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ASREVIATURAS

QADy NADH:Nícotínamída adenína dínucleótído en estados

oxidado y reducido.
ATP:Adenosínn trifosïato­
ADP:Adcnosina difosrato.

AMP:Adcnosína monofosfato.
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This: Trí(hídroximctil)amínomctano.
ïïfl); 2-4-dinitrofunol.
FCCP:Trifluoromctoxicarbonílcianuro,fcniIhidrazona.
DCFl: 2-ó-diclorofcnolindofenol.
MSF: Metosulfato dc Tenazina.

TCA:Acido tricloroacético.
0A: Oxalacetato.
3-HB: 3-hidroxíbutírato de sodio.

U: 3-0 (-) hidroxíbutirato deshidrogcnasa.
nAO: nanoátomos de oxígeno.

FHNH;Flavína monohucleótido, estado reducido.
FAD:Flavina adcnína dïnucleótído.

PPC: 2,5-diFeníloxazol.
POPOP:|,¿ bís-Z-(S-Feníloxazolí|)benccno.
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CAPITULO l

I N T R 0 D U C C l O N

Las mitocondrias, organoides presentes en todos
los organismos aerohios, tienen un papel crítico para
el aprovechamiento de la energía en las reacciones de
óxido-reducción.

[n una situación patológica como la diabetes se
producen cambios en múltiples aspectos del metabolis­
mo celular y algunos de estos cambios involucran a
las actividades mitocondriales.

Se mencionaran a continuación los conocimientos

disponibles que describen las consecuencias de la hi­
per o hipoínsulinemia sobre la estructura y el meta­
bolismo mitocondrial en diversos tejidos, principal­
mente sobre aquellos temas que seran objeto del pre­
sente estudio.



CAPlTULO ll

a) Alteraciones metabólicas en la diabetes

La diabetes mellitus se caracteriza, de acuerdo con la
interpretación clásica, por la alteración del metabolismo
de los hidratos de carbono, que determina el síntoma prima­
rio de la hiperglucemia. Con el aporte de innumerables in­
vcstigaciones centradas en el tema, se revelaron modifica­
ciones del metabolismo lipidico y proteico (Krahl, l974).
Estos disturbios fueron atribuidos primeramente a la insu­
ficiencia de insulina frente a los requerimientos del orga­
nismo, pero más adelante se hizo evidente que no es la úni­
ca hormona responsable de la enfermedad. Glucagon, somato­
trofína, glucocorticoides y con efectos mas leves la hor­
monatiroidea inducen el estado diabético en el hombre v
en ciertos animales; la somatostatina hipotalámica, factor
inhibidor de la liberación de hormonade crecimiento y ti­
rotrofina, por otra parte,deprime Ia liberación pancreáti­
ca simultáneamente de insulina y glucagon, constituyendo
un elemento interesante para Ia terapia de Ia diabetes del
adulto (Maugh, l975).

Se supone que los efectos de la insulina no requieren
la presencia intracelular de ésta, comoes el caso de las
hormonasesteroides, sino que actúa sobre receptores de
membranacon cierto grado de especificidad y afinidad, que
inician las interacciones biológicas, El mecanismomolecu­
lar de la acción insulinica no está suficientemente aclara­

do, se acepta que la hormona actúa sobre la membrana plas­
mática e incrementa la entrada de glucosa, ciertos aminoá­
cidos y iones, y contribuye a su conocido efecto anabólico.

Esta primera acción sobre el transporte no involucra
cambios en la función enzimática. En un segundo paso la
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hormona estimula la actividad de enzimas ligadas a la mem­

brana para la liberación de un segundo mensajero y éste
transmite la señal que influye en otros procesos enzimáti­
cos.Se ha señalado al GMPcíclico o el ion K+comoposibles

mensajeros intracelulares (Hers, l976).
Podemos enumerar algunos de los más importantes cambios

