIN NUCLEOTIDO TRANSLOCASA

Esta proteina es un dimero cuyos mondmeros pesan 30 kDa, determinado
por ultracentrifugacién y por andlisis de entrecruzamiento de protefnas
mitocondriales [Hackenberg y Klingenberg 1980] En rata existen dos isoformas de
la ANT, las cuales son tejido especificas, la isoforma ANTT que predomina

principalmente en misculo esquelético, corazén y cerebro en un intervalo de 58-



81 % del total de la transcripcion de la ANT, vy la isoforma ANT2 que predomina en
tejidos come rifion e higado. La influencia de la hormona tiroidea sobre la
expresion de la ANT juega un papel muy importante en la regulacién del
metabolismo. La ANTZ2 se ve afectada por la T3 aumentando su transcripcidn; al
contrario, Doner y cols (1999) demostraren que la transcripcion de la ANT1, no se
afecta por la hormana, aungue ofros autores Portman y cols (2000) demostraron
que la transcripcion de la ANT1 si se modifica por la T3. Al parecer ta regulacidn
de la traduccién depende del control respiratorio por lo que maduracién de la
ANT1 no es completada, haciéndose menos evidents [a expresion de la ANT1.
Schonfeld y cols. (1997) encontraron que en mitocondrias de higado de ratas
hipotiroideas los niveles de ANT disminuyen de 60 a 40 pmol/mg de proteina. En
el caso de mitocondrias de corazdn de ratas hipertiroideas los niveles de ANT
aumentan de 232 a 298 pmolimg de proteina. En estudios anteriores se demostrd
gue el contenido de ANT en mitocondtias de corazdn es del 14 % del total de las
proteinas mitocondriales, mas alto que en mitecondrias de rifion € higado en las
(";ua[es existe un 6% y 3 % del total de la proteina mitocondrial [Dérmer y cols
1999],

Por otro lado Klingenberg y cols {1994) demastraron gue 1a ANT tiene seis
hélices transmembranales, dentro de las cuales se encuentran localizados
residuos de arginina, que son esenciales para la actividad de ia proteina. Existen
también residuos de lisina (Lis'™ y Lis'®) que al ser mutados hacen que la ANT
pierda su actividad. Majima y cols (1884), por medio de la interaccidon de la ANT
con compuestos como ta NEM {(N-etiimaleimida) y la EMA (Eosin-5-maleimida),

encontraron que la ANT tiene cuatro cisteinas (Cis®, Cis'®, Cis™ y Cis™®) que



forman parte de las asas del acarreador localizadas del lado de la matriz
mitocondrial. La Cis'™® es un residuo que también le confiere actividad de
recambio a la ANT.

La ANT tiene dos estados conformacionales, el “¢” y el “m”. La fijacién del
carboxiatractilosido promueve la conformacidn “c” en tanto que la unién del 4cido
bongeréquico estabiliza la conformacion “m”. La transicion entre estos dos estados
depende, también, del ADP o ATP. Los nucledtidos se unen del lado citosélico en
un estado conformacional “¢" y del lado de la matriz en un estado conformacional
" [Majima y cols 1994]. Estos mismos autores, por entrecruzamiente con cobre-
orto-fenantrolina, demostraron que la translocacion de adenin nucledtidos se lleva
a cabo por cambios conformacionales de la ANT de una conformacién “c” a una
“m”. En la conformacion “c” las asas que tienen a las cisteinas se encuentran del
lado citosdlico, entre cada mondmero de la ANT y en la conformacién "m" las

cisteinas se localizan del lado de la matriz (Esquema 2) [Majima y cols 1995].

CITOSOL

Conformacién *m* Conformacidn “c”

MATRIZ

Esquerna 2 Estados conformacionales de la adenin nucledtido transiocasa,
Tomado de Majima y cols 1995,




Las propiedades cinéticas de la ANT indican que la estequiometria de
recambio de adenin nucledtidos es de 1 1 La cinética de recambio presenta un
compartamiento tipo Michaelis-Menten, en donde la Km obtenida para el ADP y el
ATP externos depende del estado de energia en la cual se encuentre la
. mitocondria; el valor de la Km varia de entre 1-10 uM para el ADP y de 1-150 yM
para el ATP, La energizacion incrementa la Km para el ATP externo y disminuye la
Km para el ADP externo. Se puede considerar que la ANT existe en dos estados,
uno de alta energia y otro de baja energia, diferenciandese por la afinidad hacia el
ATP o ADP. En mitocondrias de ratas hipotiroideas, la cinética de recambio se
modifica disminuyendo su Vmax de entre un 25 a 35 % vy aumentando su Km
hasta en un 75 %, tal efecio se atribuye a una modificacion en la composicidn
lipidica [Mak y cols 1983]. El recambio ADP*/ATP* es electrogénico debido a que
el intercambio de ATP* externo por ADP* interno es compensado por un
movimienta de protones. La compensacion de cargas puede ocurrir a través de la
salida de fosfato [Vignais, 1976). Kramer y Klingenberg (1980) demostraron que el
recambio de adenin nucledtidos, en un sistema reconstituido, la direccionalidad

del recambic por ADP-ATP es regulado por el potencial fransmembranal.

Los inhibidores especificos de la ANT son el atractildsido, e
carboxiatractilésidc y el acide bongeréquico, El atractilésido vy el
carboxiatractilésido son glucosidos, los cuales tienen grupos sulfato y un residuo
de acido isovalérico, por lo cual no atraviesan |a membrana interna mitocondrial y

‘se unen del lado citosdlico de la ANT [Vignais, 1976} En el caso del Acido



pongcréquico, éste si atraviesa la membrana mitocondrial, uniéndose del lado de
la matriz [Duyckaerts y cols 1980]. El carboxiatractilésido difiere del atractilésido
por un grupo carboxilo. El atractilésido es un inhibidor competitivo fuertemente
pegado del transporte de adenin nucledtidos, el carboxiatractilosido es un inhibidor
no competitivo fuertemente pegado y el acido bongeréquico es un inhibidor
acompetitivo fuertemente pegado. La Kd del carboxiatractilésido por ta ANT es de
10 nM en una proporcion 1:1, para el atractildsido v &l acido bongeréquico la Kd es
de 20 nM.

Recientemente se ha establecido el efecto que tiens la compasicién lipidica
de la membrana sobre la actividad de la ANT en un sistema reconstituido. Se
demostré que la aclividad de la ANT depende de la presencia de
fosfatidiletanolamina y cardiolipina  en una proporcidn de 92:8. Las cargas
negativas de los fosfolipidos, como la cardiclipina estimulan la actividad de la ANT
al neutralizar las cargas de los aminodcidos con carga positiva (Lis'™, Lis'®); los
cationes divalentes también afectan la velocidad de recambio [Beyer y Nuscher
1996] En base a esto existen otros reporteés en los cuales se describe la
interaccidn que tiene la cardiclipina con cationes divalentes como el calcio. Se
establecid que al interactuar el calcio con la ANT se forma un canal, fijando a la
proteina en su conformacién ¢ en presencia de CAT [Brustovetsky y Klingenberg
1996]

Por otro lado, se sabe gue la ANT interviene en el efecto desacoplante de
los acidos grasos Schonfeld y cols (1997) demostraron gue la ANT esta
involucrada en el desacoplamiento por Acidos grasos estimulando la respiracion,

Este efecto puede ser alterado por un estade tiroideo, aumentando la expresion

10



de la ANT El mecanismo del efecto desacaplante de los acidos grasos es g fravés
de la ANT. Se lleva a cabo por la unién del acido graso a un ligande catiénico del
acdrreador  (lising y arginina), translocando el acido graso de un lado a otro
protonando & los Acidos grasos, facilitando de esta manera el paso a través de la
membrana, dando como consecuencia la transiocacién de protones del medio al

espacio intramitocondrial (Esquema 3) [Skulachev, 1998].

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Esquema 3. Transporie de &cidos grasos a través de la adenin nucledtido
translocasa. El ligando catidnico (lisina o arginina) une al 4cido graso, se transloca y
el 4cido graso une protones permitiendo el paso a fravés de [a membrana, liberando
protones del otro lado de la membrana. Tormado de Skulachev, 1998

EFECTO DE LA HORMONA TIROIDEA SOBRE LA COMPOSICION
LIPIDICA DE LA MEMBRANA MITOCONDRIAL
La cardiolipina es un fosfolipido con dos grupos fosfato unidos por un
glicerol. Se sintetiza a partir de acido fosfatidico y fosfatidilgliceral Por sus
caracteristicas moleculares, la cardiolipina puede formar estructuras lamelares o

hexagonales invertidas. La fase hexagonal se favorece en presencia de cationes

11



divalentes, pH bajo y una fuerza idnica alta. La fase lamelar es estabilizada por
proteinas. Un incremento en el nGmero de carbonos de las cadenas de acidos
grasos insaturados incrementan |a estabilidad hexagonal de la cardiolipina [Epand,
1998].

