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RESUMEN

La hormona tiroidea (T3) regula la expresión génica de diferentes proteínas de la membrana

interna mifocondrial. Algunas de elias actúan como transportadoras de electrones y otras

como transportadoras de metabolitos. En este trabajo exploramos la posibilidad de que la

biosíntesis del uniportador de Ca2+ de la membrana interna mitocondrial pudiera ser

regulada por la hormona tiroidea. La conclusión de este trabajo es que, la expresión de este

uniportador es modulada por dicha hormona. Esta conclusión tiene como fundamento los

resultados obtenidos, utilizando mitocondrias de hígado de ratas controles, hipotiroideas,

hipotiroideas tratadas con la hormona tiroidea (hipotÍroideas+T3> e hipertiroideas, se obtuvo

un mayor transporte de Ca2+ en el estado hipertiroideo, igual transporte en el estado

hipotiroideo+Tj y uno menor en el hipotiroideo con relación al control. Por otro lado, se

observó que se necesitó de una menor concentración del inhibidor rutenio 360 (Ruj^o) para

eliminar en un 85 % el transporte de calcio en el estado hipotiroideo y una mayor

concentración de éste para eliminar dicho transporte en el estado hipertiroideo, con respecto

al control y lo más importante, cuando se administró la hormona Tj a las ratas hipotiroideas

el porcentaje de inhibición fue similar al del control. Asi mismo, la unión del inhibidor

radiactivo rutenio 360 (lo3Ru36o) aí uniportador de calcio, fue mayor en las mitocondrias de

las ratas hipertiroideas (42.9 ± 3.3 pmol/mg de proteína), menor en las hipotiroideas (26.7 ±

2.4 pmol/mg de proteína) e igual en las hipotiroideas+T3 (34.9 ± 4.6 pmol/mg de proteína)

con respecto a las controles (33.7 ± 2.6 pmoi/mg de proteína). Cabe mencionar que no se

observaron diferencias en las constantes de disociación del !03RU3GO. El aumento tanto en el

transporte de Ca2+ como en la unión del 103Ru36o en las mitocondrias de las ratas

hipertiroideas se normalizó con la administración de cicloheximida un inhibidor de la

síntesis de proteínas.
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INTRODUCCIÓN

Estructura de la mitocondria

La fosforilación oxidativa es responsable de la producción del 95% de la energía en

forma de ATP y se lleva a cabo dentro de la mitocondria (Voet y Voet, 1995). La

mitocondria es un compartimento intracelular en las células con metabolismo aeróbico;

tiene un diámetro de 0.5 a 1 um y una longitud aproximada de 1.5 a 2 um. Está formada

por dos membranas unitarias que se encuentran separadas por un espacio intermembranaí.

Mientras la membrana extema es lisa y continua alrededor de la mitocondria, la membrana

interna forma extensos plegamientos irregulares llamados crestas en los cuales se

encuentran embebidas las enzimas que integran la cadena transportadora de electrones, la

adenín nucleótido translocasa y la Fi-ATPasa. Contenida por la membrana interna se

encuentra la matriz mitocondrial (Whíttaker, 1978), en ia cual se encuentran las enzimas

del ciclo de Krebs y de la ^-oxidación, el DNA y ribosomas.

£1 efecto de las hormonas tiroideas sobre las funciones mitocondríales

La glándula tiroides produce dos hormonas: la L-tiroxina (T4) y la 3,3',5-triiodo-

L-tironina ( T Í ) (Figura 1). Estas hormonas ejercen una acción importante sobre numerosos

procesos fisiológicos y bioquímicos en la célula, que comprenden desde la regulación del

crecimiento y diferenciación celular hasta la regulación del metabolismo energético (Goglia

ei al. 1999). Por ejemplo, el incremento en los niveles de estas hormonas tiene como

consecuencia la estimulación de la actividad respiratoria de la mitocondria. A este respecto,

en años recientes se ha postulado que la T3 regula la respiración de una manera rápida por



interactuar en forma directa con diferentes componentes de la cadena respiratoria, y de

una manera más lenta estimulando la expresión de genes que codifican para componentes

de la cadena respiratoria (Soboll, 1993). La hormona Tj además induce cambios en la

eficiencia del acoplamiento entre el transporte de los electrones y la síntesis del ATP,

debido a cambios en la permeabilidad especifica de la membrana interna mitocondrial

(Brande? ¿r/. 1994;Harper, 1993).

La acción de las hormonas tiroideas se manifiesta especialmente - en el hígado, el

corazón, el riñon y el cerebro. Esta acción es extremadamente compleja, ya que, como se

mencionó, pueden influir de dos maneras sobre las funciones celulares, í.e., a. corto plazo

uniéndose extranuclearmente a proteínas, y a largo plazo, sobre la expresión genética, vía

receptores nucleares y mitocondriales.

A)

CH2-CH-COO"
2 I

B)

HO CHL-CH-COO*

Figura 1 Estructura química de las hormonas tiroideas. A) L-tiroxina o T4; B) 3,3',5-

triiodo-L-tironina o T3



Efectos, a corto plazo, de la hormona tiroidea sobre las funciones celulares

El primer paso en la ruta de acción de las hormonas tiroideas es su unión a

receptores celulares localizados en la membrana plasmática, en la mitocondria, en el

núcleo, o a proteínas citoplásmicas.

1. Sitios de unión en la membrana plasmática

Los receptores de la membrana plasmática son proteínas que pesan de 30 a 70 kDa y

han sido identificadas en el hígado, el riñon, los timocitos y los eritrocitos de la rata (Dozin

et al. 1985; Pliam y Goldfine, 1977; Gharbi-Chihi y Terresani, 1981; Segal e Ingbar, 1982;

Botta et al. 1983; Ángel et al. 1990), en los fibroblastos del ratón (Cheng, 1983) y en el

hígado del bovino (Horiuchi et al. 1989).

También se conoce la existencia de una entrada saturable de la hormona tiroidea

mediada por un acarreador. Este sistema de transporte exhibe sitios de alta y baja afinidad

con valores de Km de 21-61 nM y de 646 a 2800 nM, respectivamente y ha sido

identificado en los fibroblastos del ratón (Cheng, 1983), en los hepatocítos, en los

adipositosy en los eritrocitos de la rata (Landeta et al. 1987, Krenning et al. 1981; Osty et

al. 1988). Sin embargo, Samson en 1992 observó en los eritrocitos de rata que la hormona

T3 se unía y penetraba ai interior de la célula a través del transportador de triptofano, por lo

que, también se ha postulado que esta hormona se transporta a través de la membrana

plasmática utilizando los acarreadores de aminoácidos.



2. Sitios de unión ea ct citosol

Tanto la T3 como la T4 pueden unirse a diferentes proteínas citosólicas en el

hígado, el corazón, el cerebro y el riñon. Por ejemplo en el hígado y el riñon de la rata se

han encontrado proteínas citosólicas de 26 a 70 kDa (Dozin et al. 1985) que cuando se unen

a la T3 la activan. Una de ellas es activada por NADPH y se une fuertemente a la membrana

interna mitocondrial como un complejo proteína-Tj. Esta proteína tiene un peso molecular

de 58 kDay una alta afinidad por la L y D- T3 (con una constante de asociación (Ka) de 2.4

nM"1) (Hashizume et ai 1989). La otra proteína no requiere de la presencia del NADPH, es

un dimero de 76 kDa (38 kDa cada una). La concentración de proteínas citosólicas que se

une a las hormonas tiroideas está relacionada con el estadio de desarrollo del tejido (Susuki

etal. 1991).

