La azida induce transicion de la permeabilidad de la
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Resumen

La azida induce transiciéon de la
permeabilidad de la membrana
interna en mitocondrias de
higado de rata. Este articulo
informa una investigacion del efecto
de la azida, un inhibidor de la cadena
respiratoria, sobre el poro de
transicion de la permeabilidad
sensible a ciclosporina A, en
mitocondrias de higado de rata. La
apertura del poro despolariza la
mitocondria, permitiendo el ingreso
de solutos a la matriz mitocondrial,
causando hinchamiento. La
ciclosporina A (CsA) previene la
apertura de este poro. Encontramos
que la disminucion del Ca™ libre
intramitocondrial en mitocondrias
cargadas con Ca”', fue prevenido por
la CsA. La disminucion del Ca” libre
intramitocondrial inducida por la
azida, fue acompariada por hincha-
miento mitocondrial y despolariza-
cion de la membrana mitocondrial
interna. El hinchamiento fue
prevenido por la CsA, pero la
despolarizacién no. Estos hallazgos
sugieren que la azida induce la
apertura del poro de una manera
sensible a CsA, pero es posible que
los dos mecanismos propuestos para
explicar la transicion de la permeabi-
lidad mitocondrial estén traslapados.

Palabras clave: Calcio, ciclospo-
rina A, despolarizacién, hincha-
miento, permeabilidad.

Abstract

Azide induces permeability
transition in the inner
membrane of mitochondria of
rat liver. This paper reports an
investigation of the effect of azide, an
inhibitor of the respiratory chain, on
the cyclosporine A-sensitive
permeability transition pore in rat
liver mitochondria. Pore opening
depolarizes the mitochondria, letting
solutes enter the mitochondrial
matrix, causing swelling.
Cyclosporine A (CsA) prevents
opening of this pore. We found that
azide-induced decrease of
intramitochondrial free Ca’ from
Ca’*-loaded mitochondria was
prevented by CsA. The azide-
induced decrease of
intramitochondrial free Ca’ was
accompanied by mitochondrial
swelling and depolarization of the
mitochondrial inner membrane.
Swelling was prevented by CsA, but
depolarization was mnot. These
findings suggest that azide induce
pore opening in a CsA sensitive
mannet, but it is possible that the
two mechanisms proposed to explain
the mitochondrial permeability
transition are overlapping.

Key words: Calcium, cyclospo-
rine A, depolarization, perme-
ability, swelling.

Résumé

Azide induit la transition de
perméabilité dans la membrane
interne des mitochondries de
foie de rat. Ce travail étudie [ effet
dun azide, inhibiteur de la chaine
respiratoire, sur le pore de transition
de la perméabilité sensible a la
cyclosporine A, sur des mitochon-
dries de foie de rat. L ouverture du
pore dépolarise la mitochondrie, en
permettant [ ‘entrée des solutés dans
la matrice mitochondriale, en cau-
sant un gonflement. La cyclosporine
A (CsA) empéche | ouverture de ce
pore. Nous avons trouvé que la
baisse de Ca’" libre intramitochon-
drial en mitochondries chargées en
Ca”, fut empéchée par la CsA. La
baisse du Ca’" libre intramitochon-
drial induite par [’azide, fut
accompagnée par un gonflement
mitochondrial et une dépolarisation
de la membrane mitochondriale
interne. Le gonflement fut empéché
par la CsA, mais pas la dépola-
risation. Ces découvertes suggeérent
que ['azide induit ['ouverture du
pore de facon sensible au CsA, mais
il est possible que les deux méca-
nismes proposés pour expliquer la
transition de la perméabilité mito-
chondriale soient superposés.

Mots clefs: Calcium, cyclospo-
rine A, dépolarisation, enflure,
perméabilité.