En mitocondrias 1a cardiolipina es uno de Jos fosfolipidos mas abundantes
puesto que representa del 10-20 % de los fosfolipidos totales. Del 75 al 90 % de
este fosfolipido se encuentra distribuido en la membrana interna mitocondrial, del
lado de ia matriz (Esquema 4). La fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina son
otros de los fosfolipidos mas abundantes en mitocondria, ocupando el 80 % del
total de ios fosfolipidos. Los fosfolipidos que se encuentran en menor proporcidn
son el fosfatidilinositol v la fosfatidilserina representando entre 19 % de los
fosfolipidos totales. En células de mamifero el 50 % de los acidos grasos son
insaturados (&cide linoleico y Acido araquiddnico), la cardiolipina por su parte tiene
un alto contenido de acidos grasos insaturados (90%) entre los que se encuentra

principalmente el acido linoleico {52 %) [Daum, 1985].

MATRIZ CITOSOL

AT cL
100 80 60 40 20 ¢ 20 40 0 80 100
%, DE FOSFOLIPIDOS

Esquema 4. Distribucion asimétrica de los fosfolipidos en la membrana interma
mitocondrial de células de mamifero. La distribucidon entre la matriz y el lado citosélico
esta expresado en %. Tomado de Daum, 1985
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La cardiolipina tiene la propiedad de interactuar con un gran nimero de
proteinas (B.-glicoproteina |, protein cinasa, dnaA, histonas, DNA polimerasa,
RNA polimerasa, topoisomerasa | y ANT, entre otras) interviniendo en los
procesos funcionales y estructurales de las proteinas.

En 1985 Beyer y Klingenberg encontraron que la ANT tiene 6 cardiolipinas
fuertemente unidas, las cuales no pueden ser intercambiadas por cardiolipina
afadida. En corazén de bovino, cuatro de estas seis cardiolipinas son tetralinoleil-
cardiclipina y dos son trilinoleil-monolinolenil-cardiolipina [Schame y cols 1991]. El
tratamiento con fosfolipasa A; hace que cambie el estado conformacional de la
ANT, esto significa que Ia cardiolipina es necesaria para estabilizar su
conformacion Otros estudios han demostrado que la cardiolipina se une con alta
afinidad a proteinas debido a las cargas negativas proporcionadas por Ios grupos
fosfato [Schlame y cols 2000},

En el caso de la citocromo oxidasa, se han encontrado dos moléculas de
cardiolipina por monomerc de esta enzima. Estas moléculas de cardiclipina
pueden ser intercambiadas por 2-acetil-cardiclipina v monolisocardioliping sin
alterar la actividad de ia enzima [Robinson, 1993]. De lo anterior se deduce que la
interaccion de la citocromo oxidasa-cardiolipina es débil, a diferencia de lo que
sucede con la ANT. En la ANT el orden de interacciéh es: cardiolipina =
monolisocardiolipina > acilcardiolipina > dimefilcardiolipina. Otros complejos como
los de |a fosforilacion oxidativa, Complejo | (NADH:ubiquincna oxidoreductasa), el
Complejo i {ubihidroquinona:citocrome ¢ oxidoreductasa) y el Complejo V (ATP

sintetasa) también requieren de cardiolipina para su actividad.
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Ctras proteinas gue pueden ser activadas por cardiolipina son et citocromo
P450scc, el acarreador de camitina y la cardiolipina sintetasa. En el caso de
proteinas solubles, la cardiolipina no sélo regula su actividad, sino que también
provoca cambios en la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de las
proteinas. La creafin cinasa que es una proteina soluble, se une a la cardiolipina
probablemente por el dominic N-terminal {Schlame y cols 2000, Hoch, 1992].

Dependiendo del estado tiroideo, las mitocondrias aumentan o disminuyen
la actividad de la cardiclipina sintetasa, llevando con eflo 2 un cambic en el
contenide de cardicliping en la membrana interna mitocondrial [Schiame vy cols
2000]. Por lo tanto, la actividad de las enzimas asociadas a ia cardiolipina cambia,
ya sea disminuyendo su actividad en el caso de mitocondrias hipotircideas o
aumentando en mitocondrias hipertiroideas [Paradies y cols 1990-1997).
También se ha encontrado que el grado de insaturacion de los 4cidos grasos se
ve alterado por el efecto de |a harmona tircidea, aumentando la insaturacién en el
hipertiroidismo y disminuyendo en el hipotiroidismo [Guerrero y cols 1999]. El
cortenido de fosfatidilcolina y fosfatidiletanalamina también se ve aumentado en el

hipertircidismo [Guerreo y cols 1989; Vasdev y cols 1877]

TRANSICION DE LA PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA INTERNA
MITOCCNDRIAL (TPM)
La TPM es un proceso dependiente de altas congentraciones de calcio El
aumento én la permeabilidad esta géociada a la formacion de un poro que tiene
un diametro aproximado de 2-3 nm [Bernardi, 1996]. La apertura del canal causa

¢l desacoplamiento mitocondrial y permite ia salida de iones y pequefas
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moléculas, incluyendo el calcio de la matriz mitocondrial. Estos componentes se
intercambian con componentes del madio de incubacion. La apertura del canal es
totalmente revertida cuandoe el calcio es removido La TPM puede ser inhibida en
presencia de Ciclosporina A {CsA), por lo que se le ilama también poro de CsA
[Zoratti y Szabo 1985).

Los compaonentes de la TPM no se conocen con certeza, sin embargo se
han propuesto dos hipttesis para explicar la formacion del poro. Una de ellas
establece que el poro se puede formar a ifravés de la membrana interna
mitocondrial por accidn de la fosfolipasa A dando como resultado una
permeabilidad inespecifica. Otra de las hipdtesis propone que el poro estd
formado por una serie de proteinas dentro de las cuales se encuentra una porina
de la membrana externa, llamada canal anidnico dependiente de voitaje (VDAC)
[Zoratti y Szabo 1995], la adenin nucledtido translocasa de la membrana interna
[Brustovetsky y Klingenberg 1996} y una proteina de bajo peso molecular llamada
ciclofilina D, que se encuentra en la matriz mitocondrial [Woodfield y cols 1998].
Algunos autores también incluyen a la hexocinasa déntro de este complejo
(Esquema &) [Crompton, 1999]. Datos recientes indican que la ANT forma parte
de los componentes de la TPM, debido a que la unidn del ADP y acido
bongcréquice a la ANT, del lado de la matriz mitocondrial (estade m) inhiben la
transicion de la permeabilidad Por el contrario, el CAT, atractilésido, el piridoxal-5-
fosfato y la palmitoil-CoA estabilizan a la ANT del lade citosdlico {estado c),
promoaviendo la formacién de un canal entre las dos subunidades de la ANT. Enun
sistema reconstifuide Ruck y cols (1998) demostraron que la ANT adopta dos

conformaciones, fas cuales permitén que la ANT tenga dos funciones, una cuando
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actGa como un acarreador de ADP/ATP y otra cuando se convierte en un canai

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

inespecifico que lleva a la TPM.

Receptor de
benzodiazepina

Hexocinasa —

zﬁzzf'// \

cinasa

Esguema 5. Componentes del poro de transicion de la permeabilidad. 1)Canal anidnico
dependiente de voltaje (VDAC), 2) Adenin nucledtido translocasa (ANT), 3) Ciclofitina D
{CyP-D). Tomado de Crompton, 1999

El calcio, que juega un papel muy importante en la TPM, podria estar unido
a las moléculas de cardiolipina fuertemente unidas a la ANT [Beyer y Klingenberg,
1985]. Esta posible unién del calcio interrumpe la interaccion de las cargas
negativas de |la cardiolipina y las cargas positivas de la ANT localizadas del lado
de la matriz mitocondrial EI mecanismo gue se ha propuesto para inducir la TPM
es: a altas concentraciones de calcic, ésteé se une a los grupos fosfato de la

cardiolipina, liberando las cargas positivas de la ANT las cuales se repelen
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formando un canal eniré las dos subunidades (Esquema 6) [Brustovetsky v

Kiingenberg, 1996]

CITOSOL

Cerrado Abierto

MATRIZ

Esquema 6. Efecto del calcio sobre la adenin nucledtido translocasa vy su relacién con la
cardiolipina. Tomado de Brustovetsky y Klingenberg, 1996

La CsA inhibe la TPM por un mecanismo que involucra a grupos ticles. A
este respecto Novgorodov y cols (1990} demostraron, en un sistema recohstituido,
que el efecto de la CsA es revertido cuando se utilizan medificadores de grupos
tioles de la ANT como inductores. Dentro de estos se encuentran el &xido de
fenilarsina, que es un entrecruzador de grupos -SH localizados en la parte
hidrofilica de la membrana, tal efecte es inhibido por NEM Zazueta y cols han
encontrado que el Cu®"-orto-fenantrolina [Zazueta y cols 1998] y el cadmio
[Zazueta y cols 2000] , también promueven la TPM, uno come entrecruzador v el

otro como medificador de grupos sutfhidrilo de la ANT
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Algunos autores han descrito que los acidos grasos (acido palmitico,
miristico y oleico) también promueven [a TPM, gracias a sus propiedades
protoncféricas que facilitan el movimiento de protones a través de la membrana
En este proceso interviene la translocasa, ademas de otros acarreadores como el
de aspartato-glutamato. El efecto de los acidos grasos requiere de la presencia de
calcio que contribuye a la apertura det poro. Por lo que se ha propussto que la
accion de los acidos grasos no solo se debe a la accion protonoforica, sino que
también. podria deberse a la estabilizacion de la ANT en su conformacion “c”
promoviendo la TPM [Schonfeld y cols 1997, Wieckowski y cols 1938], También se
ha analizade el efecto de los acidos grasos en un sistema reconstituido y se
encontrd que los acidos grasos promueven la TPM en ausencia de potencial
eléctrico [Wieckowski y cols 2000]