que ocurren en la diabetes mellitus sobre el metabolismo de:
l) Glúcídos: La elevación de la glucemia se presenta en la
diabetes como consecuencia de un doble mecanismoza) disminu­
ción de la entrada de glucosa a los tejidos insulino-dcpen­
dientes, principalmente los tejidos adiposo y muscular. Es­
ta disminución implica menorutilización celular de la glu­
cosa en las vias oxidativas, y disminución de la sintesis de
glucógeno;b) mayor liberación hepática de glucosa a la circu­
lación por inducción hormonal de la enzima glucosa-ófosfata­
sa. El hígado acelera la glucógenolisis y estimula la gluco­
neogénesis utilizando la cadena carbonada de los aminoácidos
liberados por proteolísis.
2) Lipidos: El nivel de los ácidos grasos circulantes en el
plasma del diabético supera al de individuos normales, y este
hecho se asocia a la disminución de la actividad antilipoli­
tica de la insulina. La liberación de ácidos grasos por el
tejido adiposo depende del balance entre las vias antagóni­
cas de lipolisis y reesterificación. En la movilización de
los triglicéridos interviene la enzimaIipasa adipolitica
sensible a la acción de numerosas hormonas que la activan,
comoglucagon y glucocorticoides que suelen encontrarse anor­
malmenteelevados en la diabetes. La reesterificación de los
ácidos grasos del adipocito, dependiente del metabolismo de

la glucosa, está restringida en un organismo con déficit de
insulina. En el higado, los ácidos grasos de cadena larga
tienen un papel especial en la regulación de su prOpia sin­
tesis; cuando su concentración se eleva se inhibe la sinte­
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sis y simultáneamente se estimula la via oxidativa que lle­
va a la Formación de cantidades importantes de acetil-CoA.
3) Cuerpos cctónicos: En circunstancias normales, el acetil­
CoAtiene varios caminos alternativos, de acuerdo al estado
energéticode la célula: cuando éste es bajo tiende a oxidar­
se en el ciclo del ácido cltrico, y en el caso opuesto, a la
Formaciónde ácidos grasos para su reservorio comotriglicé­
ridos; en una proporción menor constituye el sustrato para
la sintesis de colesterol y cuerpos cctónicos. En el orga­
nismo diabético disminuye el acceso de acctil-CoA al ciclo
del ácido cítrico, baja la actividad de la citrato sintasa
debido al alto tenor de ácidos grasos y en consecuencia se
exalta la sintesis de acetoacetato y betahidroxibutirato,
que sobrepasan la capacidad de los tejidos extrahepáticos
para catabolizarlos.
4) Proteinas: Hayun característico balance nitrogenado ne­
gativo en el diabético, comoconsecuencia de la disminución
de la síntesis proteica y un elevado catabolismo. Debe des­
tacarse la ausencia o disminución de ciertas enzimas "cla­

ves" que involucra la modulación genética que ejerce la in­
sulina. La estimulación de la sintesis proteica por insuli­
na se produce independientemente de su efecto sobre la cap­
tación celular de aminoácidos, y controla pasos de la acti­
vación de los aminoácidos, la traducción y transcripción
del material nuclear.

-Parte de los desórdenes enunciados se localizan den­

tro de las mitocondrias, donde convergen las vias del ca­
tabolismo Final y el inicio de vias anabólicas que utili­
zan la energia liberada por las anteriores.



b) Alteraciones mitocondriales

l) Ultraestructura: Por medio de la microscopía elec­
trónica se evidenciaron alteraciones morfológicas y de ul­
traestructura asociados a cambios Funcionales que se produ­
cen en las mitocondrias diabéticos. Harano y col. (¡969) y
Harano y col. (l972) observaron que en el tejido hepático
de ratas diabóticas aumentó el número y tamaño de sus mito­

condrias. La ultrnmicroscopla de las mitocondrías aisladas
reveló Formasalargadas que se caracterizan por tener ma­
yor Fragilidad (ver también Hall y col.,l960; Matsubara y
Tochino, l969); estas modificaciones fueron revertidas por
el tratamiento insullníco de los animales.

2) Composición: Las membranasmitocondriales están For­
madas por bicapas lipldicas compuestas principalmente por
FosFatidilcolina, Fosfatidiletanolamína,lFosfatidilinositol
y cardiolipina con proteinas activas en íntima asociación
con los Ilpidos comorequisito para su estado Funcional. Las
membranas interna y externa difieren qufmicamente tanto en

sus proteinas como lípidos, y ambos componentes están suje­
tos a la regulación hormonal.

Todas las alteraciones en la mitocondria de animales
diabéticos están estrechamente relacionados con la Variación
estructural de la membrana.Boveris y col. (¡969) asociaron
la depresión en la velocidad reSpiratoria de mitocondrias
de ratas pancreatectomizadas con un aumento de la ubiquino­
na, en tanto el contenido del citocromo g no se modificó.