*Instituto de Recursos, Universidad del Mar, Ciudad Universitaria, Puerto Angel, Distrito de San Pedro Pochutla, Oaxaca, 70902, México
Correo electronico: marcoram@angel.umar.mx
** Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas, Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, Ciudad Universitaria, edificio B-3,

Morelia, Michoacin, 58030, México

Correo electronico: saavedra@zeus.ccu.umich.mx

2009, XIII (37): 29-36

Ciencia y Mar

)
)



2009, XIII (37): 29-36

Ciencia y Mar

(9%
S

Introduccion

La mitocondria juega un papel central en la
sintesis de ATP y enla regulacion de la muerte
celular, lo cual la hace esencial para la sobrevi-
vencia de la célula. Las mitocondrias aisladas
pueden sufrir un dramaético incremento en la
permeabilidad a iones y solutos (menores a
1,500 Da), conocida como transicién de la
permeabilidad (Gunter & Pfeiffer 1990),
generandose la pérdida de los mecanismos
homeostaticos que controlan el volumen
mitocondprial (Bernardi 1992). La transicién de
la permeabilidad se relaciona con la apertura
de un mega-canal, cuya estructura estd atin en
debate. El estrés oxidante con una sobrecarga
de calcio, el agotamiento del ATP y concentra-
ciones elevadas de fosfato, inducen transicion
dela permeabilidad mitocondrial (TPM) conla
formacion de poros de TPM no especificos
(PTPM) en la membrana mitocondrial interna
(Halestrap et al. 2004). Durante los dltimos 20
afios se ha aceptado que tres proteinas son
componentes estructurales clave de los PTPM:
la adenin-nucledtido traslocasa (ANT) en la
membrana interna, la ciclofilina D (CyP-D) en
la matriz y el canal aniénico dependiente de
voltaje (VDAC) en la membrana externa
(Crompton 1999, Zoratti et al. 2005). La apertu-
ra del poro genera colapso del potencial de
membrana (AW,), el hinchamiento de la
matriz, el desacoplamiento de la cadena
respiratoria, la salida de citocromo c y otros
factores pro-apoptéticos y la actividad hidroli-
tica dela F1-F; ATPasa, lo que finalmente lleva
alamuerte celular (Crompton 2000).

Se piensa que la apertura del PTPM es
activado por la unién de la CyP-D al complejo
proteico por el lado de la matriz, esta uniéon es
favorecida por la acumulacién de calcio
intramitocondrial ([Ca™],) (Gunter & Pfeiffer
1990). Muchos factores pueden regular la
apertura del PTPM, tales como la ciclosporina
A (CsA, inhibidor especifico), el ATP, el Ca™ y
los radicales libres derivados de oxigeno (ROS)
(Hagen et al. 2003). Se ha demostrado que el
efecto de la CsA es a través de la inhibicién de
la actividad de la peptidil-prolil cis-trans

isomerasa (PPlasa) de la CyP-D (Tanveer et al.
1996). La transicion de la permeabilidad se
observa facilmente después del ingreso de Ca™
dependiente de energia, en presencia de una
amplia variedad de “agentes inductores”, con
caracteristicas estructurales o funcionales no
relacionadas. En su exhaustiva revisiéon
Gunter & Pfeiffer (1990) han recolectado una
lista de 43 inductores, que van del fosfato a los
acidos grasos, de metales pesados a oxidantes
de piridin-nucleétidos, de grupos sulfhidrilo
reactivos a quinonas y plaguicidas.
Tipicamente, después de una fase de retardo
durante la cual la permeabilidad de la mem-
brana permanece normal, el ingreso de Ca’™ es
seguido de un incremento espontaneo de la
permeabilidad. La apertura del PTPM induce
la entrada a la matriz de moléculas de bajo
peso molecular, lo cual permite el equilibrio de
solutos a ambos lados de la membrana interna.
Sin embargo, proteinas mitocondriales son
retenidas en la matriz y esto incrementa la
presiéon osmoética coloidal, generando hincha-
miento de la matriz. Debido a que el area
superficial de la membrana interna es mucho
mayor que la de la membrana externa, esta
ultima se puede romper, dejando relativamen-
te intacta la integridad de la membrana inter-
na. La ruptura de la membrana externa se
puede ver acompafiada de la liberaciéon de
proteinas pro-apoptéticas hacia el citoplasma,
lo que a su vez puede inducir apoptosis
(Sasnauskiene et al. 2009).

