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RESUMEN

La hormona tiroidea (T;) regula la expresion génica de diferentes proteinas de la membrana
interna mifocondrial. Algunas de elias actian como transportadoras de electrones y otras
como transportadoras de metabolitos. En este trabajo exploramos la posibilidad de que la
biosintesis del uniportador de Ca®* de la membrana interna mitocondrial pudiera ser
regulada por la hormona tiroidea. La conclusidn de este trabajo es que, la expresion de este
uniportador es modulada por dicha hormona. Esta conclusion tiene como fundamento los
resultados obtenidos, utilizando mitocondrias de higado de ratas controles, hipotiroideas,
hipotiroideas tratadas con la hormona tiroidea (hipotiroideas+T3} e hipertiroideas, se obtuvo
un mayor transporte de Ca’' en el estado hipertiroideo, igual transporte en el estado
hipotiroideo+T3 vy uno menor en el hipotiroideo con relacion al control. Por otro lado, se
observd que se necesitd de una menor concentracion del inhibidor rutenio 360 (Ruse) para
eliminar en un 85 % el transporte de calcio en el estado -hipotiroideo Y una mayor
concentracion de éste para eliminar dicho transporte en el estado hipertirotdeo, con respecto
al control v 1o mas importante, cuando se administro ka hormona Ty a las ratas hipotiroideas
el porcentaje de inhibicién fue similar al del control. Asi mismo, la unién det inhibidor
radiactivo rutenio 360 ("®*Rusgo) al uniportador de calcio, fue mayor en las mitocondrias de
las ratas hipertiroideas (42.9 £ 3.3 pmol/mg de proteina), menor en las hipotiroideas (26.7 +
2.4 pmol/mg de proteina) e igual en las hipotiroideas+Ty (34.9 £ 4.6 pmol/mg de proteina)
con respecto a las controles (33.7 + 2.6 pmol/mg de proteina). Cabe mencionar gue no se
observaron diferencias en las constantes de disociacién del *Ruago. El aumento tanto en el
transporte de Ca® como en la union del '“Rusg en las mitocondrias de las ratas
hipertiroideas se normalizé con la administracion de cicloheximida un inhibidor de la

sintesis de proteinas.



INTRODUCCION

Estructura de la mitocondria

La fosforilacién oxidativa es responsable de la produccion del 95% de la energia en
':fomhla de ATP y se lleva 2 cabo dentro de la mitocondria (Voet v Voet, 1995). La
mitocondna es un compartimento intracelular en las células con metabolismo aerdbico;
tiene un didmetro de 0.5 a 1 um y una longitud aproximada de 1.5 a 2 pm. Esta formada
por dos membranas unitarias que se encuentran separadas por un espacio intermembranal.
Mientras la membrana externa es lisa y continua alrededor de la mitocondria, la membrana
interna forma extensos plegamientos uregulares llamados crestas en los cuales se
encuentran embebidas las enzimas que integran la cadena transportadora de electrones, Ia
adenin nucledtido translocasa v la F)-ATPasa. Contenida por la membrana intema se
encuentra la matriz mitocondrial {Whittaker, 1978), en Ia cual se encuentran las enzimas

del ciclo de Krebs y de Ta f-oxidacion, el DNA y ribosomas.

El efecto de las hormonas tiroideas sobre las funciones mitocondriates

Ea glandula tiroides produce dos hormonas: la L-tiroxina (Ty) vy la 3,37 5-tritodo-
L-tironina (T3) (Figura 1}. Estas hormonas ejércen una aceidn importante sobre numerosos
procesos fisiologicos v bioquimicos en la célula, que comprenden desde la regulacién del
crecimiento y diferenciacion celular hasta la regulacion del metabolismo energético (Goglia
et al. 1999). Por ejemplo, €l incremento en los niveles de estas hormonas tiene como
counsecuencia la estimulacion de la actividad respiratoria de la mitocondria. A este respecto,

en afios recientes se ha postulado que la Ts regula la respiracion de una manera rapida por



interactuar en forma directa con diferentes componentes de la cadena respiratonia, v de
una manera mas lenta estimulando la expresion de genes que codifican para componentes
de la cadena respiratonia (Soboll, 1993). La hormona T3 ademas induce cambios en |a
eﬁciencia. del acoplamiento entre el transporte de los e_!eotmm‘:s y la sintesis del ATP,
debido a cambios en la permeabifidad especifica de la membrana interna mitocondrial
(Brand et al. 1994; Harper, 1993).

La accién de las hormonas tiroideas se manifiesta especialmente en el higado, el
corazon, el rifion y el cerebro. Esta accion es extremadamente compleja, ya que, como se
menciond, pueden influir de dos maneras sobre las funciones celulares, i.e., a corto plazo
uniéndose extranuclearmente a proteinas, y a largo plazo, sobre la expresion genética, via

receptores nucleares y mitocondriales,
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Figura 1. Estructura quimica de las hormonas tiroideas. A) L-tiroxina o Ty; B) 3,3",5-

triiodo-L-tironina o Ts



Efectos, 2 corto plazo, de Ia hormona tiroidea sobre las funciones celulares
El primer paso en la ruta de acciéon de las hormonas tiroideas es su unién a
receptores celulares localizados en la membrana plasmatica, en !a mitocondria, en el

micleo, o a proteinas citoplasmicas.

1. Sitios de unién en Ia membrana plasmaitica

Los receptores de la membrana plasmatica son proteinas que peﬁan de30a70kDay
han sido identificadas en el higado, el rifion, los timocitos y los eritrocitos de 1a rata (Dozin
et al. 1985; Pliam y Goldfine, 1977; Gharbi-Chihi v Terresani, 1981; Segal e Ingbar, 1982;
Botta er al. 1983; Angel ef al. 1990), en los fibroblastos del raton (Cheng, 1983) v en el
higado del bovino (Horiuchi ez al. 1989).

También se conoce la existencia de una entrada saturable de la hormona tircidea
mediada por un acan'eado.r.‘ Este sistema de transporte exhibe sitios de alta y baja afinidad
con va.[ores de Ke de 21-61 nM y de 646 a 2800 nM, respectivamente y ha sido
identificado en los. | fibroblastos del raton (Cheng, 1983), en los hepatocitos, en los
adipositos y en los eritrocitos de la rata (Landeta ef of. 1987; Krenning et al. 1981; Osty er
al. 1988). Sin émbargo, Samson en 1992 observo en los eritrocitos de rata que la hormona
T3 se unia y penctraba al interior de la célula a través det transportador de triptofano, por lo
gue, también se ha postulado que esta hormona se transporta a través de la membrana

plasmatica utilizando los acarreadores de aminoacidos.