La función de estas proteínas puede ser la de un reservorio y un sistema de

transporte intracelular de las hormonas hacia la mitocondria y el núcleo (Ichikawa y

Hashizume, 1991).

3. Sitios de unión en el núcleo

En el núcleo existe un receptor para la hormona tiroidea, con una masa molecular

de 47-57 kDa. Es una proteina acida no histónica que se une a la cromatina, al ADN y a la

histona. Se encuentra preferencialmente en la cromatina transcripcionalmente activa.

Pertenece a (a familia de receptores c-erb A y su estructura es altamente conservada en

diversas especies. Es muy abundante en la glándula pituitaria, seguida del hígado, del riñon,

del corazón, del cerebro y de los testículos de la rata (Soboll, 1993)



4. Sitios de unión en la mitocondria

En la mitocondria de hígado ta hormona tiroidea se une a dos proteínas una de alto

peso molecular (43 kDa) localizada en la matriz y una 'de bajo peso molecular (28 kDa)

localizada en la membrana interna (Sterling y Mtlch, 1984); sin embargo, actualmente no se

conocen sus funciones.

Por otro lado también se han identificado sitios de unión de la T3 en la membrana

externa mitocondrial (Ka de 0.5 nM"') (Hashizume et al. 1984). Dicha unión es inhibida in

vitro por el calcio (K¡ 75 ¡JM), el cual libera al receptor de la membrana externa.

Efectos, a largo plazo, de la hormona tiroidea sobre las funciones celulares

El siguiente paso en la en la ruta de acción de las hormonas tiroideas es su efecto

sobre la expresión genética. Al respecto, en los últimos años se ha demostrado que la T3

puede ejercer este efecto a través de un receptor nuclear (TR) (Figura 2). Este receptor se

asocia intimamente a ía cromatína y a la hormona tiroidea con una alta afinidad y

especificidad (Goglia et al. 1999). Los TR son factores de transcripción que se mantienen

unidos a sitios específicos del ADN, conocidos como elementos de respuesta a la hormona

tiroidea (TREs). En ausencia de la hormona, el receptor TR tiene una función represora

intrínseca de la transcripción.



ARNm Proíeína

Proteína NRF-1

Proteínas de la cadena
respiratoria

Componentes para la replicador

transcripción y traducción

s 3Receptor §
Tiroideo .*;

Complejo
respiratorio

ADNinr-»-ARNni-* Pruteírui

Figura 2. Influencia de la hormona T3 sobre la síntesis de las proteínas. La

glándula tiroides una vez estimulada por la hormona estimulante de la tiroides (TSH)

produce L-tiroxina (T4) y triiodo-l-tiranina (T3). La T4 se convierte en T3 y de esta manera

ejerce su efecto, la T3 estimula la transcripción por su unión a un receptor tiroideo que

interactúa con secuencias específicas del ADN nuclear (ADN) o mitocondrial (ADNmt),

conocidas como elementos de respuesta a la hormona tiroidea (TREs). Así la T3 puede

desencadenar una cascada de expresión, que además de estimular la síntesis de proteínas

que integran el complejo respiratorio mitocondrial, estimula la síntesis de factores de

replicación, transcripción y traducción, que promueven la síntesis de otras proteínas.



Se conoce que la hormona T3 activa la expresión de nueve genes nucleares que

codifican proteínas del aparato respiratorio; dicho efecto es mediado por la interacción

directa del complejo Tj-TR con los elementos de respuesta a la hormona tiroidea (Pillar y

Seitz, 1997; Scarpulla, 1996). En mitocondrias, la hormona tiroidea regula la velocidad de

síntesis del ARN de 2 a 8 veces en 1 a 3 días, lo que esta de acuerdo con el aumento de la

cantidad de proteína sintetizada (Mutvei et al. 1989). Dicha regulación se debe a la

activación de la expresión de un factor de transcripción mitocondrial A (mtTFA) (Garstka

et al. 1994; Virbasius y Scarpulla, 1994) o a la interacción directa de la T3 con receptores

miíocondriales específicos (Figura 2) (Wrutniac et al. 1995, Wrutniac y Cabello, 1996). A

este respecto se ha demostrado que después de un tratamiento con la hormona tiroidea

existe un incremento en la concentración de la subunidad IV de la citocromo oxidasa

(Weisner et al. 1992), de algunas subunidades del complejo citocromo bc\ (jfoste et al.

1989) y de la subunidad-fi de la Fi-ATPasa (Izquierdo et ai 1995). Con respecto a la

influencia de esta hormona sobre sistemas de transporte mitocondriales, se conoce que

regula la biogénesis de la adenin nucleótido translocasa (Schónfeld et al 1997), de la

proteína desacoplante (Larkin et al. 1997) y del acarreador de tricarboxilatos (Paradies y

Rigguiero, 1990).

Debe hacerse notar que el tratamiento con hormona tiroidea incrementa el ciclo de

entrada y salida de calcio de la mitocondria, el cual depende de una alta actividad del

uníportador de calcio (Imberti et al. 1994). Es por ello que en este trabajo se exploró la

posibilidad de que la hormona tiroidea regule la síntesis del uníportador de calcio.



Funciones del calcio intracelular

Cambios en la concentración citosólica del calcio libre regulan los sistemas

celulares como: la contracción muscular, la secreción y la ruptura del glucógeno regulada

hormonalmente (Carafoli, 1987; Rasmussen y Barrett, 1984).

Por otro lado existen muchos reportes acerca de la activación que ejerce el calcio

sobre algunas enzimas mitocondriales del ciclo de Krebs como ía ct-cetoglutarato

deshidrogenasa y la isocitrato deshidrogenasa, asi como la piruvato deshidrogenasa

(Dentón y McCormack, 1990, Hansford, 1994), el transporte de electrones (Halestrap,

1987), la adenin nucleótido translocasa (Moreno-Sánchez, 1985) y la Fi-ATPasa (Yamada

y Huzel, 1989). A nivel del citosoí, concentraciones micromolares de Ca2+ alteran la

estructura de ciertas proteínas y de los ácidos nucleicos (Farberf 1990). A más bajas

concentraciones, puede interferir en el control de cinasas que requieren ATP-Mg:+

(Blackshear et al. 1988) y activar a las fosfolipasas o proteasas dependientes de calcio.

Mecanismos de transporte de calcio en la mitocondria

Hasta hace poco se consideraba que las mitocondrias acumulaban Ca2* para

disminuir la concentración de Ca + en el citosol en respuesta a las variaciones de este ion

dentro de la célula (Akerman y Nicholls, 1983) y de esta manera proteger al citosol contra

la hipercalcemia que se presenta en condiciones patológicas. Actualmente se considera que

el papel principal del trasporte de calcio mitocondrial es secuestrar al Ca2+citosólico para

activar los procesos metabólicps mitocondriales dependientes de este ion.