La apertura del PTPM puede ser inhibida
con baja afinidad por una gran variedad de
agentes que incluye a compuestos tan diversos
como: anestésicos locales, dcido bongkrekico
(BA, acttaanivel de ANT), N-aciletanolaminas,
carnitina, ADP, iones de Me” y H' (Gunter &
Pfeiffer 1990). La apertura del PTPM se demues-
tra experimentalmente por medio de: la despo-
larizacion de la mitocondria, la liberacion del
Ca”™ acumulado, la penetraciéon de solutos
externos hacia la matriz y el hinchamiento
mitocondrial (Aronis ef al. 2002). En este trabajo
se informa el efecto de la azida, un inhibidor de
la citocromo oxidasa, sobre el [Ca’],, en mito-
condrias cargadas con Ca™. Se discute el efecto
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de la CsA sobre el [Ca™],, y se registra el estado
del PTPM por medio de experimentos que
evaltian el potencial de membrana y el hincha-
miento mitocondrial, en mitocondrias de
higado deratasometidasa anoxia quimica.

Material y métodos

Material

Las sustancias manitol, sacarosa, acido 3-(N-
morfolino) propanesulfénico (Mops), acido
etilendiaminotetraacético (EGTA), albamina
de suero de bovino (BSA), azul de Coomassie
brillante (Blue G-250), etanol, H,PO,, ciclospo-
rina A (CsA), antimicina A, carbonil cianida 3-
clorofenilhidrazona (CCCP), KCL, CaCl,,
MgCl,, L-glutamato, malato, azida de sodio,
triton X-100, &cido plurénico, 2-Amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanediol (Tris-base),
desoxicolato sédico y rojo de rutenio
[Ru,0,(NH,),,]Cl 4H,O (RR), fueron de Sigma
Chemical Co. El fluo-3/AM se compréd de
Molecular Probes Inc., el (['C]TPP+) fue de
American Radiolabeled Chemicals Inc. El RR
se purificé como describi6 Luft (1971). Todas
las soluciones fueron tratadas con la resina
Chelex-100 (Biorad, Richmond, California)
paraeliminar cationes divalentes.

Preparacion de las mitocondrias

Las mitocondrias de higado de rata se prepara-
ron a partir de ratas “Wistar”, de un peso entre
150 y 200 g, como ya fue descrito (Uribe et al.
1987) en un medio enfriado con hielo, que
contenia: manitol 220 mM, sacarosa 70 mM,
Mops 2 mM y EGTA 1 mM, ajustado a un pH
de 7.4. El EGTA se omiti6 en los dos lavados
finales. La proteina se cuantific6 por el método
colorimétrico de Bradford (1976), con albami-
na de suero de bovino (BSA) como estandar.

Medicién del hinchamiento mitocondrial

El hinchamiento mitocondrial se midié
monitoreando la disminucién en la difrac-
cién/absorciéon de la luz por la suspension
mitocondrial a 540 nm (Broekemeier et al.
1989). Las mitocondrias se suspendieron
(Img/ml) en medio de incubacién contenien-

do: KCL 100 mM, MgCl, 3 mM, Mops 5 mM,
glutamato 5 mM y malato 5 mM, ajustado a un
pH de 7.4, en una celda de 3 ml a 25 °C, la
absorbencia se midi6 en un espectrofotémetro
u.v./vis Beckman DU 640. Después de que la
absorcién se estabilizd, el hinchamiento se
midié adicionando 20 mM de azida de sodio
(NaN,). Condiciones experimentales especifi-
cas se presentan enlasleyendas delas figuras.