2. Sitios de unién en el citosol

Tanto la T3 como la T, pueden unirse a diferentes proteinas citosdlicas en el
higado, el corazdn, el cerebro y el rifidn. Por ejemplo en el higado y el rifion de la rata se
han encontrado proteinas citosolicas de 26 a 70 kDa (Dozin et al. 1985) gue cuando se unen
ala Ts la activan. Una de ellas es activada por-NADf’H y se une fuertemente a [a membrana
interna mitocondrial como un complejo proteina-Ts. Esta proteina tiene un peso molecular
de 58 kDay una alta afinidad por la L y D- T; (con una constante de asociacion (K,) de 2.4
nM™) (Hashizume ef al. 1989). La otra proteina no requiere de la presencia del NADPH, es
un dimero de 76 kDa (38 kDa cada una). La concentracién de proteinas citosolicas que se
une & las hormonas tircideas estd relacionada con el estadio de desarrollo del tejido (Susuki
et al. 1991).

La funcion de estas proteinas puede ser la de un reservorio y un sistema de
transporte intracelular de las hormonas hacia la mitocondria y el nicleo (Ichikawa y

Hashizume, 1991).

3. Sitios de union en el nicleo

En el nilcleo existe un receptor para la hormona tiroidea, con una masa molecular
de47-57 kDa. Es una proteina 4cida no histénica que se une a la cromatina, al ADNyala
histona. Se encuentra preferencialmente en la cromatina transcripcionalmente activa.
Pertenece a la familia de receptores c-erb A y su estructura es altamente conservada en
diversas espt.:cies. Es muy abundante en la glandula pituitaria, seguida del higado, del rifion,

del corazon, del cerebro y de los testiculos de la rata (Soboll, 1993)



4, Sitios de union en la mitocondria
En la mitocondria de higado la hormona tiroidea se une a dos proteinas una de alto
;;es.o molecular (43 kDa) localizada en la matriz y una ‘de bajo peso molecular {28 kDa)
localizada en':la membrana intérﬁa (Sterlil_lg y Milch, 1984); sin embargo, actualmente no se
conocen sus funciones,
"Por otra lado también se han identificado sitios de unién de la Ts en la membrana
externa mitocondrial (K, de 0.5 nM'') (Hashizume ef a/. 1984). Dicha unién es inhibida in

vitro por el calcio (K; 75 uM), el cual libera al receptor de la membrana externa,
Efectos, a largo plaze, de la hormona tiroidea sobre las funciones celulares

El siguiente paso en la en la ruta de accion de las hormonas tircideas es su efecto
sobre la expresidn genética. Al respecto, en los Gltimos afios se ha demostrado que la T;
puede ejercer este efecto a través de un receptor nuclear (TR) {Figura 2). Este receptor se
asocia intimamente a la cromatina y a la hormona tiroidea con una alta afinidad y
especificidad (Goglia et al. 1999). Los TR son factores de transcripcién que se mantienen
unidos a sitios especificos del ADN, conocidos como elementos de respuesta a la hormona
tiroidea (TREs). En ausencia de la hormona, el receptor TR tiene una funcién represora

intrinseca de la transcripcion.
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Figura 2. Influencia de la hormona T; sobre la sintesis de las proteinas. la
giandula tiroides una vez estimulada por la hormona estimulante de la tiroides (TSH)
produce L-tiroxina (Ty) y tritodo- -tironina (T3). La T4 se convierte en Ts y de esta manera
ejerce su efecto. La T; estimula la transcripcidn por su union & un receptor troideo que
interactiia con secuencias especificas del ADN nuciear (ADN) o mitocondrial (ADNmt),
conocidas como elementos de respuesta a la hormona tiroidea (TREs). Asi la T; puede
desencadenar una cascada de expresion, que ademas de estimular la sintesis de proteinas
que integran el complejo respiratorio mitocondrial, estimula |a sintesis de factores de
replicacion, transcripcidn v traduccin, que promueven la sintesis de otras proteinas.
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Se conoce que la hormona Ti activa la expresion de nueve genes nucleares que
codifican proteinas del aparato respiratorio; dicho efecto es mediado por la interaccién
directa del complejo T3-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
sintesis del ARN de 2 a 8 veces en 1 a 3 dias, 1o que esta de acuerdo con €l aumento de la
cantidad de proteina sintetizada (Mutvei ef al. 1989). Dicha regulacion se debe a la
activacion de la expresidn de un factor de transcripeion mitocondrial A (mtTFA) (Garstka
et al. 1994, Virbasius y Scarpulla, 1994) o a la interaccidn directa de la T; con receptores
mitocendriales especificos (Figura 2) (Wrutniac e af. 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 concentracion de la subunidad IV de la citocromo oxidasa
(Weisner er al. 1992), de algunas subunidades del complejo citocromo dey (Joste et al.
1989) y de la subgnidad-B de la Fi-ATPasa (lzquierdo er a/. 1995). Con respecto a la
inﬂuencia.de esta hormona sobre sistemas de transporte mitocondriales, se conoce que
regula la biogénesis de la adenin nucledtido translocasa (Schanfeld er el 1997), de la
proteina desacoplante (Larkin ef al. 1997) v del acarreador de tricarboxilatos (Paradies y
Rigguiero, 1990).

Debe hacerse notar que el tratamiento con hormona tirpidea incrementa el ciclo de
entrada y salida de calcio de la mitocondria, el cual depende de una alta actividad del
uniportador de calcio (Imberti er al. 1994). Es por ello que en este trabajo se explord la

posibilidad de que la hormona tircidea regule la sintesis del uniportador de calcio.



Funciones del calcio intracelular

Cambios en la concentracion citosolica del calcio libre regulan los sistemas
celulares como: la contraccién muscular, 1;1 secrecion v 1a ruptura del glucogeno regulada
hormonalmente {Carafoli, 1987, Rasmussen y Barrett, 1984).

Por otro lado existen muchos reportes acerca de la activacidn que gjerce el calcio
sobre algunas enzimas mitocondriales del ciclo de Krebs como la a-cetoglutarato
deshidrogenasa y la isocitrato deshidrogenasa, asi come la piruvato deshidrogenasa
(Denton y McCormack, 1990, Hansford, 1994), el transporte de electrones (Ha]estraé,
1987), la adenin nucleodtido translocasa (Moreno-Sanchez, 1985) y la Fy-ATPasa (Yamada
y Huzel, 1989). A nivel del citosol, concentraciones micromolares de Ca® alteran la
estructura de clertas proteinas y de los acidos nucléicos (Farber, 1990). A mas bajas
concentraciones, puede interferir en el control de cinasas que requieren ATP-Mg™

(Blackshear ef 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 Ca®* para
disminuir {a concentracién de Ca’™ en el citosol en respuesta a las variaciones de este ion
dentro de la célula (Akerman y Nicholls, 1983) v de esta manera proteger al citosol contra
la hipercalcemia que se presenta en condiciones patoldgicas. Aciualmente se considera que
el papel principal del trasporte de calcio mitocondrial es secuestrar al Ca**citosdlico para
activar l6s procesos metabolicos mitocondriales dependientes de este jon.