La hormona firoidea puede inducir la TPM. Malkevitch y cols (1997)
.demostraron, -en mitocondrias, que la tiroxina (T4) induce hinchamiento
mitocondrial v disminuye el potencial transmembranal en presencia de altas
concentraciones de calcio Tal efecto es revertido por la adicidn de EGTA o de
CsA. Se propone que €] mecanismo involucra a un incremento en 1a produccion de
acidos grasos, los cuales son inductores de la TPM (como ya se menciond
anteriOrménte). Es decir las mitocondrias de ratas hipertiroideas son mas
sensibles a sufrir [a TPM en presencia de altas concentraciones de calcio. Chavez
y cols (1998) demostraron que las mitocondrias de ratas hipotiroideas son
resistentes a la TPM inducida por carboxiatractilésido {que fija a la ANT del lado
citosdlico) (Figura A) La resistencia puede ser atribuida a una disminuciéon en el

contenido de ANT o a una modificacidon en |la composicidn lipidica de la
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membrana. El cambio en la composicion lipidica puede llevar a una modificacion
de la fluidez de la membrana, que influye en el establecimiento de la TPM
[Ricchelli y cols 1999]. Por ofro lado, Schénfeld v cols (1997) demostraron que en
mitocondrias de ratas hipotiroideas hay una disminucion en el contenido de ANT, y
en consecuencia hay resistencia a la accién de los &cidos grasos, es decir el
efecto de los 4cidos grasos depende del contenido de ANT presente en estas

mitocondrias.

T
03 AA

]
200 ceg

CAT

=LA

Figura A. Resistencia de las mitocondrias hipotiroideas a la transicién de la permeabilidad
mitocondsial. En A se observan las mitocondrias controles (CM), que liberan el calcio en
presencia de carboxiatractildsido ¥ en B mitocondrias hipatiroideas (HyT), que retienen el
calcio en presencia de carboxiatractildsido. Tomado de Chavez et. al. 1998

Los antecedentes sefialados nos motivaren a estudiar el efecto que tiene el
hipertiroidismo y el hipotiroidismo en |a actividad de la ANT y su transformacion en
un canal inespecifico que lieva al establecimiento de la TPM. Ef efecto puede estar
dado por cambics en la composicion lipidica, involucrando especificamente a la

cardiolipina o por modificacion en el contenido de fa ANT.
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HIPOTESIS:

La hormona tiroidea modula ¢l contenido de ANT vy la composicion lipidica. Por lo

tanto la hormona tircidea debe modificar la transicion de la permeabilidad

mitocondrial en mamifero

a.

OBJETIVOS:

Inducir ta transformacién de la adenin nucledtido translocasa en un poro
que lleva al establecimiento de fa transicidn de la permeabilidad
mitocondrial

Determinar la influencia que pueda tener la composicién lipidica de |a
membrana interna mitocondrial en la transformacion de la ANT en un poro

inespecifico
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MATERIAL Y METODOS

Para cumplir los objetivos planteados se siguié la siguiente metodalogia

. ESTABLECIMIENTO DEL MODELO HIFERTIROIDEQ E HIPOTIROIDEQ.
El hipertiroidismo fue establecido por la inyeccion subcutdnea diaria,
durante 5 dias de triiodotironina 2 mg/Kg de peso. El hipotircidismo fue
causado agregando en el agua de bebida 0.05% de 8-n-propil-2-tiouracilo
durante 3 ¢ 4 semanas [Paradies y cols 1983] y en algunas ocasiones por
remocion quirdrgica de la glandula tircides 1La remocién se realizé con la
rata anestesiada, en seguida se visualizo ia glandula paratiroides en un
microscopio  estereoscopio removiendo la glandula tiroides y la
paratiroides, la glandula paratiroides fue reimplantada en el contorno del
cuello del musculo, fres meses después las ratas fueron sacrificadas
[Chavez y cols 1998].

. PREPARACION DE MITOCONDRIAS. Las mitocondrias se prepararon a
partir de higado de ratas eutiroideas, hipertiroideas e hipotiroideas. Se
extraen los higédos vy se fraccionan en un medio que contiene sacarosa
0.25 M, Tris 10 mM pH 7.3 con o sin 1 mM EDTA efectuando varios
lavados durante este proceso, enseguida se homogeneizo el tejido
utilizando un homogeneizador previamente enfriado. El homogenizado se
paso a tubos frios y se centrifugd a 2500 rpm durante 10 min, se recuperd
el sobrenadante vy se filtré a fravés de una gasa, para eliminar el excesec de
grasa, el filirado se centrifugd a 10 GO0 rpm durante 10 min, de esta

centrifugacion se recupert la pastilla y se resuspendid en el mismo medio,
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libre de EDTA, mas 0.1 % de alblmina bovina Se incubo durante 10 miny

se centrifugd nuevamente a 10 000 rpm por 10 minutos. Por Ultimo se

resuspendié la pastilla en 1 ml de medio libre de EDTA y se determind la

proteina por el método de Lowry [Lowry y cols 1951].

- PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES Se obtuvieron a partir de

mitocondrias (aproximadamente 500 mg de proteina) llevandolas a 200 mi

con un medio que contenia sacarosa 0.25 M vy Tris 10 mM pH 7.3, se

ajustd el pH a 8.6 con Tris y se sometid a radiaciones ultrasénicas durante

8 ciclos de 60 segundos cada uno, después del tratamiento se obtuvieron

pequefias vesiculas, las cuales se recuperarcn centrifugando a 45 000 rpm

durante 40 min. Finalmente se& recuperd la pastilla y se resuspendié en

sacarcsa 0.25 M y Tris 10 mM, pH 7.3 [Lee y Emster, 1965]. Se determind

la proteina por el método de Lowry. |
. RECAMBIO DE ADENIN NUCLEOTIDOS EN MITOCONDRIAS Se llevo a

cabo en un medio con KCIl 125 miM, HEPES 10 mM, pH73. A3 mlde

medic se le agregd una suspension mitocondrial equivalente a 2 mg de
proteina y diferentes concentraciones de [*HIADP (2, 5, 10, 30 y 60 pM) con
una actividad especifica de 1500 cpm/nmal, a 4 °C por 30 segundos; el
recambio se detuvo con 30 nmol de carboxiatractilosido (CAT), se tomo una
alicuota de 200 pl y se filtrd en membranas de nitrocelulosa (Millipore), de
0.45 um de didmetro de poro, seguide de lavados con KCI 0.1 M. Las
membranas se pasaron a viales a los cuales se agregaron 5 mi de liquido
de centelleo (mezcla de 2,5-Difeniloxazol, p-bis[c-metilestearil] y tolueno)

para determinar la radioactividad en un contador de centelleo
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e PURIFICACION DE LA ADENIN NUCLEOTIDO TRANSLOCASA. La ANT
se purificd de acuerdo con Rojo y Walliman (1924) Se solubilizé 10 mg
de proteina {particulas submitocondriales) con 2 mi de una solucion que
contiene Tritdn X-100 4 %, NaCl 0.5 M, MOPS 10mMapH 72y 4 ml de
sacarosa 0.25 M, Tris 10 mM, pH 7 3 Se mantuvieron en agitacion a 4°C
durante 30 min, se centrifugd a 45 000 rpm pdr 35 min, se recuperd el
sobrenadante y se pasé a una columna de hidroxiapatita (HTP) a una
concentracion de 2 mg de proteina/ml de HTP, previamente equilibrada
con Tritdn X-100 0.5 %, NaCl 0.5 M, MOPS 10 mM, pH 7.2. La proteina se
separd por batch, agitando durante 45 min la mezcla de HTP/proteina
separando la resina de la proteina por centrifugacion a 10 000 rpm durante
10 min, se recuperd el sobrenadante, y se aplicd a una segunda columna
de azul de sefarosa (3 mifmg proteina) previamente equilibrada con la
misma solucion de la columna anterior. Se eluyd con Tritén X-100 0.5 %,
NaCl 0.5 M, MOPS 10 miM, pH 7.2 (5 ml}, se pasd un gradiente de NaCl
0.15-3 M (el cual contiene HEPES 10 mM, EDTA 1 mM), se colectaron
fracciones de 1 ml, finalmente se eluyd con 0.15 M de NaCl-0.1 % de
SDS. Se determiné la proteina a cada una de las fracciones y se
analizaron por electrofaresis en geles de poliacrilamida al 10% para
observar el grado de pureza de la proteina, al mismo tiempo se
reconstituyd en liposomas y se les midid la actividad de recambio.