Mediciéon del potencial de membrana
mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial se
determind a partir de la distribucién del cation
lipofilico tetrafenilfosfonio (TPP"), a través de
la membrana mitocondrial interna. Después
de adicionar al medio de incubacién 1 uM de
TPP conteniendo 37757 c.p.m./pumol
([“C]TPP"). Las mitocondrias (4 mg protei-
na/ml) fueron incubadas a 30 °C durante 10
min en 0.5 ml de un medio conteniendo: KCl
100 mM, MgCl, 3 mM, Mops 5 mM, glutamato
5mM y malato 5 mM, ajustado a un pH de 7.4.
La pastilla mitocondrial se obtuvo por centri-
fugacion a 16000 g durante 1 minuto. El
sobrenadante (150 pul) se removi6, la pastilla
mitocondrial se secd y se resuspendié en 150 ul
de Triton X-100 al 2%. Los extractos se mezcla-
ron con 7 ml de liquido de centelleo (Fricke
1975) y se hizo el conteo. El potencial de
membrana se calcul6 con la ecuacion de
Rotemberg Hagai (1984). Las condiciones
experimentales especificas se presentan en las
leyendas delas figuras.

Medicién del Ca™ libre intramitocondrial
(ICa™1,)

Las mitocondrias (25mg/ml) se incubaron con
10 uM fluo-3/AM vy acido plurénico 0.003%,
durante 20 min a 25 °Cy con agitaciéon a 80rpm.
Fueron después centrifugadas en un microcen-
trifuga Eppendorf por dos minutos, se lavaron
dos veces y se resuspendieron en el medio de
aislamiento sin EGTA. La fluorescencia de la
suspension mitocondrial se monitoreo con un
espectrofluorémetro Shimatzu RF-5000 a 25 °C;
lalongitud de onda de excitacién fue 506 nmy la
de emisién 526 nm. La cuantificacion del Ca* de
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la matriz mitocondrial se determiné midiendo
la fluorescencia minima (F,,,) al final de cada
experimento por adiciéon de EGTA/Tris-base
4mM/30mM, ajustado a un pH de 8.7 y desoxi-
colato 0.05%, y la fluorescencia maxima (F,,,,)
por la subsecuente adicién de Ca* 4 mM. La
[Ca™],, se determiné a partir de la ecuacion de
equilibrio: [Ca™], = Kd(F-F,,)/(F,.-F), en
donde F es el valor experimental de fluorescen-
cia. Se utiliz6 un valor de 400 mM para la Kd
(Minta et al. 1989); las variaciones de pH entre
7.0 y 7.4 no alteraron la Kd significativamente,
amortiguadores de calcio EGTA se utilizaron
para mantener el calcio libre extramitocondrial
([Ca™],) como lo describi6 Fabiato (1988).
Condiciones experimentales especificas se
presentanenlasleyendas delasfiguras.

Anilisis estadistico

Los valores de cada determinaciéon son
producto de tres incubaciones de tres diferen-
tes preparaciones mitocondriales. Los
resultados fueron expresados como la media,
desviacion estdndar (+), a una significancia
de p< 0.05; las variables discretas se determi-
naron por analisis de varianza (ANDEVA),
utilizando el programa PRISM™ (GraphPad,
San Diego, California).

Resultados

Hinchamiento mitocondrial

La Figura 1 muestra que cuando se adiciona
solamente Ca’ al medio, se aprecia un hincha-
miento que provoca su ingreso a la mitocon-
dria, pero no representa transicion de la
permeabilidad. La adiciéon de azida (20 mM) a
mitocondrias previamente cargadas con Ca”™,
si induce transicién de la permeabilidad, es
decir se apertura el PTPM, provocando un
hinchamiento muy pronunciado y rapido (no
se presenta una fase de retardo). La adicién de
CsA (1lpg/mg proteina), esencialmente
elimina el hinchamiento mitocondrial produ-
cido por la azida. En general, las curvas de
hinchamiento muestran tiempos de retardo,
las cuales varian de agente a agente. Las curvas
son complejas y no son faciles de resumir

numéricamente, como seria deseable, para
describir el efecto de un inhibidor como
funcion de la concentracion. Sin embargo,
como se puede apreciar de manera cualitativa,
la CsA disminuy6 el desarrollo del hincha-
miento provocado por la azida, en aproxima-
damente un65%.