La mitocondria posee un elaborado sistema de transporte de Ca®* a través de la

membrana interna mitocondrial. La acumulacion de calcio es un fendmeno dependiente de



energia, ya sea por la hidrolisis de ATP o por la oxidacion 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 Ca** (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 librea 1 pM.

Se conoce que son cuatro los mecanismos por los que el caleio se transporta y estan
iocalizados 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 safida, uno dependiente del Na* y el otro dependiente del H'. Por
ultimo, otro que se relaciona con un incremento en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, que permite la salida de Ca®™ y otros solutos (Gunter y Pfeiffer, 1990; Gunter
y Gunter, 1994).

La concentracién de Ca®" 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
energia. El uniportador {U) de Ca®" mitocondrial facilita e! transporte de este ion a favor de
un gradiente electroquimico. El mecanismo de salida dependiente del Na®, actia
intercambiando una molécula de Ca** por dos moléculas de Na*. Asi mismo ¢l mecanismo
de salida dependiente del H" intercambia activamente una molécula Ca®* por dos moléculas

de H', usando el gradiente quimico del H' como fuerza impulsora (Gunter, 1994),



Uniportador de Ca®*

Como se apuntd anteriormente, el uniportador de Ca®* permite la entrada de este ion
en respuesta al establecimiento de un potencial de membrana, requiere de fa oxidacion de
un sustrato o la hidrolisis de ATP y algunas veces puede actuar de manera inversa
(bidireccionalmente) (Figura 3).

El uniportador transporta de 700 a 1200 nmol de Ca®"/ min/mg de proteina, en
mitocondrias de higado de rata (Vinogradov y Scarpa, 1973; Hutson ef al. 1976; Bragadin
et al. 1979); mientras que en mitocondrias de corazdn transporta de 400 a 1170 nmol de
Ca*"/ min/ mg de proteina (Vercesi ef ol 1978; McMillin-Wood e/ af. 1980). Se ha
reportado que la concentracion de Ca* a la cual se obtiene la mitad de la velocidad maxima
oscila entre 1-190 puM (Vinogradov y Scarpa, 1973; Crompton et al. 1976; Pfeiffer ef al.
1976, Akerman, 1977b; Hutson, 1977).

El transporte de calcio sigue un comportamiento sigmoidal con respecto a la
concentracion del ion, con un coeficiente de Hill que varia entre 1.7 y 2 (Bygrave ef a/.
1971, Scarpa y Grazziotti, 1973; Vinogradov y Scarpa, 1973; Reed y Byarave, 1975;
Heaton y Nicholls, 1976; Hutson ef al. 1976, Bragadin ef al. 1979), lo cual sugiere que el
Ca®* 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 regulacion. Sin embargo, otros autores, que no
observan este fenomeno, sugieren que depende de la temperatura o de la fuerza i6nica del
medio, asi como de la presencia de Mg®" u otras condiciones {Akerman, 1977, Akerman,
1977b; Bragadin er al. 1979, Crompton, ef al. 1976).

Los inhibidores del transporte de Ca®* pueden ser de cuatro tipos. Entre los

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

i1



del uniportador, como el $r°, el Mn™, el Ba**

el Fe** y los lantanidos. Existe otro grupo de
inhibidores que esta formado por cationes como el Mg®*, fas poliaminas, los protones, que a
pesar de no ser transportados por el uniportador, interfieren en el proceso de transporte de
Ca®" debido a su unién al uniportador o por un efecto de apantallamiento de cargas que
gjercen sobre él. El tercer grupo de inhibidores lo componen los policationes como el rojo
de rutenio y la hexamina de cobalto (Tashmukhamedov ef al. 1972 ) que actdan de manera
similar al Mg®". Dentro de este Gltimo grupo también se encuentra el rutenio 360 (Rusgo)
que inhibe de manera no competitiva al uniportador (Zazueta et af, 1999). Finalmente,
existen algunos farmacos como los B-bloqueadores ( Noak y Greeff, 1971), las guanidinas
(Davidoff, 1974) y los duréticos (Gemba, 1974) que actdan como inhibidores del

transporte de Ca®".

Intercambiador de 2ZH"/Ca®"

Este intercambiador permite la salida de uma molécula de Ca®* por cada dos
moléculas de H' que entran 2 la mitocondria, fecibiendo parte de su energia de la cadena
transportadora de electrones (Gunter e al. 1991) (Figura 3). Este mecanismo es
completamente independiente del Na* (Berbardi y Azzone, 1979, Gunter y Pfeiffer, 1990).
Los parametros cinéticos mas altos reportados para este mecanismo son una Vm de 1.2
nmol/min/mg de proteina, una Km de 8.4 nmol/mg de proteina (Wingrove y Gunter, 1986),
en mitocondrias de higado. La salida se inhibe con bajas concentraciones de desacoplantes
{Bemardi y Azzone, 1982; Gunter y Pfeiffer, 1990); el Mn™ (Gavin ez al. 1990) y e} S¢**
(Gunter et al. 1988) lo inhiben competitivamente ya que son tramsportados por este

mecanismo.
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Intercambiador de Ca’'/2Na"

El intercambio de las moléculas del Ca’™ por las moléculas del Na* es un
mecanismo de salida de Ca® activo, con una estequiometria 1:2 6 1:3 (Gunter y Gunter,
1994) (Figura 3). Wingrove y Gunter en 1986 determinaron los valores de Vm= 2.6
nmol/min/mg de proteina, Kmn,= 9.4 mM v Kme,= 8.1 mM en las mitocondrias del
higado; este mecanismo es mucho mas activo en las mitocondrias de los tejidos excitables
.. como ¢l corazen y el cerebro. La salida del Ca®" a través de este intercambiador, es activada
por las poliaminas espermina y espermidina ( Nicchitta y Williamson, 1984); es inhibida
por ¢l Mg?", por altas concentraciones del rojo de rutenio (Wingrove y Gunter, 1986) y por
el verapamil un bloqueador de los canales de calcio (Wolkowicz ef al. 1983).