La mitocondria posee un elaborado sistema de transporte de Ca2+ a través de la

membrana interna mitocondrial. La acumulación de calcio es un fenómeno dependiente de



energía, ya sea por la hidrólisis de ATP o por la oxidación de un sustrato a través de la

cadena respiratoria. En ambas condiciones se genera un potencial de membrana interno

negativo (aproximadamente 140 mV) que favorece la entrada de Ca2H (Carafoli, 1975,

Akerman y Nicholls, 1983). La capacidad de la mitocondria para acumular calcio dentro de

la matriz puede exceder a 1 M y la afinidad para captarlo es suficiente para reducir el calcio

externo libre a 1 u,M.

Se conoce que son cuatro los mecanismos por los que el calcio se transporta y están

localizados en la membrana interna mitocondrial. El primero es la entrada de calcio a la

matriz mitocondrial a través del uniportador, otros dos son intercambiadores y funcionan

como mecanismos de salida, uno dependiente del Na+ y el otro dependiente del tf. Por

último, otro que se relaciona con un incremento en la permeabilidad de la membrana

mitocondrial, que permite la salida de Ca2+ y otros solutos (Gunter y Pfeiffer, 1990; Gunter

y Gunter, 1994).

La concentración de Ca2+ en la matriz mitocondrial es menor que en el citosol, por

lo que el flujo de entrada es energéticamente favorable, mientras que su salida requiere de

energía. El uniportador (U) de Ca2+ mitocondrial facilita el transporte de este ion a favor de

un gradiente electroquímico. El mecanismo de salida dependiente del Na*, actúa

intercambiando una molécula de Ca2+ por dos moléculas de Na*. Asi mismo el mecanismo

de salida dependiente del H* intercambia activamente una molécula Ca2H por dos moléculas

de R^, usando el gradiente químico del H* como fuerza impulsora (Gunter, 1994).
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Uniportador de Ca2+

Como se apuntó anteriormente, el uniportador de Ca24^ permite la entrada de este ion

en respuesta al establecimiento de un potencial de membrana, requiere de ia oxidación de

un sustrato o la hidrólisis de ATP y algunas veces puede actuar de manera inversa

(bidireccionalmente) (Figura 3).

El uniportador transporta de 700 a 1200 nmol de Ca37 min/mg de proteína, en

mitocondrias de hígado de rata (Vinogradov y Scarpa, 1973; Hutson et al. 1976; Bragadin

et al. 1979); mientras que en mitocondrias de corazón transporta de 400 a 1170 nmol de

Ca27 min/ mg de proteína (Vercesi et al. 1978; McMillin-Wood et al. 1980). Se ha

reportado que la concentración de Ca:+ a la cual se obtiene la mitad de la velocidad máxima

oscila entre 1-190 uM (Vinogradov y Scarpa, 1973; Crompton et al. 1976; Pfeiffer et al.

1976; Akerman, 1977b; Hutson, 1977).

El transporte de calcio sigue un comportamiento sigmoidal con respecto a la

concentración del ion, con un coeficiente de Hill que varía entre 1.7 y 2 (Bygrave et al.

1971; Scarpa y Grazziotti, 1973; Vinogradov y Scarpa, 1973; Reed y Bygrave, 1975;

Heaton y Nicholls, 1976; Hutson et al. 1976; Bragadin et al. 1979), lo cual sugiere que el

Ca2+ se une al menos a dos sitios en el uniportador, que pueden ser ambos de transporte o

bien, uno de ellos de transporte y otro de regulación. Sin embargo, otros autores, que no

observan este fenómeno, sugieren que depende de la temperatura o de la fuerza iónica del

medio, asi como de la presencia de Mg2H u otras condiciones (Akerman, 1977; Akerman,

1977b; Bragadin et al. 1979; Crompton, et al. 1976).

Los inhibidores del tFansporte de Ca2+ pueden ser de cuatro tipos. Entre los

inhibidores competitivos se encuentran los iones que también son transportados a través

11



del uniportador, como el Sr2+, e! Mn2+, el Ba2+ el Fe2" y los lantánidos. Existe otro grupo de

inhibidores que está formado por cationes como el Mg +, !as poliaminas, los protones, que a

pesar de no ser transportados por el uniportador, interfieren en el proceso de transporte de

Ca2+ debido a su unión al uniportador o por un efecto de apantallamiento de cargas que

ejercen sobre él. El tercer grupo de inhibidores lo componen los policationes como el rojo

de rutenio y la hexamina de cobalto (Tashmukhamedov ef a!. 1972 ) que actúan de manera

similar al Mg2+. Dentro de este último grupo también se encuentra el rutenio 360 (RU3<K>)

que inhibe de manera no competitiva al uniportador (Zazueta et al, 1999). Finalmente,

existen algunos fármacos como los 3-bíoqueadores ( Noak y Greeff, 1971), las guanidinas

(DavidofT, 1974) y los diuréticos (Gemba, 1974) que actúan como inhibidores del

transporte de Ca2+.

Enterca mbiador de 2ff7Ca2+

Este intercambiador permite la salida de una molécula de Ca2+ por cada dos

moléculas de H+ que entran a la mitocondria, recibiendo parte de su energía de la cadena

transportadora de electrones (Gunter et al. 1991) (Figura 3). Este mecanismo es

completamente independiente del Na+ (Berbardi y Azzone, 1979; Gunter y Pfeiffer, 1990).

Los parámetros cinéticos más altos reportados para este mecanismo son una Vm de 1.2

nmol/min/mg de proteína, una Km de 8.4 nmol/mg de proteína (Wingrove y Gunter, 1986),

en mitocondrias de hígado. La salida se inhibe con bajas concentraciones de desacoplantes

(Bernardi y Azzone, 1982; Gunter y PfeifFer, 1990); el Mn2+ (Gavin et al. 1990) y el Sr2+

(Gunter et al. 1988) lo inhiben competitivamente ya que son transportados por este

mecanismo.

12



Intercambiado!- de Caz+/2Na^

El intercambio de las moléculas del Ca2T por las moléculas del Na+ es un

mecanismo de salida de Ca2+ activo, con una estequiometria 1:2 ó 1:3 (Gunter y Gunter,

1994) (Figura 3). Wingrove y Gunter en 1986 determinaron los valores de Vnr= 2.6

nmol/min/mg de proteína, KniKa= 9.4 mM y Kmca= 8.1 mM en las mitocondrias del

hígado; este mecanismo es mucho más activo en las mitocondrias de los tejidos excitables

como el corazón y el cerebro. La salida del Ca2+ a través de este intercambiador, es activada

por las poliaminas espermina y espermidina ( Nicchitta y Williamson, 1984); es inhibida

por el Mg2*, por altas concentraciones del rojo de rutenío (Wingrove y Gunter, 1986) y por

et verapamil un bloqueador de los canales de calcio (Wolkowicz et al. 1983).