Potencial de membrana mitocondrial

En la Tabla I se puede observar que, la sola
adicion de Ca* al medio no afecta el potencial
de membrana (1532 mV), respecto del poten-
cial delas mitocondrias control (150 +4 mV). El
empleo de azida disminuye el potencial de
membrana en cualquiera de las condiciones
ensayadas en aproximadamente un 63%.
Notese que en presencia (sin RR, 586 mV) oen
ausencia (con RR, 58t6 mV) del ciclo de Ca™,
tal disminucién ocurre, lo cual implica que se
presenta un fenémeno que no requiere que la
mitocondria se cargue de Ca”". Esto se reafirma
por la disminucién del potencial que se obser-

Tabla I. Potencial de membrana de mitocondrias
sometidas a anoxia con azida, en presencia de
diferentes efectores. Las mitocondrias fueron
incubadas como se describe en la seccion de material
y métodos; sin adiciones, Ca* /EGTA 1.3 uM, NaN, 20
mM (pH 7.4), RR1 uM, CsA 1 pg/mg prot., CCCP 2
uM, Antimicina A 20 uM; en donde se indica. El
potencial de membrana se midi6é después de 10 min
de incubacién. El volumen de la matriz mitocondrial
utilizado para calcular el potencial de membrana se
asumi6 que era de 1 ul/mg de proteina.

Potencial de

Adiciones membrana en mV
Nada 150 4
Ca* 153 +2
Azida 62 16
Azida+Ca** 58 +6
Azida+Ca**+RR 58 +6
Azida+Ca?+CsA 48 +5
Azida+Ca*+RR+CsA 52 +4
CCCP+Antimicina A 41 +6
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Figura1. Disminucién de la absorbencia de suspensiones mitocondriales (hinchamiento mitocondrial) en presencia de
diferentes efectores. Las mitocondrias fueron incubadas como se describe en la seccion de material y métodos, sin
adiciones (¢), Ca” 1.3 uM (4), Ca™ + NaN3 20 mM (®) o Ca™ + NaN, + CsA 1pug/mg prot. ().

va en presencia de azida (62+6 mV), pero en
ausencia de Ca*. Ademas, en ausencia (5244
mV) o presencia (4815 mV) del ciclo de Ca*, la
CsA no tiene efecto sobre el potencial de
membrana. El control positivo (CCCP +
antimicina A), produce la despolarizaciéon
esperada (41+6mV).

Ca” libre intramitocondrial ([Ca™],)

La adicién de azida a mitocondrias cargadas
de Ca™, caus6 una disminucién de aproxima-
damente el 25% del [Ca”], dentro de los
primeros 10 min (Fig. 2). Cuando este trata-
miento se repitid en presencia de CsA, la
concentraciéon del [Ca®], se incrementd
substancialmente. Debido a que el Ca® debe
acumularse en el espacio de la matriz para que
ocurra la transicion de la membrana, se adicio-
n6 RR (inhibidor del uniporter de Ca™) simul-
tdneamente con la azida para evitar dicha
acumulacién. La adiciéon de RR provocé una
disminucién del 50% en el valor del [Ca™],

dentro de los primeros 10 min, presumible-
mente por la inhibicién del ingreso de Ca™. En
presencia del RR, la CsA no tuvo efecto.
Nuestros datos muestran que la azida induce
la apertura del PTPM, provocando disminu-
cion del [Ca*],, en mitocondrias cargadas con
Ca™,locualse previene sise adiciona CsA.