Transicién de la permeabilidad mitocondrial

Existe un cuarto mecanismo de transporte conocido como transicion de la
permeabilidad mitocondrial (TPM), que se caracteriza por la apertura de un poro
transmembranal inespecifico (PTP), de aproximadamente 2-3 nm de didmetro, en la
membrana interna mitocondrial (Figura 3) (Hunter er a/. 1976), que permite el paso de
diversos iones y moléculas de hasta 1.5 kDa (Bernardi ef al. 1994). Aunque Igbavboa ef al.
(1989) y Chavez ef al. (1992) reportaron lz salida de moléculas mayores. Este dramético
incremento en la permeabilidad ocurre después de la acumulacién masiva de calcio 'y de la
adicion de un agente inductor como el carboxiatractylosido, el fosfato, ete (Zoratti y Szabé,
1995). Este mecanismo de transporte se inhibe con el ADP, el bongkretato, la albumina
sérica de bovino (Guaoter y Pfeiffer, 1990). Asi la transicion de la permeabilidad
mitocondrial es considerada como una forma de transporte de Ca**. Se ha sugerido que
opera en condiciones patologicas {Gunter y Pfeiffer, 1990, Richter, 1993), en la muerte

celular programada o apoptosis (Kroemer ef al. 1997, Qian et al. 1997).
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Figura 3. Transporte de calcio en la mitocondria. £l Ca** entra a la mitocondria

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

sintesis ATP. El Ca’* sale en intercambio con 2H* 0 2Na* a través de sus acarreadores

especificos (I o D, respectivamente) ¢ a través del poro de la transicidn de la

permeabilidad (PTP). Dentro de la matriz mitocondrial la concentracién de Ca** 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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HIPOTESIS
De acuerdo a los antecedentes, que demuestran que la hormona.tiroidea induce la expresion
de proteinas mitocondriales, en este trabajo tratarerhos de demostrar que la sintesis del

uniportador de Ca®" es inducida por la hormona tiroidea.

OBJETIVOS
a) Generales
1. Conocer si la hormona tiroidea (triiodotironina o Ts) regula la sintesis del uniportader

de calcio mitocondrial.

b) Particulares

I. Determinar los parametros cinéticos del transporte de Ca®* en las mitocondrias de las
ratas controles, hipotiroideas, hipotiroideas tratadas con T; (hipotiroideas+Ts) e
hipertiroideas.

2. Determinar las constantes de inhibicion del transporte de “Ca® en las mitocondrias de
las ratas controles, hipotiroideas, hipotiroideas+Ts e hipertiroideas utitizando el rutenio
360 (Russn)-

3. Conocer si en las mitocondrias de las ratas hipertiroideas existe una mayor
concentracion del uniportador de Ca® y si las mitocondrias de las ratas
hipotiroideas+T; tienen la misma concentracién de uniportador que las mitocondrias de
las ratas controles, utilizando Ruse para titularlo.

4. En caso de que existiera un efecto de la bormona T; sobre la sintesis del uniportador,
utilizar a la cicloheximida como un inhibidor de la sintesis de proteinas para revertir su

efecto.
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MATERIALES Y METODOS

Material bioldogico

Se utilizaron ratas hembras Wistar de 300 g de peso con alimentacion ad Fbitum.

Para la obtencion de las ratas hipertiroideas se administrd 3,5,3 -trilodotironina (2
mg/Kg de peso) por un petiodo de 5 dias, via intraperitoneal (Joste ef af. 1989; Schonfeld et
al. 1997, Bobadilla ef al. 2001). -

El hipotiroidismo se indujo en las ratas utilizando el método descrito por Paniagua
et al. 1992, mediante el cual una vez que se anestesio a la rata, se expuso a la traquea y
utilizando un microscopio estereoscopico se localizaron a las glandulas paratiroides, se
disecaron de Ia glandula tiroides, se removio totalmente la glandula tiroides y las glandulas
paratiroides se reimplantaron nuevamente. El hipotiroidismo se comprobé por la medicion
de los niveles de la hormona tiroidea en [a sangre, utilizando el método de
radioinmunoensayo descrito por Paniagna ef al. 1992, Para corroborar que no se hubieran
modificado los niveles de calcio y fosforo en el suero por la cirugia, se midieron sus
concentraciones utilizando la téenica espectrofotométrica descrita por Chivez ef al 1998
Tres meses después de la cirugia las ratas estaban hipotiroideas.

Las ratas hipotiroideas fueron tratadas con 3,5,3 -tritodotironina 8 mg/Kg de peso
por dos semianas para revertir €l efecto del hipotiroidismo.
Medio basico

En Ia mayoria de los experimentos se empled el siguiente medio: 125 mM de KCI;
10 mM de HEPES; 2 mM de Pi; 10 mM de succinato; 200 uM de ADP; 10 ug de rotenona
en un volumen final de 1 mb, pH 7.3 (20 °C). Las adiciones y modificaciones a este

medio, se especifican en las figuras y tablas correspondientes,
16



Aislamiento de las mitocondrias
Se utilizd la téenica de centrifugacion diferencial descrita por Chavez ef al. 1985

para el aislamiento de las mitocondrias de higado.

1) Se extrajo el tejido y se homogeneizd en un medio isotonico de sacarosa 0.25 M, TRIS
001 My EDTA 0001 M (pH 7.3).

2) Secentrifugd a 2, 450 x g durante 10 mina 4 °C..

3) Se recuperd el sobrenadante y se centrifugd a 9, 800 x g por 10 min a 4 °C.

4) El sedimento se resuspendid y se incubd por 10 min a 4 °C en sacarosa 0.25 M, TRIS
0.01 M y albimina sérica de bovino libre de acidos grasos 0.2 %.

5) Se centrifugd nuevamente a 9, 800 x g por 10 min a 4 ° C y se resuspendio el botdn en
¢l mismo medio sin albimina,

6) Se determind la concentracidon de proteinas por el método de biuret (Gomall ef al.

1949); utilizando 10 mg/mL de albiimina de bovino como estandar.

Medida del control respiratorio

El control respiratorio fue determinado polarograficamente utilizando un electrodo
tipo Clark acoplado a un registrador. Las mediciones se hicieron en presencia de 0.66 mg
de proteina mitocondrial en 2 mL de medio basico (sin ADP) y a 25 °C. La estimulacidn
de la respiracién se hizo adicionando 10 uL. de ADP 60 mM. La concentracion de oxigeno
disuelto en la mezcla de incubacion fue determinada considerando que hay 400 nAtomos de

oxigeno/ mL , a 25 °C y a la altura de la ciudad de México (2,240 m).
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Sintesis del rutenio 360 (Rusgy ' Ruje)

Ly
2)

3)

4)

3)

La técnica de sintesis del rutenio 360 (Ruugo) fue descrita por Ying ef al. 1991.
Se Pesaron 2.5 mg de RuCly. 3H;0 y se disolvieron en 0.015 mL de HCI 6 N.
Se adicionaron 0.002 mL de etanol absoluto y se puso la reaccion en bafio Maria por 1 h
a 90°C. Posteriormente se adicionaron 2 mL de amonio concentrado y se centrifugd a
20,000 x g por 5 min.
Se resuspendio el precipitado en 0.2 ml de NHLOH 12 N y se incubd a 90 °C por 20
min y posteriormente se incubd toda la noche a 40 °C y se centrifugd nuevamente a
20,000 x g por 5 min.
Se pasd el botdn a una columna de carboximetilcelulosa pre-equilibrada con formiato
de amonio 0.2 M (pH 5.0) y se eluyé con un gradiente de 0.2 4 0.6 M de formiato de
amonio (30 mL totales; pH 5.0).
Se recuperaron las fracciones y se hizo el espectro maximo de absorcion a cada una de
360 a 600 nm, vy se encontré un solo pico de absorcidn a 360 nm, es decir libre de

contaminacion.