Lerner y col. (l972) determinaron el contenido de los pig­
mentos reSpíratorios= el eSpectro diferencial de las mito­
condrias de hígado de ratas con tratamiento aloxánico mos­
traba el pico de 605 nmcorrespondiente a los citocromo g

y a más deprimido que el de los animales testigos; esta
3
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disminución era más pronunciada en ratas con cetosis pero
susceptible de corrección con tratamiento insullnico; en
las mitocondrias cardiacas eran idénticos los eSpectros de
diabéticos y normales. Ellos suponen que estas alteraciones
reflejan cambios estructurales de la membrana,producto del
metabolismo anormal de sus componentes Fosrolipldicos, en
particular los ácidos grasos;en las ratas diabéticas encantra­
ron disminuido el porcentaje de ácido araquidónico y áci­
dos poliinsaturados totales mientras aumenta el de ácido
palmitico. Estudios similares de Vidal y col. (l977a) veri­
Ficaron el déficit de ácido araquidónico en la mitocondria
hepática de ratas inyectadas con estreptozotocina acompa­
ñado en este caso del aumento de ácido linolcico.

3) Función respiratoriai Muchosinvestigadores atribu­
yeron a la insulina alguna acción sobre la generación de
uniones FosFato de alta energia. Comenzaronestudiando el
recambio de fosfato inorgánico marcado o de reacciones de­
pendientes de ATPen distintos tejidos de animales diabéti­
cos para pasar luego a sistemas mas simples, por ejemplo
mitocondrias aisladas, para anular las interacciones con
otras reacciones celulares que consumenATP. Para señalar
las particularidades del efecto de la diabetes en distin­
tos tejidos se detallan separadamentelos estudios referi­
dos a las mitocondrias hepáticas y de músculo.

El higado es el tejido más afectado dado su papel en
la regulación del metabolismo, y se encontraron deficien­
cias en el consumode oxigeno y en la actividad fosforilan­
te medida como relación ADP/Oen las mitocondrias de gatos

pancreatectomizados (Hall y col.,|960; Vester y Stadie,
|957) y de ratas tratadas con aloxano (Harano y col. l969;
Harano y col. [972; Hall y col. ¡960; Matsubara y Tochino

¡969; Lerner y col. |972); la respiración mitocondrial se
encontraba en estos casos desaeoplada de la Fosforilación



oxidativa. La insulina restableció los valores normales,
tanto en experiencias ” in vivo " (Hall y col. |960;Matsu­
bara y Tochino l969; Lerner y col. l972; Vester y Stadie
¡957) o "in vitro” (Hall y col. ¡960)

Scháfer y Nágel (|968) inyectaron insulina a animales
no diabéticos, en cuyo caso comprobaron el efecto contra­
rio al estado diabético, con incremento del consumo de oxi­
geno y control reapiratorio, sin que se hubiera alterado la
relación ADP/O.

El incremento del nivel de ácidos grasos de cadena
larga en el plasma e higado de rata diabético induce la
aceleración de la reSpiración de las mitocondrias hepáti­
cas; Harano y col. (l969 y l972) indicaron que Fué de 90%

el aumento del consumo de oxigeno cuando.las mitocondrias
se incubaron con palmitato,como resultado de la acción de­
sacoplante de los ácidos grasos (Mat3ubara y Tochino,|969;
Lerner y col. [972); el efecto es revertido por la pre­
sencia de albúmina en las incubaciones.

Resultados opuestos a los que se acaban de describir
Fueron publicados por Parks y col. (l955),en experiencias
con ratas que se sacrificaron después de un mes de inyec­
tar aloxano, indicaron que las mitocondrias hepáticas te­
nlan consumos de oxigeno y relación ADP/Onormales duran­
te la oxidación de una serie de sustratos. Tomandoen con­

sideración estos últimos datos se planteaba la duda si el
estado de los animales y los efectos secundarios a la in­
ducción de la diabetes da lugar a las deficiencias reSpi­
ratorias detectadas en algunos laboratorios. Boveris y col.
([969) utilizaron ratas pancreatectomizadas para evitar los
efectos colaterales de los diabetógenos y comprobaron que
las mitocondrias hepáticas consumian oxigeno a velocidad
25%menor que los controles durante la oxidación de diver­
sos Sustratos, y el déficit respiratorio era más notable
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con 3-hidroxibutirato¡llegando al 50%; la amplitud del efec­
to observado era paralelo al desarrollo de la diabetes.

En las mitocondrias de músculo esquelético ¡ncubadas
con varios metabolitos del ciclo del ácido cítrico no se

llegó a detectar variación significativa del consumode oxi­
genoicontrol respiratorio e indice P:0 entre ratas diabéti­
cas y testigos (Dow, |967; Favelukcs y col. l973). La acti­
vidad ATPásica dc esas mitocondrias tampoco parece afectada.