f EXTRACCION DE LIPIDOS MITOCONDRIALES. La extraccidn de los
lipidos se realizé a partir de particulas submitocondriates (150 mg) de

mitocondrias de ratas eutiroideas, hipertiroideas e hipotirocideas. Se agregé
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20 ml de una mezcla de cloroformo:metancl (2.1} v 0 02 % de Butilato de
hidroxitoluena, como antioxidante, se agitd vigorosamente y se centrifugo a
3 000 rpm durante 5 min, después de |a cenfrifugacion se separd la fraccion
cloroformica y se realizd una segunda extraccion. A la fase cloroférmica se
le agregd un volumen igual de agua bidestilada, se agitd vigorosamente y
se centrifugd a 10 00C rpm durante 10 min, para separar la parte
clorofdrmica, la cual se evapord a 30 °C en presencia de Nz Una vez secos
se resuspendieron en un volumen conocide de cloroformo y se
almacenaron a—70 °C [Cartwright, 1993]

- FORMACION DE LIPOSOMAS. Se tomaron 40 mg de la extraccién lipidica,
se evapord el cloroformo y se resuspendieron en 2 mi de éter dietilico.
Aparte, se prepard una solucion que contenia 10 mM de KCI, 50 mM de
KHzPO4 30 mM de ADP (o metabolito a incorporar) en un volumen final
de 2 ml. La solucion se agregd a tubos los cuales se pusieron en un bafio a
45 °C y se inyectaron los lipidos en una atmdsfera de N,, formandose
agr‘egados lipidicos, los cuales se sometieron a radiaciones ultrasonicas
durante 4 min, en presencia de N2 , obteniéndase liposomas, los cuales
fueron analizados por microscopia electrénica vy densitometria de flujo.
[Szoka y Papahadjopoulos, 1980]

. RECONSTITUCION DE LA ADENIN NUCLEOTIDO TRANSLOCASA EN
LIPOSOMAS. Se mezclaron los liposomas cobtenidos con 300 pg de
proteina previamente purificada de particulas submitocondriales de los tres
tipos tiroideos y se pasaron a una resina de Bio-Beads MS-2MR {3 g/mi de

mezcla) preequilibrada con KHzPO4 50 mM pH 7.6 {o KCI 125 mM, Tris 10
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mM pH 7 3). Se agitd durante 60 min en fric, se separd la mezcla de la
resina y se pasd per una columna de sephadex G-50 de 20 ¢cm de alto por 1
cm de ancho, preequilibrada con KH2PQO4 50 mM de, (o KCI 125 mM, Tris
10 mM pH 7.3) Se recuperaron los proteciiposomas y se concentraron a
45 000 rpm durante 60 min. Finalmente se resuspendieron en 2 ml de
KH:PQ4 50 mM y se les determiné la proteina por el método de Lowry,
RECAMBIO DE ADENIN NUCLEOTIDOS EN LIPOSOMAS Los
proteoliposomas formados en presencia de ADP 30 mM, se incubaron en
presencia de [°H] ADP con una actividad especifica de 1500 cpm/nmol, a
diferentes tiempos (0, 10, 20, 30 v 40 seqg) v a diferentes concentraciones
de [*HJADP (5, 10, 30, 60, 80 y 100 uM) en un medio que contenia KCI 125
miM, HEPES 10 mM, MgClz 5§ mM, pH 7 6 Se detuvo la reaccion con 1 pM
de carboxiatractildsido, a la mezcla de reaccion se le agregd 1 % de sulfato
de protamina para lograr la adhesion de las vesiculas, se filtraron a través
de un filiro Millipore de 0.45 ym de didmetro de poro para cuantificar la
radioactividad acumulada en los protecliposomas. |

TRANSICION DE LA PERMEABILIDAD EN LIPOSOMAS POR
DETECCION DE UN INDICADOR FLUORESCENTE. Se formaron
vesiculas partiendo de 40 mg de lipidos con el método indicado
anteriormente, en un medio que contiene KCI 125 mM, Tris 10 mM, pH 7.3
y 1 mM de sulfonato de fluoresceina { como indicador fluorescente). Una
vez formados se les incorporé 300 pg de proteina (ANT) paéando la mezcla
de liposomas y proteina a una resina de Bio-Beads™® (3 g/mi de mezcla) se

dejd en agitacion por 60 min y se pasaron por una columna de sephadex G-
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50 de 1x20 cm, para seliminar el colorante no incorporado a los
protecliposomas, posteriormente se concentraron a 45 000 rpm durante 60
min, finalmente se resuspendié en 2 mi de KCI 125 mM, Tris 10 mM, pH
7.3. Ya obtenidos los proteoliposomas se incubaron 3 mg de fosfolipidos en
un ml de medic que contiene KCI 125 mM, Tris 10 mM pH 73 con
diferentes concentraciones de cadmio (10-300 uM) y diferentes
concentraciones de acido miristico (50-200 pM) en presencia de calcio 100
HM, se incubaron por 10 min & 30 °C, se les agregd 1 % de sulfato de
protaming, se centrifugaron a 16 000 rpm por 5 min para separar la
fluorescencia externa e interna. Finalmente de midié el sulfonato de
fluoresceina externo e interno en un espectrofluorémetre a 505 nm de
excitacion y 556 nm de emision [Chen y Knutson 1988].

k DETERMINAGCION DE FOSFOLIPIDOS TOTALES. Se realizd con la
medicién indirecta de fosfatos, por medio de la técnica de Fiske v SubbaRow.
Se partid de 10 mg de mitocondrias provenientes de ratas eutiroideas,
hipertirpideas o hipotiroideas. La extraccién de lipidos se realizé como se
indica anteriormente. El exiracto final de lipidos se resuspendid en un volumen
conocido de cloroformo. Se tomaron 30 i, se evaporaron con Nz y se agregd 1
mi de PCA (acido percidrico) al 70 %, se calienté durante 1 hr a 100 °C, una
vaz transcurrido ese tiempo de agregd 0.4 ml de HS504 10 N y se dejo
hidrelizando toda [a noche, terminade el hidrolizade se agregé 2 gotas de H204
hasta blanquear las muestras. A estas muestras se les determind fosfato,
agregando 1.4 m! de Hz0, 250 ul de molibdato de amenio al 5%, 250 ui de

H2504 10 N y 250 pl de reactivo de Elon. Se calentaron por 5 min y se leyd a
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680 nm. En paralelo se realizé una curva de fosfatos usando como estandar

acido fosforico [Bartlett, 1959]

L

Preparacién del reactivo de Elon. Pesar 10 g de p-metilaminonaftol

sulfato (reactivo de Elon), 30 g de metabisulfito d& sodio en 1000 mi

de agua destilada.

Preparacion del molibdato de amanio. Pesar 5 g de Molibdate de

amonio, agregar 11 ml de HzS0, y aforar a 100 mi.
DETERMINACION DE CARDIOLIPINA. Se realizé utilizando |a técnica del
naranja de acridina. Este indicador se une especificamente a fosfalipidos
anionicos, como son la cardiolipina. La unidn a la cardiolipina se debe a la
propiedad que tiene el naranja de acridina de dimerizarse al unirse al
fosfolipido. La unién se lleva a cabo por interaccidon electrostatica entre la
amina cuaternaria del anaranjado de acridina vy el residuo de fosfafo
ionizado [Petit v cols 1992]. La unidn del naranja de acridina a la
cardiolipina se determiné espectrofctometricamente a 495 nm. A 50 pg de
mitocondrias se les agregd concentraciones conocidas de naranja de
acridina de 0.5 uM a 12 uM, se incubaron durante 2 min en un medio de
sacarosa 0.25 M, Tris 10 mM y se centrifugaron a 10 000 rpm por 10 min.
Se determind el contenido de naranja de acridina en el sobrenadante y por
diferencia se cuantifica la cantidad de coloerante unido. Se grafican los datos
y se obtiene una curva de unidn de la cual se determiné el colorante unido y
como la relacidn de pegada es de 2 moléculas del anaranjado de acridina
por una de cardiolipina, se determina el contenido de cardiolipina [Petit y

cols 1992]

27



RESULTADOS
ACTIVIDAD DE LA ADENIN NUCLEOTIDO TRANSLOCASA EN
MITOCONDRIAS

Se establecid la cinetica de recambio de adenin nucledtidos en
mitocondrias de ratas eutiroideas, hipertiroideas e hipotiroideas Figura 1 Las
mitocondrias de ratas hipertircideas tienen una actividad de recambio 23 % mayor
con respecto a las mitocondrias de ratas eutiroideas y 87 % mayor que las
mitocondrias hipotiroideas. En las mitocondrias hipotircideas el recambio de
adenin nucledtidos fue 35 % menor respecto a las eutiroideas. Sin embargo las
constantes de afinidad no cambiaron significativamente en los tres tipes de
mitocondrias, El comportamiento obtenido fue muy semejante al reportado en la
literatura, donde se indica que el recambic de ATP/ADP en mitocondrias de ratas
hipotiroideas disminuyd en hasta un 25-35 % de la Vmax [Mak et. al 1983}
Algunos autores han propuesto gue el aumento o disminucion en la acti\?idad de
recambio se debe a un aumento en el contenido de ANT en los diferentes tipos de
mitocondrias Sin embargo también se ha sugerido gue hay un cambio muy
significativo en la composicién lipidica de la membrana de estas mitocondrias,
cambiando la fluidez de la membrana [Schlame y cols 2000] Los cambios en la
composicion lipidica también pueden estar involucrados en el aumento o
disminucidn de la actividad de ATP/ADP recambio en mitocondrias de ratas

hipertircideas e hipctiroideas
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Figura 1. Recambio de ADP/ADP en mitocondrias de ratas eutiorideas (C), hipertiroideas
(Hiper) e hipotiroideas (Mipo), las condiciones experimentales fueron come se indica en
métodos. Las censtantes cinéticas se calcularon con el programa Qrigen 5 0, ajustando la
curva segdn la ecuacidn de Michaelis-Menten. La figura representa un promedic de seis
experimentos t SD.