6) Se calculo la concentracion sabiendo que el coeficiente de extincién molar del Ruseg es

26 % 10* M em™.

Para la obtencion del 'PRuse; , se utilizé "*RuCl; v la misma técnica de sintesis.

Transporte de Calcio

La entrada de calcio se¢ midid con la téenica de filiracién en millipore utilizando

concentraciones crecientes de Ca’”, hasta 200 uM de Bea®* {actividad especifica 700

cpm/nmol)} en I mL de medio basico. El didgmetro de! poro de los filtros fue de 0.45 um. El

experimento se realizd de la siguiente manera: en el min 0 se adicionaron 0.66 mg de
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proteina. Se filtraron 200 pl de la muestra después de 10 s de incubacién a 25 °C.
Posteriormente se adicionaren 10 mL de KC1 0.1 M para lavar. Se midi6 la radioactividad
en el filtro en un contador de radiaciones beta.
Inhibicién del transporte de calcio
La inhibicion del transporte de calcio se midié con la técnica de filtracion en
millipore ¥ en 1 mL de medio basico. El diametro del poro de los filtros fue de 0.45 pm.
Las adiciones se realizaron de la sipuiente forma: al min O se adicionaron 0.66 mg de
proteina y de 5 hasta 80 nM de Rusg; al min 1 se adicioné 150 uM de *Ca** (actividad
especifica 700 cpm/nmol); después de 10 s de incubacion a 25 °C se tomd una alicuota de
200 uL y se filtrd. De igual manera se lavd y se midié en un contador de radiaciones beta.
Usion del "Rusee
Se utilizd la técnica de centrifugacion descrita por Zazueta ef al. 1999,
1} 1 mg de proteina mitocondrial se incubd a 25 °C con 5-70 oM '“Ruzge en 6 mL del
medio basico sin la rotenona.
2) Se incubd durante 1 min v se centrifugd la muestra a 20,000 x g por 10 min y se
descarté el sobrenadante.
3) El botén se resuspendid en | mL del mismo medio y se centrifugo nuevamente a
20,000 x g por 10 min.
4) FE{ boton se resuspendio en 1 mL del misme medio que contenia 30 uM  de Ruagp frio,
se incubo 1 min para eliminar la unidn inespecifica del inhibidor.
5) Se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones y el boton se resuspendié en 200
ul. de medio, se transfirid a un vial v se midid el contenido de radiactividad en un

contador de radiaciones y.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Influencia de ta hormona T; sobre la sintesis del uniportador de Ca®*

Obtencion  de  ratas  controles,
hipotiroideas, hipotiroideas tratadas
con Ts, hipertiroideas, hipertiroideas +
cicloheximida

Obtencion de las mitocondrias del
higado de las ratas por centrifugacion
diferencial

v N\

Medicion de la inhibicidn del
transporte de Ca®" con el Rusgo
en las mitocondrias utilizando
la técnica de filtracion

Medicion  del transporte de
$Ca®" en las mitocondrias
utilizando la  téenica  de
filtracién

\ 4
Medicidn la unidn del inhibidor
Opusee en las  mitocondrias

utilizando la técnica de
centrifugacion

Determinacién del tiempo de sintesis del uniportador de Ca™

. Medicién de los niveles de la
Inyeccion de 1 a 4 dias de la hormona T3 en suero de las ratas

hormona Ts a ratas controles y |, | y medicion del transporte de Ca®’,
obtencion mitocondrias de la unién del inhibidor " Rusgo

en las mitocondrias obtenidas
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RESULTADOS
Para conocer si ta hormona tiroidea regula la sintesis del uniportador de Ca*
mitocondrial, lo primero que se hizo, una vez que se indujeron los diferentes estados
tiroideos en las ratas (hi.potiroideo, hipertiroideo, hipotiroideo+T3), fue medir fos niveles de
| la hormona tritodotironina (T3) en el suero, observandose que los niveles de T fueron hasta
cinco veces mayores en las ratas hipertiroideas con respecto a las controles (5.44 £ 0.37 v.s.
1.55 + 0..23 pg/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 png/100 mL de suero) (Tabla 1); dichos valores
concuerdan con los reportados en la literatura (Schonfeld e al| 1997). Debido a que
existen diversos trabajos acerca del efecto de la hormona tiroidea sobre la respiracidn
mitocondrial (Soboll, 1993, Pillar y Seitz, 1997), decidimos medir el consumo de oxigeno
en las preparaciones mitocondriales de higado, obtenidas a partir de los diferentes tipos de
ratas {Tabla 2) y pudimos observar que el estado tiroideo no afectd significativamente la
velocidad de consumo de oxigeno tanto en el estado 3 como en el estado 4 de la respiracion
en las mitocondrias de las ratas controles, hipertiroideas e hipotiroideas+T;. Sin embargo, -
cabe mencionar que solamente hubo diferencia significativa en el consumo de oxigeno en
ambos estados de las mitocondrias hipotiroideas con respecto a las controles
(aproximadamente un 35% menos). Esto podria deberse a que la actividad de la enzima
citocromo oxidasa esta disminuida en dichas mitocondsias (Paradies ef 4/ 1993). Por otro
lado cabe mencionar que el control respiratorio ne cambié en las mitocondrias de las ratas
hipotiroideas con respecto a las controles (3.9 £+ 1.0, v.s 3.5 t 0.6 ngAQ/min'mg de
proteina), pero disminuyé en las mitocondrias de las ratas hipertiroideas (24 + 03

ngAQO/min/mg de proteina). También se observaron cambios fenotipices en cada una de las
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ratas que indicaron hipo e hipertiroidismo, como son: el aumento de peso (hasta 100 g),
mayor cantidad de tejido adiposo, pelo crespo, en el caso de las ratas hipotiroideas y fo

contrario en las hipertiroideas.

Tabla. 1.
utitizéd un radicinmuncensayo (RIA);

Determinacion de los niveles de Ja hormona tiroidea en suero. Se
los valores representan la media £ desviacion
estandar. * Valores con diferencia estadisticamente significativa con respecto al control
(prueba de t de student; p< 0.058). n=5.