Los ensayos con homogcnatos de tejido cardiaco demos­

traron que preparaciones obtenidas dc ratas inyectadas con
aloxano tenian menor velocidad fosforilante que sus corres­
pondientes testigos (Haugaard y Haugaard, ¡964).

4) Actividades enzimáticas: Dentro de la descripción
global de modificaciones del metabolismo en el diabético,
se mencionaron algunas producidas por defectos de enzimas
de localización mitocondrial, y a continuación se analiza­
rán aquellas alteraciones relacionadas con la velocidad del
ciclo del ácido cítrico, respiración y Fosforilación mito­
condrial y sintesis de cuerpos cetónicos.

SchaFer y Nágel (l968) midieron la actividad de enzi­
mas hepáticas de ratas inyectadas con insulina, notando el
aumento de actividad alFagliceroFosFato deshidrogenasa, HDD,
succinato deshidrogenasa, malato deshidrogenasa, glutamato
deshidrogenasa, isocitrato deshidrogcnasa (dependiente de
NADy de NADP)y aSpartato transamínasa paralelamente con

el aumento de la capacidad reSpiratoria de las mitocondrias
intactas que ya hablamos descripto.

En ratas con diabetes experimental se observó el efec­
to inverso: enzimas que participan del ciclo tricarboxllico
como malato deshidrogenasa (Armstrong y lanuzzo, l976) y
succinato deshidrogcnasa (Karl y col., l976) disminuyen su
capacidad catalftica. Sin embargo Harano y col. (l972) no
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detectaron diferencia enla velocidad de las reacciones cata­
lizadas por citrato sintasa, aconitasa, isocitrato deshidro­
genasa (dependiente de NADy NADP),alfacetoglutarato deshi­
drogenasa, succinato deshidrogenasa, Fumarasa y malato deshi­
drogenasa, entre ratas con aloxano y sus testigos.

La disminución de la actividad citocromo oxidasa Fué

comprobadapor Lcrner y col. (|972) en la fracción mitocon­
drial do higado de ratas con aloxano, a 3 y 5 dias de la do­
sis diabetógcna. La actividad HBDhepática Fué determinada
en perros pancreatectomizados por Roldan y col. (|97|), co­
mo continuación de sus propias observaciones de la depresión
de la reSpiración mitocondrial con ese sustrato, y comproba­
ron que la actividad enzimática bajó a la mitad de su valor
normal al mismo tiempo que el nivel plasmático de cuerpos

lcetónicos se triplicaba; la insulina 'in vivo” tuvo efecto
reparador tanto sobre la actividad de la deshidrogenasa co­
mosobre la cetosís. Vidal y col. (|977a) midieron la acti­
vidad de la misma enzima con vesiculas submitocondriales de

higado de ratas inyectadas con estreptozotocina, en las que
encontraron una importante disminución. La apoenzima extrai­
da de mitocondrias diabéticas y unida a una mezcla de fosfo­
lípidos de mitocondrias normales tenia una actividad enzimá­
tica comparable a los normales (Vidal y col. ¡977 b; I978a).

5) Biosintesis de proteinas mitocondriales: Existe un
mecanismode control para la sintesis coordinada de polipép­
tidos en mitocondrias y citoplasma, a traves de proteinas de
codificación nuclear y sintesis en microsomas, con las cua­
les se ensamblan los péptidos de la sintesis mitocondrial.

Es ampliamente conocido que la sintesis de proteinas
en ribosomas citoplasmáticos de tejido hepático (Pilkis y
Korner, |97|) y muscular (Wool y col.,|968; Manchester y
Young, |960; Pain, |973; Chain y Sender, ¡973) de animales
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diabéticos se desarrolla con menor velocidad que la normal.
El músculo cardiaco tiene diferente reSpuesta que el esque­
lético, no varia la velocidad de incorporación de fenilala­
nina-[4€ en experiencias con corazones perfundidos de ratas
aloxánicas (Rannels y col.,l970) o con estreptozotocina (Ra­
nnels y col, l970; Chain y Sender, l973). La incorporación
"in vitro" del aminoácido radiactivo u poliribosomus de
músculo cardiaco de ratas con estreptozotocina también es
comparable a la de ratas normales (Chain y Sender, ¡973).

