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El hipotiroidismo protege al miocardio del dafno por

isguemia-reperfusion

Israel Bobadilla,* MarthaFranco,** David Cruz,*** José Zamora,**** SandraG. Robles,* Edmundo

Chéavez*

Resumen

En este trabajo se describen resultados experi-
mentales que demuestran que en mitocondrias
de ratas hipotiroideas el calcio no induce la per-
meabilidad inespecifica de la membrana interna
mitocondrial. También se presentan resultados
de experimentos que indican que el miocardio
de las ratas hipotiroideas es resistente a sufrir el
dafo por la reperfusién, seguida de un periodo
de 5 min de isquemia. Considerando que la hor-
mona tiroidea induce la expresion de proteinas
mitocondriales y la sintesis de cardiolipina, se
concluye que la proteccion se debe a una dismi-
nucion de la sintesis del poro inespecifico y al
cambio en la composicion lipidica de la bicapa
interna mitocondrial.

Palabras clave: Hipotiroidismo. Reperfusién. Mitocondrias.

Summary

HYPOTHYROIDISM PROTECTS THE MYOCARDIUM
AGAINST REPERFUSION INJURY

This work describes experimental results indicat-
ing that mitochondria from hypothyroid rats are
resistant to suffer membrane permeability tran-
sition as induced by matrix calcium accumula-
tion. Itis also shown that hypothyroidism provides
resistance to myocardial reperfusion injury, after
a period of 5 min ischemia. It is concluded that
the protection is due to a low expression of mito-
chondrial proteins, as well as to a lack in cardio-
lipin as constituent of the lipid bilayer of the in-
ner mitochondrial membrane.

Key words: Hypothyroidism. Myocardium reperfusion. Mitochondria.

Introduccién

n cimulo deevidenciashademostrado que
U €l dafio por reperfusion puede ser media

do, en parte, por laacumulacién masivade
Ca* en mitocondrias.! La acumulacion intramito-
condria deestecationinducelaaperturade un poro
inespecifico transmembranal que lleva a desaco-
plamiento de la fosforilaciéon oxidativa. El dafio
membranal depende de laconcentracion del trans-
portador de ADP/ATP y de la concentracion del
fosfolipido cardiolipina en la membrana interna.2
Se conace que la hormona tiroi dea aumenta la ex-
presion de laadenin nucledtido transocasa (ANT)
y estimulala actividad de la cardiolipina sintetasa
mitocondrial.® Debido a lo anterior, nos propusi-
mos dos metas: 1) explorar la posibilidad de que
lasmitocondriasai dadas de ratas hipotiroideasfue-
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ran resistentes a dafio por calcio, y 2) conocer S
las ratas hipotiroideas son resistentes a dafio mio-
céardico por isquemia/reperfusion. Con respecto a
primer objetivo encontramos que en mitocondrias
de ratas eutiroideas, la adicion de 50 uM de calcio
amitocondriasincubadas con succinato como sus-
trato produce laaperturadel poro inespecificoy la
salida del calcio acumulado en la matriz. Sin em-
bargo, € calcio no promueve la apertura del poro
en mitocondrias hipotiroideas. Con relacion a se-
gundo objetivo encontramos que en ratas hipoti-
roideas & miocardio se vuelve resistente al dafio

por reperfusion.
Material y métodos

Lasmitocondriasfueron preparadasapartir dera-
tas eu-hiper- hipotiroideas por homogeneizacion

1, Col. Seccion XVI, Tlalpan, 14080 México, D. F).
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del tgjido en sacarosa 0.25 M, siguiendo |os pro-
cedimientos estandares de centrifugacion diferen-
cial. El hipotiroidismo fue inducido en ratas que
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Fig. 1. Proteccién por hipotiroidismo del dafio sobre la
membrana interna mitocondrial inducido por el
carboxiatractilésido (CAT), inhibidor del transporte de
ADP/ATP. Las condiciones experimentales se describen
en Material y métodos. En la Fig. 1A se muestran las
mitocondrias controles (Mit Control) y en la Fig. 1B las

mitocondrias obtenidas de ratas hipotiroideas (Mit Hipo).
FC: 300

w\:x,&-wwmfm v M

OPFAARRANAN|  Mliapab

L

FC: 380

Mt A WA Y

I

| ocLUSION | | REPERFUSION

Fig. 2. Trazos electrocardiograficos y de presion sanguinea obtenidos de
ratas eutiroideas (A), hipertiroideas (B) e hipotiroideas (C). Los trazos re-
presentan resultados de uno de 20 experimentos distintos.