Rata Niveles de T; en suero
ug/160 mL
Control 1.55+0.23
Hipotiroidea 0.05£001 *
Hipotiroidea + Ts 426029 *
Hipertiroidea 544+ 037 *

Tabla 2. Determinacién del control respiratorio. Se utilizé un electrodo tipo Clark y
el medio basico con la adicion de 600 nmoles de ADP; los valores representan la media +
la desviacion estandar. * Valores con diferencia estadisticamente significativa con respecto

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

ADP/IO Respiracion Respiracidn Control

Mitocondrias de la Estado 3 Estado 4 respiratorio
rata ngAO/min/mg de | ngAO/min/mg de
prot, prot.

Countrol 1.6+03 131.8£185 453+ 128 35206

Hipotiroidea 1.5%0.1 889137 * 275+6.1 * 3910
** Hipotiroidea + T3 | 1.3 =03 13054204 436+11.3 28+04 *
Hipertiroidea 14+£02 1544 £46.1 629+93 24+03 *
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Se sabe que la hormona tiroidea tiene influencia sobre las concentraciones de Ca**
mitocondrial (Greif, 1988), por lo cual se analizo el transporte de Ca?" en las mitocondrias
de las ratas con diferentes estados tiroideos y se observéd una disminucion del 20% en las
mitocondrias de ratas hipotiroideas v un aumento aproximado del 18% en las mitocondrias
de las ratas hipertiroideas con respecto a las controles; asi mismo, el transporte en las
mitocondrias de las tatas hipotiroideas+T3 fue igual que en las controles. (Figura 4, Tabia
3). Lo anterior puede indicar una mayor concentracion de uniportador de Ca*" en las
mitocondrias de las ratas hipertiroideas, y una menor concentracién del uniportador en las

mitocondrias de las ratas hipotiroideas e igual concentracion en las hipotircideas+T;.

Tabla 3. Determinacion de las constantes cinéticas del transporte de calcio. Se
utilizaron los datos de la Figura 4 y la ecuacidn v = (Vm x S) / {Ks + S) en el programa
Microcal Origin 3.3; los valores representan fa media + 18 desviacion estdndar. * Valores
con diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (prueba de t de
student; p<0.05). n= 5.

Vm Ks
Mitocondria de la} (nmol de Ca>"/mg de prot./10 5) (M)
rata |
Control 11638 + 8.0 816146
Hipotiroidea 889 + 13.7 * 772 £12.8
Hipotiroidea +T; 1258+48 1006£7.5
Hiperti.roidea 1436 + 45 * 308 + 48
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Figura 4. Captacién de calcio en presencia de diferentes concentraciones del
cation. La captacion se inicié agregando a 1 mL de medio 0.66 mg de protefna
mitocondrial de higado de rata control B; hipotiroidea @; hipertiroidea A e hipotircidea
iryectada con T; O. El medio (medic basico) contenia 125 mM de KCI; 10 mM de HEPES;
2 mM de Pi; 10 mM de succinato; 200 pM de ADP; 10 pg de rotenonz y de 10-200 pM de
*Ca®" (actividad especifica 700 cpm/nmof). Después de 10 s de incubacion a 25 °C se
filtraron alicuotas de 200 pL a través de filtros de 0.45 ym. Los valores representan la
media + ia desviacién estandar. n=5.
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Para confirmar lo anterior se analizo la inhibicion del transporte de Ca™ utilizando
el inhibidor Rusge. Se observo que en ausencia del inhibidor las mitocondrias de las ratas
hipotiroideas transportan una menor concentracion Ca”" con respecto a las controles, que
dicho efecto se revierte al tratarlas con !a Tj 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 concentracion del inhibidor para impedir casi por completo la entfada de calcio
a las mitocondrias de las ratas hipotiroideas con respecto a las controles y que es necesario
una mayor concentracion del inhibidor para impedir dicho transporte en las mitocondrias
hipertiroideas. Los resultados anteriores nos indican que el nimero de moléculas de
uniportador es diferente en cada tipo de mitocondria vy lo mas importante, que este niimero
de moléculas depende del estado tiroideo. También se expresd dicha inhibicién en
porciento de inhibicion (inserto de la Figura 5) y se observd que no existid diferencia -

significativa en el grado de inhibicion del transporte.
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Figura 5. Inhibicién de la captacién de Ca*>* con diferentes concentraciones de
Rue. El experimento se inicid incubando en e medio bésico, por 1 min a 25 °C,
concentraciones crecientes de Russ con 0.66 mg de proteina mitocondrial de higado de
rata control M; hipotiroidea ®@; hipertiroidea A e hipotiroidea inyectada con Tz O.
Transcurrido ese tiempo se adicionaron 150 pM de *Ca®* (actividad especifica 700
cpm/nmol) y se incubd 10 s. Se filtraron alicuotas de 200 pl. a través de filtros de 0.45
pm. Ef inserto muastra los mismos datos pero expresados en porciento de inhibicion de
entrada de calcio. Los valores representan la media + la desviacidn estandar. n= 5.
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Tabla 4. Determinacidn de las constantes de inhibicidén del transporte de calcio.
Se utilizaron los datos de la figura 5 vy la ecuacion »= ¥m * e”(-(I-I)/k) en &l programa
Microcal Origin 3.3; los valores representan la media.* Valores con diferencia
estadisticamente significativa con respecto al contral (prueba de t de student; p< 0.05).
n= 5.

Vo k
Mitecondria de 12§ (nmol de Ca®/mg de prot./10 5) (nM)
rata
Control 743 314
Hipotiroidea 573 * 19.4 *
Hipotiroidea +7T3 78.4 234
Hipertiroidea 956 * 31