Transición de la permeabilidad mitocondrial

Existe un cuarto mecanismo de transporte conocido como transición de la

permeabilidad mitocondrial (TPM), ,que se caracteriza por la apertura de un poro

transmembranal inespecífíco (PTP), de aproximadamente 2-3 nm de diámetro, en la

membrana interna mitocondrial (Figura 3) (Hunter et al. 1976), que permite el paso de

diversos iones y moléculas de hasta 1.5 kDa (Bernardi el al. Í994), Aunque Igbavboa et al.

(1989) y Chávez et ai (1992) reportaron la salida de moléculas mayores. Este dramático

incremento en la permeabilidad ocurre después de la acumulación masiva de calcio y de la

adición de un agente inductor como el carboxiatractylosido, el fosfato, etc (Zoratti y Szabó,

1995). Este mecanismo de transporte se inhibe con el ADP, el bongkretato, la albúmina

sérica de bovino (Gunter y Pfeiffer, 1990). Así la transición de la permeabilidad

mitocondrial es considerada como una forma de transporte de Ca2+. Se ha sugerido que

opera en condiciones patológicas (Gunter y Pfeiffer, 1990; Richter, 1993), en la muerte

celular programada o apoptosis (Kroemer et al. 1997; Qian etal 1997).
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Figura 3. Transporte de calcio en la mitocondria. El Ca2+ entra a la mitocondria

electroforéticamente a través del uniportador de calcio mitocondrial (U) en respuesta al

potencial de membrana generado por el bombeo de protones de la cadena respiratoria ( I ,

I I I , IV), dichos protones son utilizados de igual manera por la ATP sintetasa (A) para la

síntesis ATP. El Ca2" sale en intercambio con 2H+ o 2Na+ a través de sus acarreadores

específicos ( I o D, respectivamente) o a través del poro de la transición de la

permeabilidad (PTP). Dentro de la matriz mitocondrial la concentración de Ca2+ regula la

actividad de las enzimas del ciclo de Krebs, i.e. oxoglutarato deshidrogenasa (OGDH), la

piruvato deshidrogenasa (PDH) y la isocitrato deshidrogenasa (ICDH).
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HIPÓTESIS

De acuerdo a los antecedentes, que demuestran que la hormona-tiroidea induce la expresión

de proteínas mitocondriales, en este trabajo trataremos de demostrar que la síntesis del

uniportador de Ca2+ es inducida por la hormona tiroidea.

OBJETIVOS

a) Generales

1. Conocer si la hormona tiroidea (triiodotironina o T3) regula la síntesis del uniportador

de calcio mitocondrial.

b) Particulares

1. Determinar los parámetros cinéticos del transporte de Ca2* en las mitocondrias de las

ratas controles, hipotiroideas, hipotiroideas tratadas con T3 (hÍpotÍroideas+T3) e

hipertiroideas.

2. Determinar las constantes de inhibición del transporte de 45Ca2+ en las mitocondrias de

las ratas controles, hipotiroideas, hipotiroideas+T3 e hipertiroideas utilizando el rutenio

360 (Ru36o)

3. Conocer si en las mitocondrias de las ratas hipertiroideas existe una mayor

concentración del uniportador de Ca2+ y si tas mitocondrias de las ratas

hipotiroideas+T3 tienen la misma concentración de uniportador que las mitocondrias de

las ratas controles, utilizando 103Ru3eo para titularlo.

•4. En caso de que existiera un efecto de la hormona T3 sobre la síntesis del uniportador,

utilizar a la cicloheximída como un inhibidor de la síntesis de proteínas para revertir su

efecto.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Material biológico

Se utilizaron ratas hembras Wistar de 300 g de peso con alimentación ad libitum.

Para la obtención de las ratas hipertiroideas se administró 3,5,3'-triiodotironina (2

mg/Kg de peso) por un periodo de 5 días, vía intraperitoneal (Joste et al. 1989; Schónfeld et

al. 1997,BobadiIlae/a/. 2001).

El hípotiroidismo se indujo en las ralas utilizando el método descrito por Paniagua

et al. 1992, mediante el cual una vez que se anestesió a la rata, se expuso a la traquea y

utilizando un microscopio estereoscópico se localizaron a las glándulas paratiroides, se

disecaron de la glándula tiroides, se removió totalmente la glándula tiroides y las glándulas

paratiroides se reimplantaron nuevamente. El hipotiroidismo se comprobó por la medición

de los niveles de la hormona tiroidea en la sangre, utilizando el método de

radioinmunoensayo descrito por Paniagua et al. 1992. Para corroborar que no se hubieran

modificado los niveles de calcio y fósforo en el suero por la cirugía, se midieron sus

concentraciones utilizando la técnica espectrofotométrica descrita por Chávez et al. 1998.

Tres meses después de la cirugía ías ratas estaban hipotiroideas.

Las ratas hipotiroideas fueron tratadas con 3,5,3'-triiodotÍronina 8 mg/Kg de peso

por dos semanas para revertir el efecto del hipotiroidismo.

Medio básico

En ia mayoría de los experimentos se empleó el siguiente medio: 125 mM de KC1;

10 mM de HEPES; 2 mM de Pi; 10 mM de succinato; 200 yM de ADP; 10 ug de rotenona

en un volumen final de 1 mL, pH 7.3 (20 °C). Las adiciones y modificaciones a este

medio, se especifican en las figuras y tablas correspondientes.
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Aislamiento de las mitocondrias

Se utilizó la técnica de centrifugación diferencial descrita por Chávez et al. 1985

para el aislamiento de las mitocondrias de hígado.

1) Se extrajo el tejido y se homogeneizó en"un medio isotónico de sacarosa 0.25 M, TRIS

0.01 My EDTA 0.001 M (pH7.3).

2) Se centrifugó a 2, 450 x g durante 10 min a 4 °C..

3) Se recuperó el sobrenadante y se centrifugó a 9, 800 x g por T0 min a 4 °C.

4) El sedimento se resuspendió y se incubó por 10 min a 4 °C en sacarosa 0.25 M, TRIS

0.01 My albúmina sérica de bovino libre de ácidos grasos 0.2 %.

5) Se centrifugó nuevamente a 9, 800 x g por 10 min a 4 ° C y se resuspendió el botón en

el mismo medio sin albúmina.

6) Se determinó ta concentración de proteínas por el método de bíuret (Gomal! et a!.

1949); utilizando 10 mg/mL de albúmina de bovino como estándar.

Medida del control respiratorio

El control respiratorio fue determinado polarográficamente utilizando un electrodo

tipo Clark acoplado a un registrador. Las mediciones se hicieron en presencia de 0.66 mg

de proteína mitocondrial en 2 mL de medio básico (sin ADP) y a 25 °C. La estimuiación

de la respiración se hizo adicionando 10 |AL de ADP 60 mM. La concentración de oxigeno

disuelto en la mezcla de incubación fue determinada considerando que hay 400 nAtomos de

oxígeno/ mL , a 25 °C y a la altura de la ciudad de México (2,240 m).
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Síntesis del rutenio 360 (Rirjcoy lo3Rii36o)

La técnica de síntesis del rutenio 360 (Ru3<so) fue descrita por Y'mgeta!. 1991.

1) Se Pesaron 2.5 mg de RuCl3. 3H2O y se disolvieron en 0.015 mL de HC1 6 N.