| Bobadilla y cols.

pesaron entre 250y 300 g, por remaci6n bajo anes-
tesiadelaglandulatiroides como se describio an-
teriormente.* Laefectividad del procedimiento fue
demostrada determinando los niveles de T, por
radioinmunoensayo, los valores séricos de triio-
dotironinadisminuyeron de0.94 + 0.12 a0.061 +
0.010 wdL. El hipertiriodismo se estableci6 in-
yectando T, alas ratas i.p. 2 mg/kg diariamente
por 4 dias. Los valores séricos de T, a canzados
fueronde5.24 + 2.4 ug/dL. Lacaptaciony libera-
cién del calcio mitocondrial se siguié en un es-
pectrofotdmetro de doble haz a 675-685 nm, uti-
lizando €l indicador Arsenazo I11. 2 mg deproteina
mitocondrial se incubaron en un medio que con-
tenia125 mM de KCl, 10 mM succinato, 10 mM
HEPES, 2 mM fosfato, 50 uM CaCl,,, 200 uM de
ADP, y 5 ug rotenona. La aperturadel poro ines-
pecifico se efectud afadiendo carboxiatractil6si-
do. El dafio cardiaco fue inducido como sigue:
las ratas fueron anestesiadas con pentotal sodico
(55 mg/kg, i.p.) y larespiracion fue asistida me-
diante traqueotomia. Un electrodo de superficie
fue utilizado paramonitorear la actividad el éctri-
cade miocardio; lasvariacionesen latension ar-
terial fueron seguidas con un transductor de pre-
sion colocado en lafemoral. Después de abrir €l
térax se pasa un hilo de 6-0 por debgjo de laarte-
riacoronariaizquierda, estase ocluye pasando un
tubo de plastico sobre la arteria y anudando fir-
mementeel hilo. Después de un periodo deisgue-
mia de 5 min, se corta e hilo para dgjar fluir la
sangre provocando lareperfusion. Al final del ex-
perimento se tomaron muestras de sangre parala
determinacion delas enzimas creatinacinasa (CK)
y aspartato amino transferasa (ASAT). Laprueba
t de Student para muestras apareadas fue usada
paracomparar losnivelesde enzimas séricas. Los
valores se expresan como promedios + la media
del error estandar.

Resultados

Latransicién de un estado de permeabilidad es-
pecificaa otro de permeabilidad inespecificare-
quiere delatransformacion de la adenin nucled-
tido translocasa en un poro inespecifico. Los
factores necesarios son laacumulacién de Ca* y
€l inhibidor especifico de esta proteina, €l car-
boxiatractilosido. La Figura 1A muestraque las
mitocondrias de ratas eutiroideas captan el cal-
cio de manerarapiday que la adicion de 0.016
MM de carboxiatractilésido, induce la apertura
del poroy lasalidainmediatadel cation divalen-
te. De manerainteresante, la Figura 1B muestra
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Hipotiroidismo y reperfusién miocardica

que la adicion del carboxiatractilésido a mito-
condrias aisladas de ratas hipotiroideas no indu-
celasaidade Ca.