CALIDAD BE L.OS LIPOSCMAS
Por lo mencionado anteriormente en nuestros estudios utilizamos los lipidos
obtenidos a partir de  mitocondrias obtenidas de ratas hipertiroideas e
hipotiroideas para formar liposomas a los cuales eventualmente se les
reconstituyd la adenin nucledtido translocasa. Y para ello realizamos algunos

experimentos en los cuales analizamos el tamafic y el tipo de estructura de
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liposomas formados con lipidos extraides de membranas en los diferentes estados
tiroideos

La Figura 2 panel A muestra s tamafio de los liposomas formados como se
descrihe en materiales y métodos. Dicho analisis se efectud por microscopia
electrdnica, observandose que los liposomas son del tipo multilamelar, con un
tamario de entre 1500 y 3000 A. Por otro lado se realizaron ensayos de citometria
de flujo con el fin de observar la complejidad de cada uno de los tipos de
liposomas formados con los fosfolipidos provenientes de membranas eutircideas
(FLc), hipertiroideas (FlLuipe) © hipotiroideas (Fluge). Con este tipo de ensayos
podemos cbservar tanto la agregacion (FSC), como ia complejidad (8SC). En la
Figura 2 panet B, se muestran los liposomas formados por fosfolipides de los tres
tipos de mitocondrias, los cuales muestran el misme tipo de agregacidn y
complejidad. La forma de los lipogomas no se modificod en presencia de proteina y
de caicio, por lo que la medicion de las funciones de la ANT no se medificé por la
formacion de estructuras hexagonales, las cuales se forman en presencia de
cardiolipina vy altas cdncentraciones de calcio Si se formaran estructuras
hexagonales en presencia de calcio, la complejidad vy |la agregacion se
modificarian, recorriéndose el pico hacia la derecha (Figura 2, panel B) [Epand,

1988, Aguilar, 1999].
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Figura 2 Analisis conformacional de liposomas formados con diferente compuosicion lipidica.
Panel A analisis por microscopia electrénica de barrido de liposomas eutirgideos. Panel B,
andlisis por citometria de bamrido, en la cual se presenta el tamafio, el ndmero v la
complejidad de los liposomas de Flo, Flupe ¥ Fluge

3



AISLAMIENTO DE LA ADENIN NUCLEOTIBO TRANSLOCASA,

La idea principal de este trabajo es determinar si el estado tircideo afecta
las funciones de la ANT como consecuencia de una modificacion en el contenido
de proteina o por cambios en la composicidn lipidica de la membrana. Para ello se
planted trabajar con un sistema reconstifuido en el cual se incorpord la misma
concentracion de proteina a fos liposomas formados por los diferentes tipos
membranales y de esta manera determinar si |la composicidn lipidica de la
mernbrana es la que afecta las funciones de la ANT.

La ANT se aisld de mitocondrias de higado de ratas eutiroideas,
hipertircideas o hipotiroideas. Se utilizaron dos columnas de afinidad, una de
hidroxiapatita (HTP) en la cual la ANT no se une a la columna junto con ofras dos
proteinas, tales como el acarreador de fosfatas. Para lograr una mayor purificacién
se utilizd una segunda columna de azul de sefarosa (BS) siguiendo el
procedimiento indicado en materiales y métodos. El perfil de purificacion se
muestra en la Figura 3, en donde las primeras fracciones 1-19, obtenidas del
eluado c.on NaCl 0.5M, MOPS 10 mM, Triton X-100 0.5 %, pH 7.2, muestran un
alto contenide de proteinas, las cuales presentan una baja afinidad por la BS.
Posterior al eluado, se aplicé un gradiente de NaCl {0.15-3 M), obteniendo una
liberacion gradual de proteinas (fracciones 20- 59). Al terminar el gradiente se
aplicd una solucion de NaCl 015 M y SDS 0.1 %. En este Gitimo eluado se
obtuvieron fracciones dentro de las cuales obtuvimos una proteina de 30 KDa
(fracciones B60-77). Estas dultimas fracciones se analizaron en un gel de

poliacrilamida al 10 %, identificandose una banda de 20 kDa en cada una de las
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fracciones, como se observa en la Figura 4 panel A, en las fracciones 67-69 sola
aparece una banda de 30 kDa y en las fracciones 64-86 se observa una proteina

de 60 kDa que podria ser el dimero de Ia misma proteina
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Figura 3. Perfil de purificacién de la adenin nucledtido franslocasa obienido durante ia
iferentes eluciones, usando la columna de azul de sefarosa. Las fracciones de la 1-19 muestra
la elucidn con NaCl 0.5 M, MOPS 10 mM, Tritén X~100 0.5%, pH 7.2; las fracciones 20-5
muestran ia elucién con un gradiente de NaCl 0.15-3 M y las fracciones 60-77 muestran !
elucién con 0.15 M de NaCl y 0 1 % de SDS

Una vez obtenida la proteina de 30 kDa, s& mezclaron todas las fracciones
86-70 y se reconstituyeron 300 pg de la mezcla, en liposomas que contenian ATP
interno con el fin de medir la actividad de la adenin. nucledtido translocasa (ANT),
estos liposomas fueron preparados a partir de lipidos extraidos de mitocondrias de

higado de ratas eutiroideas (FLg) El recambio se llevd a cabo agregando ADP 1
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mM, observando ia salida de ATP por medio de un ensayo acoplado a enzimas y
sustratos como son hexocinasa, glucosa, glucosa-5-fosfafo deshidrogenasa y
NADP, midiendo la aparicién de NADPH a 340 nm, observandose un recambio de
38.5 nmolATP/min/mg de proteina, inhibido hasta 5 nmolATP/min/mg de proteina
en presencia de carboxiatractilésido 2 pM, como se muestra en la Figura 4 panel
B. Ei carboxiatractilésido inhibié en un 87 % el transporte, por lo tanto, la proteina

reconstituida corresponde a la adenin nucledtido transiocasa.

Panel A _ - ‘ TESIS CON’
- FALLA DE CRIGEN
39 m ‘
Panel B

1M do ADP 1o ADP + CAT

Figura 4. panel A. Andlisis de 1as fracciones por gel de poliacrilamida al 10 % después de elui
n 0.15 M de NaCl y 0 1% de SDS en la columna de azul de sefarosa, en el primer carrif
uesiran los marcadores de peso molecular (PM), en los demas camtles se muestran ia

racciones obtenidas de la slucion Panel B Actividad de las fraccionas 66-82 en un sistem

econstituido en liposomas de membrana intema mitocondrial de ratas eutircideas, |la actividad
inhibid en presencia de carboxiatractiléside (CAT) 2 uM. La figura muestra un experiment:
representativo.
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AISLAMIENTO Y RECONSTITUCION DE LA ANT DE LOS DIFERENTES TIPOS
DE MITOCONDRIAS

Con el mismo método de purificacidn se procedié a aislar la ANT de
mitocondrias de higado de ratas hipertiroideas e hipotircideas obteniéndose el
mismo perfil de purificacion para cada una. Las respectivas ANT obtenidas se
reconstituyeron (300 pg de proteina) en liposomas formados con Fle, Flyjpe ©
FLyigo. En los liposomas de FLg se reconstituyd la ANT de mitocondrias eutiroideas
{ANT), en los de Flyie: la ANT de mitocondrias hipertircideas (ANTuiper) ¥ en los
FLipoe la ANT de mitocondrias hipotiroideas (ANThig). E! recambio se midié como
se menciond en materiales y métodos. En la Figura 5 se observa que los
protecliposomas de Flugper-ANThiper muestran un 57 % mas de actividad que los
protecliposomas de FLc-ANTe y mas del 100% con respecto a los
protecliposomas de Flppe-ANTupe Por lo tanto, bajo estas condiciones el
recambio no se ve afectado directamente por el contenido de ANT, ya que se
reconstituyé la misma cantidad de proteina en cada una de las membranas,
teniendo come Unica variable el tipo de membrana, por lo que podemos decir que
la composicidn lipidica influye en la actividad del ANT en los diferentes estados

tiroideos.
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Figura 5. Recambio de ADP/ATP en un sistema reconstituide con proteoliposomas de Fle-
ANTg (C), FliiperANThger (Hiper) ¥ Flupe-ANTwp (Hipo) inhibida con carboxiatractil6sido
(CAT) 2 uM. Se determind el recambio medianle la salida de ATP de las vesiculas,
midiende el ATP por aparicién de NADPH a 340 nm en presencia de Glucosa 10 mM,
hexocinasa 5 U, glu-6-P-deshidrogenasa 5 U v NADP 1 mM. La figura representa el
promedic de 4 experimenteos diferentes + 8D

CINETICA DE RECAMBIC DE LA ANT EN UN SISTEMA RECONSTITUIDO.