2) Se adicionaron 0.002 mL de etanol absoluto y se puso la reacción en baño Mana por 1 h

a 90°C. Posteriormente se adicionaron 2 mL de amonio concentrado y se centrifugó a

20,000 x g por 5 min.

3) Se resuspendió el precipitado en 0.2 mL de NH4OH 12 N y se incubó a 90 QC por 20

min y posteriormente se incubó toda la noche a 40 °C y se centrifugó nuevamente a

20,000 x g por 5 min.

4) Se pasó el botón a una columna de carboximetilcelulosa pre-equilibrada con formiato

de amonio 0.2 M (pH 5.0) y se eluyó con un gradiente de 0.2 a 0.6 M de formiato de

amonto (50 mL totales; pH 5.0).

5) Se recuperaron las fracciones y se hizo el espectro máximo de absorción a cada una de

360 a 600 rtm, y se encontró un solo pico de absorción a 360 nm, es decir libre de

contaminación.

6) Se calculó la concentración sabiendo que el coeficiente de extinción molar del R.U360 es

2.6 x 10" M ' W 1 .

Para la obtención del IO3Ru36o , se utilizó 103RuCl3 y la misma técnica de síntesis.

Transporte de Calcio

La entrada de calcio se midió con la técnica de filtración en millipore utilizando

concentraciones crecientes de Ca2+, hasta 200 ujvl de 4SCa2+ (actividad específica 700

cpm/nmol) en 1 mL de medio básico. El diámetro del poro de los filtros fue de 0.45 um El

experimento se realizó de la siguiente manera: en el min 0 se adicionaron 0 66 mg de
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proteína. Se filtraron 200 uL de la muestra después de 10 s de incubación a 25 °C.

Posteriormente se adicionaron 10 mL de KC1 0.1 M para lavar. Se midió la radioactividad

en el filtro en un contador de radiaciones beta.

Inhibición del transporte de calcio

La inhibición del transporte de calcio se midió con la técnica de filtración en

millipore y en 1 mL de medio básico. El diámetro del poro de los filtros fue de 0.45 Jim.

Las adiciones se realizaron de la siguiente forma: al min 0 se adicionaron 0.66 mg de

proteína y de 5 hasta 80 nM de R.U360; al min 1 se adicionó 150 uM de 45Ca2+ (actividad

específica 700 cpm/nmol), después de 10 s de incubación a 25 ÜC se tomó una alícuota de

200 pL y se filtró. De igual manera se favo y se midió en un contador de radiaciones beta.

Unión del 1O3Ru36o

Se utilizó la técnica de centrifugación descrita por Zazueta et al. 1999.

1) 1 mg de proteína mitocondrial se incubó a 25 °C con 5-70 nM 1O3Ru3<so en 6 mL del

medio básico sin la rotenona.

2) Se incubó durante 1 min y se centrifugó la muestra a 20,000 x g por 10 min y se

descartó el sobrenadante.

3) El botón se resuspendió en 1 mL del mismo medio y se centrífugo nuevamente a

20,000 x g por 10 min.

4) Eí botón se resuspendió en 1 mL del mismo medio que contenía 30 uM de RU3ÓO frío,

se incubó 1 min para eliminar la unión inespecifica del inhibidor.

5) Se centrifugó nuevamente en las mismas condiciones y el botón se resuspendió en 200

\xh de medio, se transfirió a un vial y se midió el contenido de radiactividad en un

contador de radiaciones y.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

influencia de ta hormona T¡ sobre la síntesis del uniportador de Ca

Obtención de ratas controles,
hipotíroideas, hipotiroideas tratadas
con T3, hipertiroideas, hípertiroideas +
cicloheximida

l
Obtención de las mitocondrias del
hígado de las ratas por centrifugación
diferencial

Medición
45Ca2+ en
utilizando
filtración

del
las
la

transporte de
mitocondrias
técnica de

\

Medición de la inhibición del
transporte de Ca2" con el Ru36o
en las mitocondrias utilizando
la técnica de filtración

Medición la unión del inhibidor
lO3Ru36o en las mitocondrias
utilizando la técnica de
centrifugación

Determinación del tiempo de síntesis del uniportador de Ca2

Inyección de 1 a 4 días de la
hormona T3 a ratas controles y
obtención mitocondrias

Medición de los niveles de la
hormona T3 en suero de las ratas
y medición del transporte de Ca2+,
de la unión del inhibidor IO3Ru36o
en las mitocondrias obtenidas
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RESULTADOS

Para conocer si la hormona tiroidea regula la síntesis del uniportador de Ca *

mitocondrial, ío primero que se hizo, una vez que se indujeron los diferentes estados

tiroideos en las ratas (hipotirotdeo, hipertíroldeo, hipotiroideo+Ts), fue medir los niveles de

la hormona triiodotironína (T3) en el suero, observándose que los niveles de T3 fueron hasta

cinco veces mayores en las ratas hipertiroideas con respecto a las controles (5.44 ± 0.37 v.s.

1.55 ± 0.23 |¿g/100 mL de suero) y mucho menores en las hipotiroideas con respecto a las

controles (0.05 ± 0.01 v.s. 1.55 ± 0.23 ¡ag/100 mL de suero) (Tabla 1); dichos valores

concuerdan con los reportados en la literatura (Schónfeld el al., 1997). Debido a que

existen diversos trabajos acerca del efecto de la hormona tiroidea sobre la respiración

mitocondrial (Soboll, 1993; Pillar y Seitz, 1997), decidimos medir el consumo de oxígeno

en las preparaciones mitocondriales de hígado, obtenidas a partir de los diferentes tipos de

ratas (Tabla 2) y pudimos observar que el estado tiroideo no afectó significativamente la

velocidad de consumo de oxígeno tanto en el estado 3 como en el estado 4 de la respiración

en las mitocondrias de las ratas controles, hipertiroideas e hipotiroideas+Tj. Sin embargo,

cabe mencionar que solamente hubo diferencia significativa en el consumo de oxígeno en

ambos estados de fas mitocondrias hipotiroideas con respecto a las controles

(aproximadamente un 35% menos). Esto podría deberse a que la actividad de la enzima

citocromo oxidasa está disminuida en dichas mitocondrias (Paradies et al. 1993). Por otro

lado cabe mencionar que el control respiratorio no cambió en las mitocondrias de las ratas

hipotiroideas con respecto a las controles (3.9 ± 1.0, v.s. 3.5 ± 0.6 ngAO/min/mg de

proteína), pero disminuyó en las mitocondrias de las ratas hipertiroideas (2.4 ± 0.3

ngAO/min/mg de proteína). También se observaron cambios fenotípicos en cada una de las
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ratas que indicaron hipo e hipertiroidismo, como son: el aumento de peso (hasta i 00 g),

mayor cantidad de tejido adiposo, pelo crespo, en el caso de las ratas hipotiroideas y (o

contrario en las hipertiroídeas.

Tabla. 1. Determinación de los niveles de la hormona tiroidea en suero. Se

utilizó un radioinmunoensayo (RÍA); los valores representan la media ± desviación

estándar. * Valores con diferencia estadísticamente significativa con respecto al control

(prueba de t de student; p< 0.05). n=5.