Para saber si existfa diferente concentracidn del uniportador en cada tipo de
mitocondra lo que se hizo fue .medir la unidn especifica del inhibidor marcado
radiactivamente {('Rusg) utilizando la técnica de centrifugacién. Los resultados se
muestran en la Figura 6 y 1a Tabla 6. Como se puede observar existié un incremento en la
cantidad del uniportador en las mitocondrias de las ratas hipertiroideas del 27 % y una
disminucion del 21% en las hipotiroideas con respecto a las controles; pero lo mas
tmportante es que al inyectar a la rata hipotiroidea con Ts ¢l efecto se revirtié alcanzando
valores similares al control (inserto de la Figura 6). Por otro lado al analizar los valores de
la Ky en los diferentes tipos de mitocondrias pudimos observar que no existid diferencia
significativa, lo cual nos indico que el estado tircideo no estaba afectando la afinidad de

union del inhibidor por el uniportador de calcio. Sino el nimero de acarreadores.
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Figura 6. Union del inhibidor radiactivo Ruse a los diferentes tipos de mitocondrias. 0.66
mg de proteina mitocondrial de higado de rata control &; hipotiroidea ®; hipertiroidea A
e hipotircidea inyectada con T; O, se incubaron por 1 min con concentraciones crecientes
de "Ry 36 Transcurride ese tiempo se centrifugaron y se lavaron con el mismo medio
pero en presencia de 30 uM del inhibidor frip. La radiactividad se midid en un contador
para emisiones y. El inserto muestra el andlisis de Scatcha}d. Los valares representan la
media  la desviacion estandar. n= 5. ‘
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También utilizamos un inhibidor de la sintesis de proteinas (cicloheximida) para
contrarrestar el efecto de la hormona T,, por lo que inyectamos simultineamente T; y
cicloheximida a las ratas durante 4 dias. Posteriormente se prepararon  mitocondrias v se
estudid el transporte de calclo, la inhibicion y l1a unién del inhibidor radiactivo. Los
resultados demostraron que los valores tanto del transporte de Ca®", 14 inhibicién de éste ¥
la uniodn 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
ultimo también nos indica fuertemente que fa hormona tiroidea esta regulando la sintesis

del uniportador de calcio.

Tabla 5. Determinacién del transporte de Ca®*. Se utilizaron mitocondrias controles,
hipertiroideas e hipgrtiroideas tratadas con cicloheximida. Se utilizd el medio basico. La
concentracion - de “Ca®* fue 150 pM vy el tiempo de incubacién de 10 s. Los valores
representan la media + la desviacion estdndar. * Valores con diferencia estadisticamente
significativa con respecto al control (prueba de t de student; p< 0.05). n= 5.

Rata Velocidad

(nmol de Ca*“/mg de prot./10 s)
Control 6943 £3.62
Hipertiroidea 90324045 *
Hipertiroidea + 6784202
cicloheximida
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Tabla 6. Determinaciéon de las constantes de unidon del inhibidor Rusg
radiactivo. Se utilizaron los datoes de la figura 6 y Ia ecuacion &= (B x I}/ (Ky + D en el
programa Microcal Origin 3.3; los valores representan la media + la desviacion estandar. *
Valores con diferentia estadisticamente significativa con respecto al control (prueba de t
de student; p< 0.05). n= 5. Para |a determinacion de 12 Brax ¥ de Kq en las mitocondrias
de las ratas hipertiroideas+cicloheximida se utilizaran datos no mostrados.

Bruax Ka Nimero de
Rata (pmol/mg de prot.) (aM) recambio (s)
Control B3T+26 $39+53 344 2
Hipotiroidea 267+£24 % 492+ 8.3 3295
Hipo + T3 34946 409+113 361
Hipertiroidea 429x33 * 405+ 6.1 3333
Hipertiroidea 329431 4260+43 3495
+cicloheximida

Por ditimo inyectamos ratas controles con la hormona tiroidea por 1 hasta 4 dias
buscando encontrar el tiempo aproximado en que se aumenta el transporte de Ca®* vy la
unién del inhibidor radiactivo (**Ruzes) v con ello determinar cuanto tiempo tarda en
sintetizarse el uniportador (Tabla 7). Los resul.tados muestran que ¢l aumento en el
transpotte de calcio se da hasta el cuarto dia y que dicho aumento concuerda con la mayor

union del inhibidor radiactivo.
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Tabla 7. Determinacién del tiempo de sintesis del uniportador de calcio. Se
inyectaron a las ratas con la triiodotironina por 1 hasta a 4 dias v se les extrajeron las

mitocondrias para realizar ensayos de transporte de Ca**. Se utilizaron 150 pM de *Ca®".
Para la determinacidn de unidn del inhibidor Ruasg se utilizé una concentracion de 70 nM

de PRuse. Bl nivel de la hormona T; se determind por medio de RIA. Los valores

representan Ia media £ la desviacidn estandar. * Valores con diferencia estadisticamente

significativa con respecto al control (prueba de t de student; p< 0.0Sj. n= 5.

-Dia Velocidad (nmol/mg! Unién (pmol/mg de | Nivel de T3 en suero |
de prot./10 s} prot.) ng/100mL
Controles 61.6£3.6 19744 1.55% 0.23
— 1 63.4+£43 223217 584£252 %
2 625+ 2.8 238+22 507 £2.18 *
3 607454 239+138 525+£213 *
4 8294155 * 28614 * 544037 *
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DISCUSION

Como se menciond 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 dias) con la hormona tiroidea (Shears y
Bronk, 1981, Brand y Murphy, 1987; Hafner ez a/. 1988; Gregory y Berry, 1991; O’Reiley
y Murphy, 1992; Kalderon ef al. 1995) o inmediatamente después de su adicion in vitro
(Starkov er al., 1997; Goglia ef al. 1999). Actualmente se conoce que la Ty regula la
expresion de proteinas mitocondriales como la adenin nucledtido translocasa (Schonfeld es
al. 1997) y de la proteina desacoplante (Larkin ef al. 1997). Con base en todos estos
reportes nosotros postulamos que la sintesis del uniportador de Ca®™ también podria estar
regulada por la hormona tiroidea.

de acuerdo con diversos trabajos (Greif, 1988, Schonfeld ez al. 1997, Goglia ef al.
1999} se puede observar un incremento del transporte de Ca®* en mitocondrias
hipertiroideas, debido a un incremento de la velocidad de respiracién que conlleva 2 un
avmento del gradiente eléctrico, ya sea por la modificacion de los lipidos de la membrana
interna mitocondrial que puede permitir el paso libre de protones o par un incremento de la
cantidad del uniportader en la mitocondria. Hummerich and Soboll en 1989, argumentan
que la Ty puede estimular fa entrada de Ca”™* por el incremento del consumo de oxigeno
debido a un aumento de la sintesis de las enzimas que forman parte de la cadena
transportadora de electrones (Weisner ef al. 1992, Joste et al. 1989). La hormona T,
también induce cambios en los lipidos de la membrana que pueden influir sobre los
mecanismos de transporte. Especificamente se ha observado en mitocondnias hipotiroideas
un increme.nto en la relacidn colesterol/fosfolipidos que puede disminuir la actividad del

acarreador de fosfatos (Paradies er @l 1991). Adicionalmente, la habilidad de la adenin
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nucléotido translocasa para convertirse en un poro inespecifico se modifica por la
concentracion de cardiolipina (Brustovetsky y Klingenberg, 1996), que también depende
del estado tiroideo (Hoch ef o/ 1981; Hostetler, 1991). Nuestros datos muestran que la
hormona tiroidea no modifica el transporte de Ca®* debido al incremento de la velocidad
de respiracion y suponemos que tampoco s¢ modifica pot una alteracion de la composicion
de lipidos de la membrana, sino por umna diferencia en el grado de sintesis del uniportador
de Ca”".