Con el fin de establecer firmemente el efecio del estado tircideo sobie la
funcion de la ANT, se procedido a medir la cinetica de recambio en protecliposomas
de mitocondrias provenientes de animales en cada uno de los estados tiroideos,
raconstituyendo la ANT obtenida de la primera columna (hidroxiapatita) v
formando los liposomas en presencia de ADP 30 mM. La ANT se reconstituyd

como se describe en materiales y métodos
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En la figura 6, se muestra un gel de poliacrilamida al 10 % tefiido con plata
donde se aprecia ia purificacioén de la ANT con hidroxiapatita (carriles 2 y 3), en el
mismo gel s& corrid una muestra de 15 pl liposomas sin ANT (carriles 4,5y 8) y
liposomas con el ANT reconstituido {carriles 7-10), como se puede observar en la
figura 6, la fraccidn purificada de ANT tiene contaminantes de bajo peso
malecular. Sin embargo al reconstituir esta fraccion sdlo se logra observar una

sola banda de 30 kDa, lo que sugiere que se reconstituyd la ANT.

TESIS CON
FALLA DE ORICEN

PM  ANT LIPIDOS PROTEOLIPOSCMAS

Figura 6. Gel de poliacrilamida tefido con plata. Carril 1 representa los marcadores de
peso molecular (PM), carril 2 y 3 muestra la fraccion purificada de ANT con
hidroxiapatita, carril 4-6 liposomas sin ANT y caril 7-10 liposomas con el ANT
reconstituido.

Una vez obtenidos los proteoliposomas formados con FLe-ANTe, se midié
el recambio agregando 60 nmol de [°HJADP a diferentes tiempos, observandose
un recambio maximo de 980.04 nmolADP/min/mg a los 40 segundos, el cual fue
irhibido a 25 nmolADP/min/mg de proteina en presencia de carboxiatractilésido 2

UM, como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Recambio de ADP/PHJADP en presencia de 60 nmol de PHJADP a tiempos
de 10, 20, 30 y 40 segundos. El citculo cerrado representa |a Ia inhibicién con 1 yM de
CAT a los 40 segundos de recambio. Se utilizaron proteoliposomas de FLg-ANTe La
figura representa un experimento representativo.,

Una vez obtenida la curva de tiempo se procedid a realizar una cinética de
recambio a diferentes concentraciones de [3H] ADP tomando el tiempo de 30 seg
a 4 °C y 25 °C La Figura 8 panel A, muestra |a cinética de recambio a 4 °C,
inhibido en presencia y en ausencia de 30 uM de atractildsido. A esta temperatura
se obtuvo una cinética de recambio en la cual no se llegd a una saturacion
maxima. En la Figurﬁ 8 panel B, se muestra una cinética de recambio hiperbdlica
a 25 °C. Al realizar un grafico de linearizacion (doble reciproco) obtenemos los
parametros cinéticos caracteristicos de la ANT con una Km de 29.4 uM vy una
Vmax de 110 nmol ADP/min/mg de proteina, con un patrdon de inhibicion tipo
competitive (Figura 8 panel C). La Km y |z Vmax son muy cercancs al que se ha
reportado en la literatura cuya Km oscila entre 10-30 uM y la Vmax entre 100-200

nmol/minfmg de proteina en mitocondrias de mamifero [Vignais, 1976]
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Figura 8 Recambio de la ANT¢ reconstituida en liposomas de Fle. Panel A, muestra el
recambio a diferentes concentraciones de [aH]ADP (m} & inhibido con atractilgsido 30 piM (e)
a 4°C. Panel B, muestra el mismo recambio pero a 25 °C. Panel €, muestra la linearizacion
{doble reciproco) de la cinética de recambio a 25 °C, con un patrén de inhibicién tipo
competitivo. La figura representa un experimento representativo.
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EFECTO DE LA COMPOSICION LIPIDICA SOBRE LA CINETICA DE LA
ADENIN NUCLEOTIDO TRANSLOCASA

Dado que unc de los objetivos que se plantearon fue determinar si el
contenido de ANT en mitocondrias de ratas hipertiroideas e hipotiroideas influye
en una mayor o menor actividad, procedimos a evaluar los parametros cinéticos
en un sistema reconstituido en el cual se incorpord la misma concentracion de
proteina {300 pg) de cada unc de las ANT aislados en liposomas formados con
Flc, Flupe © Flugo. La reconstitucion se llevé a cabo como se indica en
materiales y métodos,

Una vez obtenidos los proteoliposomas, se determind la concentracion de
proteina incorporada en los tres tipos, obteniendo una concentracidn muy cercana
entre los tres sistemas reconstituidos. En protrecliposomas formados por Flg-
ANTc de los 300 pg de ANT afadidos se incorporaron 236 + 64 ug. En
protecliposomas dé Flupe~ANTwper 257 & 44 pg v en proteotiposomas de FlLype-
ANThHpe 2671 £ 32 pg. En la Figura 9 se muestra la actividad de la ANT¢
reconstituida en liposomas de Flg, ANThiper €n liposomas de Fliper ¥ ANTwine €n
liposomas de Flyige. Los proteoliposomas de FLuperANTiger presentan una Vimax
1.5 veces mas alta con respecto a los proteoliposomas de FLe-ANTe v 2.5 veces
mas con respecto a los proteoliposomas de Flyge-ANThips, estos dlfimos
presentan una actividad 1.6 veces menor con respecto a los protecliposomas de
FLc-ANT: Por lo que la actividad de la ANTyier 85 mas alta a pesar de que se

incorpord la misma concentracion de proteina Esto nos hace pensar que la
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composicién lipidica es la responsable de los cambios en actividad y no el

aumento o disminucion en el contenido de ANT en mitocondrias
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Figura 9. Actividad de la ANT; (C), ANTyper (Hiper) ¥ ANThe {Hipo) reconstituidas en
liposomas formados con Fle, Fluper ¥ Flupe vespectivamente. La figura representa 9

Con estos resultados, en los cuales se reconstituyd la misma

" concentracidn de proteina, se puede concluir parcialmente que la actividad de la

ANT se modifica dependiendo del ambiente lip{dico. Con el fin de obtener datos

mas concluyentes, se realizaron experimentos de reconstitucidn en los cuales se

incorpord la misma concentracién de la ANTe, ANTuger ¥ ANTwige €0 liposomas
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formados con FLe A estos proteoliposomas se les midié el recambio y se observéd
que la actividad de las diferentes ANT fue la misma, como se muestra en la Figura
10 panel A Al reconstituir 1os ANT en liposomas farmados con FLyiger (Figura 10,
panel B) y liposomas de Flugs (Figura 10, panel C), se observd el mismo
comportamiento

En la Tabla 1 se resume el comportamienio cinético de las diferentes
combinaciones de Fosfolipidos y ANT, observandose que cuando la ANT se
incorpora en liposomas formados con Flape la Vmax se incrementa
significativamente con respecto a los liposomas de FlLe y a los liposomas de
Fligpe Sin embargo cuando se incorpora la ANTe, ANTpiper ¥ ANThigo €N liposomas
formados con Fluper la actividad es la misma. Lo mismo ocurreé cuando se
incorporan las ANT en liposomas formados con Fly v liposomas de FLg. Por lo
tanto la actividad de la ANT aumenta ¢ disminuye dependiendo del ambiente
lipidico en el cual se encuentre. Por otro lado ia afinidad de la ANT (Ks) también
cambia significativamente cuando el ambiente lipidico se modifica. Por lo tanto
podemos sugerir que la ANT de alguna manera podria estar cambiando su

conformacion y modificar su actividad
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Figura 10. Actividad de la ANTz, ANTyie: ¥ ANT 5, en liposomas formados con los
tres tipos de fosfolipidos. Panel A, profeoliposomas formados con Fle vy las
diferentes ANT Panel B, proteoliposmas de Flyger v l0s tres ANT. Panel C,
protecliposomas de Flu, y las diferentes ANT Cada figura representa 3
expetimentos + SD. ns =no hay diferencia significativa
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FOSFOLIPIDOS | ANT Vmax Ks (uM)
(nmolADP/min/mg)
C 174.49£29.8 % 452+ 4,89
(n=4) (n=4)
Hiper 175+35 45.5+3.3
c (n=3) (n=3)
Hipo 192.7£28 46.8+13.8
(n=3) (n=3)
c 248+47 88.7+£23
{n=3) (n=4)
) Hiper 266.24£36 ° 55+14.9 ®
Hiper (n=4) {(n=4)
Hipo 266161 60.2+8.6
(n=3) (n=3)
C 154.6122 39.24£8.8
{n=3) (n=3)
Hipo Hiper 198.49+92 52.91+8.6
{n=3) {h=3)
Hipo 105.36+34 © 23.845.15
(n=4) (n=4)

Tabla 1. Compoertamiento cinético de las diferentes combinaciones de liposomas y ANT
En donde &, b y ¢ son significativamente diferentes conunap<005. Yd, ey f
sen diferentes con una de p¢ 0.05

CONTENIDO DE CARDIOLIPINA.