Rata

Control

Hipotiroidea

Hipotiroidea + Tj

Hipertiroidea

Niveles de Tj en suero

fig/100 mL

1.55 ±0.23

0.05 ±0.01 *

4.26 ±0.29 *

5.44±0.37 *

Tabla 2. Determinación del control respiratorio. Se utilizó un electrodo tipo Clark y

el medio básico con la adición de 600 nmoles de ADP; los valores representan la media ±

la desviación estándar. * Valores con diferencia estadísticamente significativa con respecto

al control (prueba de t de student; p< 0.05). n=10 . * * n= 5.

Mitocondrías de la

rata

Control

Hipotiroidea

** Hipotiroidea + T3

Hipertiroidea

ADP/O

1.6 ±0.3

1.5 ±0.1

1.3 ±0.3

1.4 ±0.2

Respiración

Estado 3

ngAO/min/mg de

prot.

131.8±18.5

88.9±13.7 *

130.5 ± 20.4

154.4 ±46.1

Respiración

Estado 4

ngAO/min/mg de

prot.

45.3 ±12.8

27.5 ±6.1 *

43.6± 11.3

62.9 ±9.3

Control

respiratorio

3.5 ±0.6

3.9± 1.0

2.8 ±0.4 *

2.4 ±0.3 *
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Se sabe que la hormona tiroidea tiene influencia sobre las concentraciones de Ca2*

mitocondrial (Greif, 1988), por lo cual se analizó el transporte de Ca2f en las mitocondrias

de las ratas con diferentes estados tiroideos y se observó una disminución del 20% en las

mitocondrias de ratas hipotiroideas y un aumento aproximado del 18% en las mitocondrias

de las ratas hipertiroideas con respecto a las controles; así mismo, el transporte en las

mitocondrias de las ratas hipotÍroideas+T3 fue igual que en las controles (Figura 4, Tabla

3). Lo anterior puede indicar una mayor concentración de uniportador de Ca2+ en las

mitocondrias de las ratas hipertiroideas, y una menor concentración del uniportador en las

mitocondrias de las ratas hipotiroideas e igual concentración en las hÍpotiroÍdeas+T3.

Tabla 3. Determinación de tas constantes cinéticas del transporte de calcio. Se

utilizaron los datos de la Figura 4 y la ecuación v = (Vm x S) / (Ks + S) en el programa

Microcal Origin 3.3; los valores representan la media ± la desviación estándar. * Valores

con diferencia estadísticamente significativa con respecto al control (prueba de t de

student; p< 0.05). n - 5.

Mitocondría de la

rata

Control

Hipotiroidea

Hipotiroidea +Tj

Hipertiroidea

Vm

(nmol de Caz+/mg de prot/10 s)

U6.8 ± 8.0

88.9 ± 13.7 *

125.8 ±4.8

143.6 ± 4.5 *

Ks

(uM)

81.6 ±14.6

77.2 ± 12.8

100.6 ±7.5

80.8 ± 4.8
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Figura 4. Captación de calcio en presencia de diferentes concentraciones del

catión. La captación se inició agregando a 1 mL de medio 0.66 mg de proteína

mitocondrial de hígado de rata control • ; hipotiroidea • ; hipertiroidea • e hipotiroidea

inyectada con T3 O. El medio (medio básico) contenía 125 mM de KCI; 10 mM de HEPES;

2 mM de Pi; 10 mM de succinato; 200 uM de ADP; 10 ug de rotenona y de 10-200 \*M de

*Ca2+ (actividad especifica 700 cpm/nmol). Después de 10 s de incubación a 25 °C se

filtraron alícuotas de 200 uL a través de filtros de 0.45 um. Los valores representan la

media ± la desviación estándar. n=5.
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Para confirmar lo anterior se analizó la inhibición del transporte de Ca2H utilizando

el inhibidor Ru3uo- Se observó que en ausencia del inhibidor las mitocondrias de las ratas

hipotiroideas transportan una menor concentración Ca2+ con respecto a las controles, que

dicho efecto se revierte al tratarlas con la Ti y que puede alcanzar valores mayores cuando

se induce el hipertiroidismo (Figura 5 y Tabla 4)- También se puede notar que se requiere

una menor concentración del inhibidor para impedir casi por completo la entrada de calcio

a las mitocondrias de las ratas hipotiroideas con respecto a las controles y que es necesario

una mayor concentración del inhibidor para impedir dicho transporte en las mitocondrias

hipertíroideas. Los resultados anteriores nos indican que el número de moléculas de

uniportador es diferente en cada tipo de mitocondria y lo más importante, que este número

de moléculas depende del estado tiroideo. También se expresó dicha inhibición en

porcíento de inhibición (inserto de la Figura 5) y se observó que no existió diferencia

significativa en el grado de inhibición del transporte
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Figura 5. Inhibición de la captación de Ca2+ con diferentes concentraciones de

Rus». El experimento se inició incubando en el medio básico, por 1 min a 25 °C,

concentraciones crecientes de Ru3eo con 0.66 mg de proteína mitocondrial de hígado de

rata control • ; hipotiroidea • ; hipertiroidea • e hipotiroidea inyectada con T3 O.

Transcurrido ese tiempo se adicionaron 150 \¡M de ^Ca2" (actividad especifica 700

cpm/nmot) y se incubó 10 s. Se filtraron alícuotas de 200 uL a través de filtros de 0.45

um. El inserto muestra los mismos datos pero expresados en porciento de inhibición de

entrada de calcio. Los valores representan la media ± la desviación estándar. n= 5.



Tabla 4. Determinación de las constantes de inhibición del transporte de calcio.

Se utilizaron los datos de la figura 5 y la ecuación v= Vm * eA(-(H0)/k) en el programa

Microcal Origin 3.3; los valores representan la media.* Valores con diferencia

estadísticamente significativa con respecto al control (prueba de t de student; p< 0.05).

n= 5. - .

Mitocondria de la

rata

Control

Hipotiroidea

Hipotiroidea +T3

Hipertiroidea

Vm

(nmol de Ca2+/mg de prot./10 s)

74.3

57.3 *

78.4

95.6 *

k

(nM)