Aciualmente se han hecho muchos esfuerzos para caracterizar la naturaleza quimica
del uniportador de Ca®". Hasta la fecha, sin embargo, no ha sido posible establecerla
claramente {Zazueta ef al. 1991, Miranova ef al. 1994; Zazueta ef al. 1994). Por lo tanto, la
estrategia experimental que se utilizo en este trabajo fue analizar el transporte de Ca*', ta
inhibicion de este transporte con un inhibidor especifico (Russe) y la unién de este inhibidor
marcado radiactivamente ('“Ruye) a mitocondrias aisladas de higado de ratas controles,
hipo-, hiper- e hipotiroideas inyectadas con T; Cabe mencionar que una estrategia
experimental simitar fue utilizada por Schonfeld et af. en 1997 para estimar la cantidad del
acarreador de ADP/ATP que es inducida por la-hormona T, wtilizando atractylésido
marcado radiactivamente; y también por llyes y Stock en 1990 quienes usaron la unidn de
GDP radiactivo para estimar la conceniracién de proteina desacoplante, dependiente del
estado tiroideo. Posteriormente se demostrd el incremento de la expresion del ARN
mensajero, una vez que se aislo el gen (Larkin ef o 1997).

‘ Nuestra propuesta de que la hormona Ts regula la sintesis del uniportador de Ca®* se
basa en que Cue;ndo se lleva a cabo la inhibicion del transporte de Ca®* en los diferentes
tipos de mitocondrias, se observa que a concentracion cero de inhibidor existe un mayor

transporte de Ca®” en el hipertiroidismo, un menor transporte en el hipotiroidismo e igual
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transporte en €l hipotiroidismo tratadoe con T3 Por otro lado al adicionar diferentes
concentraciones del hibidor, se observa que se necesita de una menor concentracion del
inhibidor para eliminar en un 85 % el transporte de calcio en el estado hipotiroideo y una
mayor concentracion del inhibidor para eliminar dicho transporte en €l estado hipertiroideo,
con respecto al control y lo mas importante, cuando se administra fa hormona T a las ratas

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

anteriores nos hablan de un menor, mayor e igual numero de motéculas de uniportador Ca?" -

en el hipotiroidismo, hipertiroidisme e hipotiroidismo tratado con T; con respecto al control
y que el uniportador no sufre ninguna modificacion ya que muestra !a misma afinidad.

Confirmando los datos anteriores la union maxima (B} del inhibidor '®Rusgq 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 umédn del inhibidor radiactivo a las mitocondrias de las ratas hipertiroideas y
la disminucidn de dicha unién a las hipotirpideas correlaciona en proporcidén con el
aumento v la disminucidn que existid en el transporte de calcio en dichas mitocondrias.
Esto altimo también nos sugiere que la diferencia en el transporte de calcio se debe
principalmente 2 una vaniacién en el nimero de moléculas de uniportador de calcio y no a
los cambios en el consumo de oxigeno, permeabilidad de la membrana, etc.

-Adicionalmente, cuando las raias hipotiroideas fueron tratadas con la hormona Ts, el
efecto de la disminucion en el transporte de calcio, asi como ta disminucion en la unidn
del inhibidor, - desaparece cm;lpletamex{te, alcanzando valores similares al de los controles.
Esto sugiere ﬁz;ertemente que la hormona tiroidea esta ejerciendo un efecto de regulacion a
nivel de sintesis de proteina. Es importante sefialar 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 union del inhibidor radiactivo. Esto
ultimo lo atribuimos a que el tiempo de sintesis de uniportador que se determino fue de 4
dias como se ha visto en algunas proteinas de la cadena transportadora de electrones
(Luciakova y Nelson, 1992; Soboll, 1993) 0 a un retraso en la expreston debido a factores
como. diferente régimen de dosis de la hormona tiroidea (Mutvei y Nelson, 1989, Lanni et
al. 1995, Goglia et al. 1999), al gradoe de respuesta especifica del tejido que se utilice
(Wiesner ef al. 1992; Rohdich v Kadénbach, 1993), el estado de desarrollo del tejido
investigado (Izquierdo ef al. 1995}, a la compleja regulacion de la expresion de genes
respiratorios v a la influencia del estado metabolico del tejido (Pillar y Seitz, 1997).
Adicionalmente también se sabe que el método de induccidn del hipotiroidismo como el
uso de farmacos, la tiroidectomia, etc, tienen diferentes efectos sobre la influencia de la
hormona (Mutvei et al. 1989; Lanni ef al. 1996),

Confirmando lo anterior, cuando las rafas hipertiroideas se trataron con la
cicloheximida, que es un inhibidor de la sintesis de proteinas, no existieron diferencias
significativas ni en el transporte de calcio ni en la unién del inhibidor radiactivo con
respecto al control. Existen diversos reportes en los que se ha documentado el efecto
inhibitorio de la cicloheximida sobre la induccién de polipéptidos que es estimulada por Ia
T;; en mitocondria el antibidtico mhtbe el aumento en la actividad de fa ATPasa
provocado por dicha hormona (Almeida ef al. 1995). La cicloheximida inhibe la expresion
de tos genes de los canales de bajo' voltaje de Ca®" en musculo esquelético que han sido
inducidos por la hormona Ts (Brodie y Sampson, 1990), y por ¢jemplo, en extractos crudos
de higado este antibiotico inhibe la estimulacidn que ejerce la hormona Tz sobre la

actividad de la Na"K'- ATPasa (Dey, 1990).
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Es muy factible que ¢l tiempo {aproximadamente 4 dias) que nosotros estimamos
para que la hormona influya sobre la sintesis del uniportador de calcio, sea el factor
determinante, ya que en diversos trabajos se ha demostrado que solamente después de 2-3
dias de un tratamiento con la hormona tiroidea se puede ver un efecto sobre la expresion de
proteinas (Nelson ef al. 1980, Nelson et af. 1984), mieniras que un incremento en la
transcripeion/traduccion del genoma mitocondrial y en la actividad de la RNA polimerasa
mitocondrial se observa después de 24 horas de tratamiento con esta hormona (Mutvei ef
al. 1986). Adicionalmente se ha observade que !a masa mitocondrial y ia cantidad de
algunos polipéptidos de la cadena respiraforia se incrementan después de 2-3 dias de

tratamiento (Mutvel ef af. 1989, Joste v Nelson, 1989).
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CONCLUSION

e Con los resultados mostrados anteriermente podemos decir, hasta el momento, que
la sintesis del uniportador de Ca®*, ai igual que otras proteinas mitocondriales, esta

regulada por la hormona tiroidea.
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