Discusion

La necrosis celular involucra disfuncién de los
complejos de la cadena respiratoria, pérdida
del potencial de membrana y transicién de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial
interna, mientras que la apoptosis es precipita-
da por permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa y la consecuente libera-
cion de factores apoptogénicos tales como el
citocromo c. La azida induce necrosis en
células cancerosas escamosas (SCC131) derata
(Sato et al. 2008), apoptosis en células renales
del tabulo proximal (Brooks et al. 2009), y dafio
neuronal via apoptosis y necrosis (Ohyagy et
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Figura 2. Calcio libre intramitocondrial de mitocondrias cargadas con Ca™, en presencia de diferentes efectores. Las
mitocondrias fueron incubadas como se describe en la seccién de material y métodos; sin adiciones (), NaN, 20

mM (pH?7.4) (M), NaN,+RR1 uM (

al. 2000, Grammatopoulos et al. 2002). Lo
anterior implica que la muerte celular debida a
la azida es tejido-especifica. La muerte celular
por necrosis se ha asociado con diversas
patologias tales como la isquemia-reperfusion
y todas las enfermedades degenerativas, en las
cuales se presentan altos niveles de calcio
extracelular y mitocondrial, estrés oxidante y
disfuncion mitocondrial.

El [Ca™], de mitocondrias cargadas con
Ca™ se ve disminuido al incubarlas con azida,
de una manera sensible a CsA. La baja ocurre
en presencia de hinchamiento y despolariza-
cion de la membrana. No obstante que la CsA
evita el decremento del [Ca™],, y el hinchamien-
to, no afect6 el potencial de membrana. Los
datos del presente estudio son consistentes con
la propuesta de que la apertura del PTPM
requiere Ca” y es influenciada por el pH de la
matriz, y que el colapso del potencial de
membrana es una consecuencia de la apertura
del poro (Di Lisa & Bernardi 2006). La transi-

),NaN, +CsA (1 pg/mgprot.) (#) oNaN;+RR + CsA (®).

cion de la permeabilidad que ocurre con la
azida, parece depender de mecanismos
sensibles e insensibles a CsA. Existen dos
hipétesis principales, que se han propuesto
para explicar la transicion de la permeabilidad
mitocondrial. Umegaki et al. (2008) han sugeri-
do que ambas rutas transmembranales (la del
poro proteinico y la de la fase lipidica) se abren
durante o después de la transiciéon y que las
rutas son interactivas. Por ejemplo, que los
productos de reaccion (lisofosfolipidos y
acidos grasos) de la fosfolipasa A, (PLA,),
contribuyen a la regulaciéon del PTPM y/o que
la apertura y cierre del poro altera la actividad
delaPLA,.

Ya se ha demostrado (Pastorino et al. 1993),
que se requiere CsA y butacaina (inhibidor de
la PLA,) para prevenir la muerte celular por
cianuro (otro inhibidor de la citocromo oxida-
sa). Nuestros datos sugieren que la azida
podria ser usada con mejores resultados para
inducir “anoxia quimica”, que los obtenidos
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con cianuro. Ya que, la adicién de cianuro a
mitocondrias respirando de higado de rata, no
induce transiciéon de la permeabilidad (no se
muestran los resultados), que se sabe ocurre
durante la anoxia. Esta incapacidad del
cianuro para inducir transicién de la permea-
bilidad, podria deberse a que in vitro, el cianu-
ro bloquea la formacién de radicales superoxi-
do y H,0, en el sitio de ubiquinona-citocromo
b (Turrens & Boveris 1980). Ya que la peroxida-
cion de lipidos es la principal consecuencia
bioquimica del ataque por ROS, medimos la
acumulacién de malondialdehido (MDA) en
mitocondrias tratadas con cianuro o azida (no
se muestran resultados). La acumulacién de
MDA, fue significativamente reducida en
mitocondrias tratadas con cianuro en compa-
raciéon a mitocondrias no tratadas. Por otro
lado, el nivel de MDA fue mayor que el control,
en las mitocondrias tratadas con azida. Estos
resultados podrian explicar, porque la azida
sola, disminuye el potencial de membrana en
ausencia de la carga de Ca™. En conclusién, la
azida puede ser incluida en la lista de agentes
que inducen la apertura del PTPM de una
forma sensible a CsA, pero es importante tener
en mente que, los dos mecanismos propuestos
para explicar la transiciéon de la permeabilidad
podrian estar traslapados.
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