31.4

19.4 *

23.4

31

Para saber si existía diferente concentración del uniportador en cada tipo de

mitocondria lo que se hizo íue medir la unión específica del inhibidor marcado

radiactivamente (1O3Ru36o) utilizando la técnica de centrifugación. Los resultados se

muestran en la Figura 6 y la Tabla 6. Como se puede observar existió un incremento en la

cantidad del uniportador en las mitocondrias de las ratas hipertiroideas del 27 % y una

disminución del 21% en las hipotiroideas con respecto a las controles;, pero lo más

importante es que al inyectar a la rata hipotiroidea con T3 eí efecto se revirtió alcanzando

valores similares al control (inserto de la Figura 6). Por otro lado al analizar los valores de

la Kd en los diferentes tipos de mitocondrias pudimos observar que no existió diferencia

significativa, lo cual nos indicó que el estado tiroideo no estaba afectando la afinidad de

unión del inhibidor por el uniportador de calcio. Sino el número de acarreadores.
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Figura 6. Unión de! inhibidor radiactivo Ru36o a los diferentes tipos de mitocondrias. 0.66

mg de proteína mitocondrial de hígado de rata control • ; hipotiroídea • ; hipertiroidea •

e hipotiroidea inyectada con T3 O, se incubaron por 1 rnin con concentraciones crecientes

de l03Ru 360- Transcurrido ese tiempo se centrifugaron y se lavaron con el mismo medio

pero en presencia de 30 \xM del inhibidor frío. La radiactividad se midió en un contador

para emisiones y. Et inserto muestra el análisis de Scatchard. Los valores representan la

media ± la desviación estándar, n= 5.
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También utilizamos un inhibidor de la síntesis de proteínas (cicloheximida) para

contrarrestar el efecto de la hormona T3j por lo que inyectamos simultáneamente T3 y

cicloheximida a las ratas durante 4 días. Posteriormente se prepararon mitocondrias y se

estudió el transporte de calcio, la inhibición y la unión del inhibidor radiactivo. Los

resultados demostraron que los valores tanto del transporte de Ca3+, la inhibición de éste y

la unión del inhibidor radiactivo a las mitocondrias de las ratas hipertiroideas tratadas con

cicloheximida, fueron muy similares a los obtenidos en el control (Tablas 5 y 6). Esto

último también nos indica fuertemente que la hormona tiroidea esta regulando la síntesis

del uniportador de calcio.

Tabla 5. Determinación del transporte de Ca2+. Se utilizaron mitocondrias controles,

hipertiroideas e hipe/tiroideas tratadas con cicloheximida. Se utilizó el medio básico. La

concentración de 45Ca2+ fue 150 ^M y el tiempo de incubación de 10 s. Los valores

representan la media ± (a desviación estándar. * Valores con diferencia estadísticamente

significativa con respecto al control (prueba de t de student; p< 0.05). n= 5.

Rata

Control

Hípertiroidea

Hipertiroidea +•

cicloheximida

Velocidad

(nniol de Ca2+/mg de prot/10 s)

69.43 ± 3.62

90.32 ±0.45 *

67.84 ± 2.02
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Tabla 6. Determinación de las constantes de unión del inhibidor Ru3eo

radiactivo. Se utilizaron los datos de fa figura 6 y la ecuación b = (Bm x I) / (Kd + I) en el

programa Microcal Origin 3.3; los valores representan la media ± la desviación estándar. *

Valores con diferencia estadísticamente significativa con respecto al control (prueba de t

de student; p< 0.05). n= 5. Para la determinación de la EW y de Kd en las mitocondrias

de las ratas hipertiroideas+cicloheximida se utilizaron datos no mostrados.

Rata

Control

Hipotíroidea

Hipo + T3

Hipertiroidea

Hipertiroidea

+cicloheximida

t>max

(pmol/mg de prot)

33.7 ±2.6

26.7 ±2.4 *

34.9 ±4.6

42.9 ±3.3 *

32.9±3.1

Kd

(nM)

43.9 ±5.3

49.2 ±8.3

49.9 ±11.3

40.5 ±6.1

42.60 ± 4.3

Número de

recambio ( s ' )

344.2

329.5

361

333.3

349.5

Por último inyectamos ratas controles con la hormona tiroidea por 1 hasta 4 días

buscando encontrar el tiempo aproximado en que se aumenta el transporte de Ca2T y la

unión del inhibidor radiactivo (1O3Ru36o) y con ello determinar cuanto tiempo tarda en

sintetizarse el uniportador (Tabla 7). Los resultados muestran que el aumento en el

transporte de calcio se da hasta el cuarto día y que dicho aumento concuerda con la mayor

unión del inhibidor radiactivo.
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Tabla 7. Determinación del tiempo de síntesis del uníportador de calcio. Se

inyectaron a las ratas con la triiodotiranina por 1 hasta a 4 días y se les extrajeron las

mitocondrias para realizar ensayos de transporte de Ca2+. Se utilizaron 150 \xM de 45Ca2*.

Para la determinación de unión del inhibidor Ru3eo se utilizó una concentración de 70 nM

de 1O3Ru36o- El nivel de la hormona T3 se determinó por medio de RÍA. Los valores

representan la medía ± la desviación estándar. * Valores con diferencia estadísticamente

significativa con respecto al control (prueba de t de student; p< 0.05). n= 5.

Día

Controles

I

2

3

4

Velocidad (nmol/mg

de prot./10 s)

61.6±3.6

63.4 ±4.3

62.5 ± 2.8 •

60.7 ±5.4

82.9 ±1.55 *

Unión (pmol/mg de

prot.)

19.7 ±4.4

22.3 ±1.7

23.8 ±2.2

23.9± 1.8

28.6 ±1.4 *

Nivel de T3 en suero

tig/100mL

1.55 ± 0.23

5.84 ±2.52 *

5.07 ±2.18 *

5.25 ±2.13 *

5.44 ±0.37 *
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DISCUSIÓN

Como se mencionó anteriormente la hormona tiroidea ejerce efectos importantes en

el metabolismo energético. Los efectos sobre procesos mitocondriales pueden verse

después de un tratamiento in vivo a largo plazo (3-6 días) con la hormona tiroidea (Shears y

Bronk, 1981, Brand y Murphy, 1987; Hafner et al. 1988; Gregory y Berry, 1991; O'Reiley

y Murphy, 1992; Kalderon et al. 1995) o inmediatamente después de su adición in vitro

(Starkóv et al., 1997; Goglia eí al. 1999). Actualmente se conoce que la T3 regula la

expresión de proteínas mitocondriales como la adenín nucleótido translocasa (Schonfeld et

al. 1997) y de la proteína desacoplante (Larkin eí al. 1997). Con base en todos estos

reportes nosotros postulamos que la síntesis del uniportador de Ca2+ también podría estar

regulada por la hormona tiroidea.

De acuerdo con diversos trabajos (Greif, 1988, Schonfeld et al. 1997; Goglia et al.

1999) se puede observar un incremento del transporte de Ca:* en mitocondrias

hipertiroideas, debido a un incremento de la velocidad de respiración que conlleva a un

aumento del gradiente eléctrico, ya sea por ¡a modificación de los lípidos de la membrana

interna mitocondrial que puede permitir el paso libre de protones o por un incremento de la

cantidad del uniportador en la mitocondria. Hummerich and Soboll en 1989, argumentan

que la T3 puede estimular ia entrada de Ca2+ por el incremento del consumo de oxígeno

debido a un aumento de la síntesis de las enzimas que forman parte de la cadena

transportadora de electrones (Weisner et al. 1992; Joste et al. 1989). La hormona T3

también induce cambios en los lípídos de la membrana que pueden influir sobre los

mecanismos de transporte. Específicamente se ha observado en mitocondrias hipotiroideas

un incremento en la relación colesterol/fosfolípidos que puede disminuir la actividad del

acarreador de fosfatos (Paradies et al. !991). Adicionalmente, la habilidad de la adenín
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nucléotido translocasa para convertirse en un poro inespecifico se modifica por la

concentración de cardiotipina (Brustovetsky y Ktingenberg, 1996), que también depende

del estado tiroideo (Hoch et al. 1981; Hostetler, 1991). Nuestros datos muestran que la

hormona tiroidea no modifica el transporte de Ca2~ debido al incremento de la velocidad

de respiración y suponemos que tampoco se modifica por una alteración de la composición

de lípidos de la membrana, sino por una diferencia en el grado de síntesis del uniportador

deCa2'.