La concentracidn mitocondrial de cardiolipina cambia dependiendo del
estado tiroideo. En mitocondrias de ratas hipertircideas aumenta, y disminuye en
hipotiroideas {Paradies y cols 1990a]. Por otro lado, se sabe que la cardiolipina es
esencial para la actividad de la ANT ya que se encuentra fuertemente unida g ella
[Beyer y Klingenberg, 1983]. Por lo que era necesario cuantificar el contenido de
cardiolipina presente en nuestras mitocondrias, para determinar si los cambios en
actividad son debidos al aumento ¢ disminucién de este fosfolipido. La
determinacién sé realizd utilizando un indicador altamente especifico para la

cardiclipina, el naranja de acridina es capaz de unirse a fosfolipidos anidnices,
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como son la cardiolipina, la fosfatidilserina y el fosfatidilinesitol, con una Kd de 10-
30 uM para la cardiolipina.

En la Tabla 2 s& muestra que el contenido de fosfolipidos totales en
mitocondrias de ratas eutiroideas e hipertiroideas es significativamente el mismo y
se encuentra disminuido en mitocondrias de ratas hipotircideas. El contenido de
cardiolipina en mitocondrias eutiroideas equivale a un 22 % de los fosfolipidos
totales En mitocondrias hipertiroideas el contenido de cardiolipina equivale a un
32 % de los fosfolipidos totales, 13 % mas gue en las eutircideas En mitocondrias
hipotiroideas hay un 18.8 % de cardiolipina, 17 % menos que en las hipertiroideas

y 6 % menos que en las eutiroideas.

CONDICION |FOSFOLIPIDOS TOTALES CARDIOLIPINA
{nmal/mg de proteina) (nmol/mg de proteina)
Eutirpideas 120+£87 266107

{n=6) {n=3)
Hipertiroideas 134 £ 578* 43 £7 2*

(n=3) n=3)
Hipotiroideas 106 £12.07 20488

(n=4) (n=3)

Tabla 2. Cuantificacion de fosfolipidos totales y cardiolipina por el método de fosfatos descrito en
materiales y métodos v naranja de acridina en mitocondrias de ratas eutiroideas, hipertitoideas e
hipotircideas. * significativarmente diferentes con una p < 0.05

TRANSICION DE LA PERMEABILIDAD EN LIPOSOMAS
Otro de los objetivos importantes fue demostrar |a participacién que tiene
fa ANT en la formacién de un poro inespecifico; el liamade poro de la transicién
de la permeabilidad Como es sabido, en mitocondrias de ratas hipertiroideas la

transicién de la permeabilidad ocurre rapidamente en presencia de calcio, Io cual
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se ha atribuido al alto contenido de ANT en estas mitocondrias [Schénfeld y cols
1887]. Sin embargo, la cardiclipina también juega un papel muy importante en este
fenémeno, ya que se ha descrito que al interactuar con el calcio se promueve la
transicion de la permesabilidad [Brustovetsky y Klingenberg, 1996)]. Por lo anterior
decidimos evaluar este fendmeno en un sistema reconsiituido. Para elio se
formaron liposomas con Fle, Fluger ¥ Fluipe, incorporando su respectivo ANT
como se hizo en el recambio de adenin nucledtidos

A estos liposomas se les incorporarcn 300 ug de ANT, usando las
técnicas de reconstitucion mencionadas en materiales y métodos. La transicién de
la permeabilidad se detectd midiendo |a salida de sulfonato de fluoresceina de los
protecliposomas, promovida en presencia de inductores de la TPM como el
cadmio, el cual es un modificador de grupos tioles [Zazueta y cols 2000] y &l dcido
miristico cuyo efecte es a través de la ANT, en presencia de 100 uM de calcio
[Wieckowski y cols 2000]. La salida de fluoresceina se detectd midiendo a
cantidad de indicador dentro y fuera de los proteoliposomas, antes vy despues de la
induccién de la TPM con los diferentes inductores.

La Figura 11 panel A muestra la transicién de la permeabilidad inducida por
acido miristico en presencia de calcio, observandose que hay una mayor
liberacion del compuesto incorporado en proteoliposomas de FLpiper-ANThiper coN
respecto a los proteoliposomas de FLc-ANTe e Flyipe-ANThipe. Por lo que los
proteoliposomas de FlyiperANThiper SON mas propensos a la TPM ocurriendo 1o
contraric en protecliposomas de Flupe-ANThipe. S8 incorporé la  misma
concentracion de proteina (ANT) en los tres tipos de protecliposomas. Por otro

lado bajo las mismas cendiciones se determind la TPM usando como inductor al
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Cadmio {Figura 11 panel B), y se observd que el cadmio no indujo ia TPM en
protecliposomas de Flupe-ANTHpo, pero si en proteoliposomas de FLuper-ANThiper
y de FLc-ANT:. En esie caso no existen diferencias significativas en el aumento o
disminucion de la TPM entre los diferentes proteoliposomas de FLe-ANTe ¥ Fluspar
ANTuiper, que liberan el 35 % del colorante, pero si con - respecto a los
protecliposomas de Flup-ANTupe que liberan el 9 % del colorante incorporado.
Peor lo tanto, estos resultados nes indican que el contenido de ANT presente
en mitocondrias de ratas hipertiroideas no es el Unico factor que interviene en el
fenémeno de transicién de la permeabilidad Por lo que consideramos gue la
composicién lipidica de la membrana, es importante para el establecimiento de la

TPM.
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Figura 11. Transicion de ia permeabilidad en un sistema reconstituide Panel A
muestra la TPM inducida con 50, 80, 100, 150 y 200 pM de &cido miristico y 100 ph
de calcio, Panel B, TPM inducida en presencia de 10, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 uM
de cadmio. En los.tres tipos de proteoliposomas. La TPM se midié como se indica en
materiales y métodos con un tiempoe de incubacién de 10 min a 30 °C. Los graficos
representan 4 experimentos diferentes £+ SD
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La importancia de la composicion lipidica en la TPM fue corroborada al medir
la TPM inducida con Acido miristico en protecliposomas formados con FLe ¥ ANTe,
ANTuiger 0 ANTHie (Figura 12, panel A}, observandose que la TPM no cambia
. cuando los fosfolipidos son los mismos. A su vez se midio en protecliposomas
formados con FLyper ¥ las diferentes ANT (Figura 12, panel B) y FLyg con las
tres ANT (Figura 12, panel C), observandose el mismo comportamiento.

La Tabla 3 resume la induccion de la TPM con acido miristico y calcic en las
diferentes combinaciones de liposomas y ANT Cuando se indujd la TPM en
protecliposomas formados con FLc-ANThjper ¥ FLe-ANTHipe 12 TPM no cambid, sin
embargo ésta es significativamente diferente en los liposomas de Fluger en los
que la TPM fue mayor con respecto a los liposomas de Flyp v liposomas de Flg.
Lo mismo ocurrié en liposomas hipotiroidecs en donde la TPM fue menor. Con
estos resultados  confiimamos que la TPM depende de la composicidn
fosfolipidica de la membrana, en la cual la cardiolipina podria estar jugando uﬁ
papel muy importante dado que esta Intimamente relacionada con la ANT v los

cambios en los diferentes tipos de membranas.
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FOSFOLIPIDOS ANT % RETENCION DE SULFATO DE
FLUORESCEINA (200 utM AC. MIRISTICO + 100
uM Ca®)

C 65228~
{n=3)

Cc Hiper 729412
_(n=3)

Hipo 736+ 10
(n=3)

C 44+ 1438
__(n=3)

Hiper Hiper 583%66*
(n=3)

Hipo 4575
(n=3)

c 748156
_(n=3)

Hipo Hiper 755145
(n=3)

Hipo 785 +3.23 *
(n=3)

Tabla 3. Transicién de la permeabilidad inducida con 200 pM de 4cido miristico v 100 pM de
calcio en las diferentes combinaciones de fosfolipidos y ANT . * hay diferencia significativa con
una p < 0.05
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DISCUSION

Como ya se menciond anteriormente, 1a hormona tiroidea influye sobre ia
actividad de algunas proteinas. En este trabajo se realizaron experimentos, para
determinar si el aumento en el contenido de ANT o el cambio en la composicidn
lipidica modifica la actividad de la ANT Los resultados sugieren que la ANT varia
su actividad dependiendo de composicién lipidica de la membrana interna
mitocondrial. Dade que el contenido de cardiolipina se modifica en el estado
tiroideo y ademas se encuentra fuertemente unida a la ANT [Schlame y cois 1991],
se propone que la actividad de la ANT se medifica por los cambios en el
contenido de este fosfolipido y no a un aumento en la cantidad de ANT.