En estudios previos demostramos que cuando las
mitocondrias son insensibles al dafio por la acu-
mulacion de Ca?, invariablemente hay resisten-
ciaa dafio por reperfusién.® Tomando en cuenta
lo anterior, decidimos estudiar s el hipotiroidis-
mo inducia proteccién a dafio por reperfusion
miocardica. La Figura 2 muestra los trazos elec-
trocardiograficos de ratas eutiroideas, hipertiroi-
deas e hipotiroidess. En el panel A se muestra el
perfil eléctrico de corazones de ratas control.
Como se observa durante el periodo de oclusion
de la arteria coronaria, € corazén mostré un rit-
mo sinusa . Sin embargo, inmediatamente después
de la remocion de la oclusion, las arritmias por
reperfusién se hicieron evidentes. Estas continua
ron hasta el final del experimento. El panel B
muestra el electrocardiogramade ratas hipertiroi-
deas. Se observa claramente que durante e perio-
do deisguemiahubo un aumento en lafrecuencia
cardiaca, comparada con |os corazones control es.
Cuando €l flujo sanguineo fue restablecido, lain-
cidencia de taquicardias ventricul ares fue mayor,
también comparada con las encontradas en ratas
eutiroideas. En el panel C se muestraque el hipo-
tiroidismo protege del dafio inducido por reperfu-
sion. Como se observa, los latidos anormales es-
tuvieron ausentes y €l corazén permaneci6é en
ritmo sinusal durante todo el experimento. Debe
hacerse notar que la presién sanguinea en lasra
tas eutiroideas e hipertiroideas fue muy disminui-
da por la reperfusion; sin embargo, de manera
notable, este pardmetro permanecio casi inaltera
ble en las ratas hipotiroideas.

El andlisisdelosnivelesséricosde CK y ASAT son
usados frecuentemente para evaluar € dafio mio-
cardicotisular. Losresultados encontrados mostra-
ron que la CK aument6 en el suero delasratas eu-
e hipertiroideas de 54.75 + 29.85 Ul/L a338.98 +
122.75 UI/L. En contraste losvaloresde CK enlas
ratas hipotiroideas permanecieron cas sin cambio,
i.e, de 54.75 + 29.85 a 68.2 + 49.22 UI/L. Con
respecto alos niveles séricos de ASAT se encontrd
gue los valores aumentaron de 9.94 + 1.78 UI/L a
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15.30+ 840y 29.2 + 11.03 UI/L en lasratas euti-
roi deas e hipertiroi deas respectivamente.

Discusion

El exceso de hormonatiroidea causaunacardiopa
tia que se manifiesta frecuentemente como extra-
sistoles auriculares y ventriculares, fibrilacion au-
ricular y anormalidades ventriculares en la
repolarizacion. A suvez e hipotiroidismo promueve
la prolongacion del tiempo de relgjacion isovolu-
métricay aumento de laonda A.® En este trabgjo
demostramos que € hipertiroidismo sensibiliza al
corazon deratasa dafio por reperfusion, caracteri-
zado por severas arritmias y lesion tisular. De ma-
neraimportante es demostrado que € hipotiroidis-
mo protege del dafio por reperfusion.

Se reconoce que la transicién de la permeabili-
dad mitocondria subyace en la patogénesis del
dafio miocérdico por reperfusion. La permeabi-
lidad inespecifica es inducida por €l carboxia-
tractil6sido. EI mecanismo por el cual este reac-
tivo induce el dafio membranal es através de su
unién ala proteina adenin nucledtido transloca-
sa. Lafuncién de esta proteina es la de transpor-
tar ADP hacialamatriz mitocondrial, en recam-
bio por el ATP sintetizado por laenzimaF,. La
unién del carboxiatractilésido sita alatranslo-
casadel lado citosdlico, estaconformacién trans-
forma ala proteina en un poro inespecifico. En
trabajos anteriores demostramos que al evitar la
transicién de la permeabilidad mitocondrial se
protege al miocardio del dafio por reperfusion.”
En €l hipotiroidismo lamembranainternamitocon-
dria contiene una baja concentracion de cardioli-
pina, este fosfolipido se requiere parala actividad
normal delatrandocasade ADP/ATP. Por lo tanto
unadisminucion enlacantidad de este fosfolipido,
puede restringir laformacion del poro inespecifico
preservando laintegridad de la mitocondria.

Conclusiones

Consideramos que los datos obtenido por este
estudio podrian ser de utilidad para evaluar a
aquellos pacientes candidatos a ser sujetos are-
perfusion, tomando en cuenta que €l hipotiroi-
dismo podriaconferirles menosriesgo que el hi-
pertiroidismo.
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