Actualmente se han hecho muchos esfiierzos para caracterizar la naturaleza química

del uniportador de Ca2*. Hasta la fecha, sin embargo, no ha sido posible establecerla

claramente (Zazueta et al. 1991; Miranovae/a/. 1994; Zazuetae/a/. 1994). Por lo tanto, la

estrategia experimental que se utilizó en este trabajo fue analizar el transporte de Ca2\ ta

inhibición de este transporte con un inhibidor específico (RU360) y la unión de este inhibidor

marcado radiactivamente (1O3Ru36o) a mitocondrias aisladas de hígado de ratas controles,

hipo-, hiper- e hipotiroideas inyectadas con T3. Cabe mencionar que una estrategia

experimental similar fue utilizada por Schbnfeld et al. en 1997 para estimar la cantidad del

acarreador de ADP/ATP que es inducida por ía hormona T3, utilizando atractylósido

marcado radiactivamente; y también por llyes y Stock en 1990 quienes usaron la unión de

GDP radiactivo para estimar la concentración de proteina desacoplante, dependiente del

estado tiroideo. Posteriormente se demostró el incremento de la expresión del ARN

mensajero, una vez que se aisló el gen (Larkin et al. 1997).

Nuestra propuesta de que la hormona T3 regula la síntesis del uniportador de Ca2+ se

basa en que cuando se lleva a cabo la inhibición del transporte de Ca2+ en los diferentes

tipos de mitocondrias, se observa que a concentración cero de inhibidor existe un mayor

transporte de Ca21 en el hipertiroidismo, un menor transporte en el hipotiroidismo e igual
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transporte en el hipotiroidismo tratado con T3. Por otro lado al adicionar diferentes

concentraciones del inhibidor, se observa que se necesita de una menor concentración del

inhibidor para eliminar en un 85 % el transporte de calcio en el estado hipotiroideo y una

mayor concentración del inhibidor para eliminar dicho transporte en el estado hipertiroideo,

con respecto at control y lo más importante, cuando se administra la hormona Tj a las ratas

hipotiroideas los valores en porciento de inhibición son similares al control. Los resultados

anteriores nos hablan de un menor, mayor e igual numero de moléculas de uniportador Ca2+ -

en el hipotiroidismo, hipertiroidismo e hipotiroidismo tratado con T3 con respecto al control

y que el uniportador no sufre ninguna modificación ya que muestra la misma afinidad.

Confirmando los datos anteriores la unión máxima ( B ^ ) del inhibidor 10íRu36o fue

mayor en las mitocondrias hipertiroideas con respecto a las mitocondrias controles y

observamos un efecto opuesto en las mitocondrias hipotiroideas. Cabe mencionar que el

aumento en la unión del inhibidor radiactivo a las mitocondrias de las ratas hipertiroideas y

la disminución de dicha unión a las hipotiroideas correlaciona en proporción con el

aumento y la disminución que existió en el transporte de calcio en dichas mitocondrias.

Esto último también nos sugiere que la diferencia en el transporte de calcio se debe

principalmente a una variación en el número de moléculas de uniportador de calcio y no a

ios cambios en el consumo de oxígeno, permeabilidad de la membrana, etc.

Adicionalmente, cuando las ratas hipotiroideas fueron tratadas con la hormona T3, el

efecto de la disminución en el transporte de calcio, así como la disminución en la unión

del inhibidor, desaparece completamente, alcanzando valores similares al de los controles.

Esto sugiere fuertemente que la hormona tiroidea está ejerciendo un efecto de regulación a

nivel de síntesis de proteína. Es importante señalar que el nivel de hormona tiroidea en

plasma en dichas ratas fue alto, similar a la de las hipertiroideas, sin embargo no hubo un
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igual aumento ni en el transporte de calcio ni en la unión del inhibidor radiactivo. Esto

ultimo lo atribuimos a que el tiempo de síntesis de uniportador que se determino fue de 4

días como se ha visto en algunas proteínas de la cadena transportadora de electrones

(Luciakova y Nelson, 1992; Soboll, 1993) ó a un retraso en la expresión debido a factores

como: diferente régimen de dosis de la hormona tiroidea (Mutvei y Nelson, 1989; Lanni et

al. 1995; Goglia et ai 1999), al grado de respuesta especifica del tejido que se utilice

(Wiesner el al 1992; Rohdich y Kadénbach, 1993), el estado de desarrollo del tejido

investigado (Izquierdo et al. 1995), a la compleja regulación de la expresión de genes

respiratorios y a la influencia del estado metabólico del tejido (Pillar y Seitz, 1997).

Adicionalmente también se sabe que el método de inducción del hipotiroidismo como el

uso de fármacos, la tiroidectomia, etc, tienen diferentes efectos sobre la influencia de la

hormona (Mutvei et al. 1989; Lanni et ai 1996).

Confirmando lo anterior, cuando las ratas hipertiroideas se trataron con la

cicloheximida, que es un inhibidor de la síntesis de proteínas, no existieron diferencias

significativas ni en el transporte de calcio ni en la unión del inhibidor radiactivo con

respecto al control. Existen diversos reportes en los que se ha documentado el efecto

inhibitorio de la cicloheximida sobre la inducción de polipéptidos que es estimulada por la

T3; en mitocondria el antibiótico inhibe el aumento en la actividad de !a ATPasa

provocado por dicha hormona (Almeida et ai 1995). La cicloheximida inhibe la expresión

de los genes de los canales de bajo voltaje de Ca2+ en músculo esquelético que han sido

inducidos por la hormona T3 (Brodie y Sampson, 1990), y por ejemplo, en extractos crudos

de hígado este antibiótico inhibe la estimulación que ejerce la hormona T3 sobre la

actividad de la Na'K*- ATPasa (Dey, 1990).
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Es muy factible que el tiempo (aproximadamente 4 dias) que nosotros estimamos

para que la hormona influya sobre ía síntesis del uniportador de calcio, sea el factor

determinante, ya que en diversos trabajos se ha demostrado que solamente después de 2-5

días de un tratamiento con la hormona tiroidea se puede ver un efecto sobre la expresión de

proteínas (Nelson et al. 1980, Nelson et al. 1984), mientras que un incremento en la

transcripción/traducción del genoma mitocondrial y en la actividad de la RNA polimerasa

mitocondrial se observa después de- 24 horas de tratamiento con esta hormona (Mutvei et

al. 1986). Adicionalmente se ha observado que la masa mitocondria! y la cantidad de

algunos polipéptidos de la cadena respiratoria se incrementan después de 2-3 días de

tratamiento (Mutvei et al. 1989; Joste y Nelson, 1989).
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CONCLUSIÓN

Con los resultados mostrados anteriormente podemos decir, hasta el momento, que

la síntesis del uniportador de Ca2+, al igual que otras proteínas mitocondriales, está

regulada por la hormona tiroidea.
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