En los resultados obtenides, se observa claramente que la actividad de a
ANT aumenta cuando ésta es reconstifuida en liposomas formados con Flujper ¥
diminuye cuando se reconstituye en liposomas de Flyp La cantidad de proteina
reconstituida es fa misma en los tres tipos de membranas. - Al reconstituir [os
diferentes tipos de ANT en liposomas de FL¢ la actividad de la ANT es la misma.
Analizando estos resultados y midiendo e! contenido de cardiolipina en los tres
tipos de membranas podemos concluir que el estado tiroideo no maodifica fa
estructura de ia translocasa y que su actividad depends del contenid'o de
cardialipina presente en la membrana interna mitocondrial.

Beyer y Klingenberg {1985} demostraron que la ANT tiene seis moléculas
de cardiolipina; por ofro lado Schlame y cols (1991) demostraron que la interaccion
de la cardiolipina con [a ANT no depende del grado de insaturacién de las cadenas

de dcidos grasos de la cardiolipina. También se han hecho estudios en los cuales
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se determind el grade de insaturacidn de los acidos grasos en tejidos
hipertiroideos & hipotiroideos, y se encontré que en el hipertiroidismo el grado de
insaturacion aumenta y en el hipotiroidismo disminuye {Guerrero y cols 1999
Considerando estos resultados podriamos preponer que el ndmero de
cardiolipinas fuertemente unidas serian las mismas en mitocondrias de ratas
hipotirgideas e hipertiroideas, dado que la interaceidn de la cardiolipina con la ANT
no depende del grado de instauracion. Por lo tanto, podriamos sugerir, gue un
cambic en el grado de instauracién podria estar influyendo en la actividad de la
ANT ademas de un aumento o disminucion de cardiolipina en la membrana interna
mitocondrial, la cual puede estar confiriendo una medificacion en la fluidez de la
membrana interna en mitocondrias de ratas hipertiroideas e hipotirpideas.

Otros autores argumentan gue la actividad de la ANT no solo depende del
contenido de¢ cardioliping, sino gque también requisre de otros fosfolipidos, en
conjunto con la cardiolipina. Esto 1o demostraron reconstituyendo a 1a ANT en
liposomas con diferente composicion lipidica, obteniendo una mayor actividad en
liposomas que contenian cardiolipina (7-10 %) y fosfatidiletanolamina (22 %)
[Krémer, 1980, Hoch, 1982]. En nuestro caso los liposomas formados cen
fosfolipidos de mitocondrias de l0s tres estados tiroideas, poseen una variedad de
fosfolipidos de los cuales ja cardioliping es el fosfolipido mas afectado.

Las mitocondrias de ratas eutircideas contienen 22 nmolimg de
cardiolipina, 45 nmol/img de fofatidiletanolamina, 11 1 nmol/mg de fofatidilinositol,
1.7 nmol/mg de fofatidilserina, 81 nmolfmg de fos;fatilcolina, 16 nimolf de colesterol.
En mitocondrias hipertircideas el contenido es de 34 nmol/mg de cardiolipina, 52.7

nmolimg de fosfatidiletanolaming, 11 nmol/mg de fosfatidilinositel, 2 nmol de
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fosfatididserina, 79 nmol/mg de fosfatidilcoling v 12 de colesterol [Paradies y
Ruggiero 1980] . Las diferencias mas claras estén en el contenido de cardiolipina
y fosfatidiletanolamina. En este estudio hemos analizado los efectos del cambio en
el contenido de cardioli;ﬁina..

Por otro lado, se ha demostrado que las mitocondrias de ratas
hipotiroideas son mas resistentes a sufrir la TPM [Chévez y cols 1998], ocurriendo
lo contrario en mitocondrias hipertiroideas Nuestros resuitados demuestran que la
induccion de la transicién de la permeabilidad depende del ambiente lipidico en la
cual se encuentre la ANT. Como se mosird en la Figura 11, la TPM inducida por
cadmio, al reconstituir Ja ANT en liposomas de Flye, fue menor debido a que el
contenido de cardiolipina en estos liposomas esta disminuido, considerando que
se reconstituyd ia misma cantidad de proteina. Proponemos que en mitocondrias
de ratas hipotircideas la fluidez de la membrana estéd modificada por el cambio en
la composicién lipidica, impidiendo que el ANT se transforme en un poro
inespecifico al oxidarse |os grupos tioles de la proteina en presencia de cadmio,
como se ha descfito recientemente en mitocondrias eutiroideas [Zazueta y cols
2000].

Sin embargo, en liposomas dé Flc y Flupe la TPM inducida por cadmio es
mas sensible con respecto a los liposomas de FLyge debido a que las mitocondrias
de ratas hipotiroideas son menos fluidas [Pilarska y cols 1991]; si consideramos
que se reconstituyd la misma concentracién de proteina y el cadmio solo
interactda con los grupos tioles, [a TPM es la misma en los fres casos. Ricchelliy
cols {1999) demostraron que la transicidn de la permeabilidad depende de la

fluidez de la membrana, apoyando con esto que los liposomas de FLuge Son mas
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resistentes a la TPM debido a que son menos fluidos, tal fluidez depende de la
composicion lipidica de la membrana.

El acido miristico en presencia de calcio, es otro agente inductor de la TPM
que actda é través de la ANT en ausencia de un pofencial fransmembranal
[Wieckowski, 2000] MNuestros resultados coinciden con estos, dado que se
obtiene una transicion de permeabilidad en un sistema reconstifuido en ausencia
de potencial. Por otro lado, al igual que con el cadmio, los protecliposomas de
FLHipo-ANT wipe tienen una menor TPM con respecto a los proteoliposomnas de Fle-
ANTe ¥ FlHiper-ANTHpe. Cuando se utiliza &acido miristico como  inductor
observamos que la TPM cambia dependiendo del tipc de membrana en el cual se
encuentre la ANT, como ocurre en el recambic. Esto nos hace suponer qgue la
apertura de la TMP también depende de la composicidn lipidica. Se ha sugerido
que el calcio interadﬂa directamente con las cargas negativas de |la cardiolipina
dejando libres las cargas positivas de la ANT, por lo que suponemos de esta
forma permite la interaceidn del &cido miristico con ja ANT que a su vez puede
depender de la fluidez de la membrana dada por la composicion lipidica de la
membrana [Pilarska y cols 1991] promoviendo la formacion de un canal
inespecifico Por lo tanto, la apertura del poro depende de la composicion de la
membrana y los cambios en el contenide de cardiclipina Esto se demostrd
midiendo {a TPM en un sistema reconstituido, el cual se realizé formando
liposomas de un solo tipo de fosfolipidos y reconstituyendo la ANT de los tres tipos

de mitocondrias, encontrandose gue la TPM no cambia.
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CONCLUSIONES

En un sistema reconstituido, la actividad de Ia adenin nucledtido
translocasa cambia dependiendo del ambiente lipidico en el cual
se encuentre, considerando que en membranas de ratas
hipertiroideas aumenta el contenido de cardiolipina y disminuye en
el hipotiroidismo.

El contenido de cardiclipina es importante para el establecimiento
de una permeabilidad ingspecifica que lleva a la TPM, fomando en
cuenta gue la concentracidn de cardioliping cambia dependiende

del estado tiroideo en la cual se encuentren las mitocondrias
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PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos demostramos que tanto la actividad de la ANT
COrI':IO la TPM cambian dependiendo del ambiente lipidico en el cual se encuentre
la proteina. Ademas sugerimos que el fosfolipido que pudiera estar jugando un
papel muy importante en estos cambios es la cardiolipina. Por lo que surge la
pregunta de ; como es que la cardiolipina promueve estos cambios, principalmente
en la formacién del canal inespecifico? Por otra lado, es de interés conocer, si el
contenido de cardiclipina fuertemente unida a la ANT cambia en los tres estados
tiroideos o solo cambia el grado de insaturacidn de log acidos grasos de dicho
fosfolipido. Por lo que uno de los objetivos es medir las cardiolipinas fuertemente
unidas a la ANT de mitocondrias hipertiroideas, hipotiroideas y eutiroideas y a su
vez medir la TPM en ausencia de estas cardiolipinas con el fin de establecer el
papel principal de la cardiolipina en la TPM. Otre de ios objetivos es medir el grado

de los acidos grasos de la cardiolipina en los tres estados tiroideos.

Por otro lado, se ha repertado que la TPM es un fendémene que esta
involucrado en el inicio de la apoptosis [Crompton, 1999; Priault, 1999, Bernardi,
1996} es de interés estudiar si las células de ratas hipotircideas son mas
resistentes a sufrir la muerte celular programada, dado que las mitocondrias de
ratas hipotircideas son mdés resistentes a sufrir la TPM. Considerando los
resultados de este trabajo, la composicidn lipidica de la membrana de estas

mitocendrias tendria efectos claros sobre 1a apoptosis.
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