La adición de insulina al medio de perfusión estimuló
la incorporación de aminoácidos a proteinas de corazones
no diabéticos Hool y Manchester, l962; Chain y Sender,
|973) o diabéticos por estreptozotocina, y el efecto es
similar en el sistema de músculo esquelético (Manchester y
Young, ¡958; Wool y Krahl, l959).

En estudios similares del sistema mitocondrial, Fave­
lukes y col. en l973, y Móckel y Beattie en l975, encontra­
ron deprimida la incorporación de aminoácidos marcados a
las mitocondrias intactas de ratas diabéticas por aloxano
o estrcptozotocina, en tanto los ensayos con mitocondrias
hepáticas no lograron detectar cambiossignificativos.

c) Músculo cardiaco y diabetes

La diversidad de las alteraciones que se presentan en
los distintos tejidos de animales diabéticos indican una
capacidad particular de cada órgano para adaptar su meta­
bolismo a ese estado.

El metabolismo del miocardio está orientado al cumpli­
miento de la Función de contracción muscular rítmica, y el

papel de las mitocondrias comoProductores de las uniones
de alta energia por la Fosforilación oxidativa es critico
para este tejido que trabaja en condiciones esencialmente



aerobias. La célula cardiaca cuenta para satisfacer su de­
manda energética con numerosas mitocondrias que ocupan has­
ta el 40%de su citoplasma, surcadas por un importante nú­
mero de crestas que le permiten reSponder instantáneamente
a una sobrecarga con la producción de ATP, pudiendo elevar
la velocidad de consumo de oxigeno a 5 veces su nivol basal.

El músculo cardiaco contiene pequeña cantidad de glu­
cógeno en calidad de reserva y sólo para situaciones de e­
mergencia. En el individuo en reposo la glucosa represen­
ta alrededor del 20%del aporte de energia; en caso de is­
quemia su oxidación no se completa y produce lactato y pi­
ruvato. Trabajando a ritmo Forzado por ejercicio intenso o
en ayuno prolongado Puede utilizar una proporción conside­
rable de sus propios triglicéridos, para Io cual cuenta con
actividad de lipoproteinlipasa. En condiciones post-prandia­
les el cociente respiratorio es 0,74 y se calcula que con­
tribuyen hasta 28%la glucosa, Ifl piruvato, ll% lactato,
7%cuerpos cetónicos y 60%de ácidos grasos (ver revisión

de Campbell y Hales, l976).

El recambio proteico es mucho mas activo que el de
músculo esquelético, siendo capaz de sintetizar nuevo te­
jido cantráctil Frente a un esfuerzo sostenido o un infar­
to. La captación de glucosa en el corazón perfundido de ra­
ta esta inhibido por concentraciones Fisiológicas de ácidos
grasos libres. En animales diabéticos, cuando Ia captación
de glucosa es deficiente, el corazón puede derivar más del
9 %de su energia de los ácidos grasos libres y cuerpos ce­
tónicos. Los ácidos grasos son utilizados en proporción a
su concentración plasmática ya que no hay impedimentos para
la entrada a la célula y la regulación de su metabolismo es­

tá dada primordialmente por la velocidad de oxidación del
acetil-CoA y del ciclo del ácido cítrico.



|2

El cociente reSpiratorio del corazón diabético es in­
ferior al normal, y varía entre 0,54 y 0,73, valores que
definen a los lípidos comocombustibles principales.

Con Ia administración simultánea de glucosa e insulina
a diabéticos en ayunas aumenta la captación de glucosa y
en consecuencia el cociente reapiratorio se eleva a I,|7 .



CAPITULO lll

OBJETlVO Y PLAN DE TRABAJO

El objetivo del presente trabajo es verificar la ¡n­
Fluencia de la diabetes experimental sobre las mitocondrias
de corazón de rata, y la corrección de las modificaciones
que se observen mediante la administración de insulina.

Se estudiarán las siguientes funciones característi­
cas mitocondriales:

l) Actividad reSpiratoria con diferentes sustratos, y
acoplamiento de la fosforilación oxidativa, medida por el
consumode oxígeno, el control de la respiración y la re­
lación ADP:0

2) Actividades enzimáticas de la membrana interna.

3) Niveles de los tranSportadores de electrones mito­
condriales, medidos cuantitativamente por sus componentes
esPectrales.

4) Actividad de la síntesis proteica medida por la
velocidad de incorporación "in vitro” de leucina radiac­
tiva a mitocondrias enteras.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

ANlMALES DE EXPERIMENTAClON

Se utilizaron ratas macho, cepa Williams del Institu­
to de Quimica Biológica, cuyo peso inicial oscilaba entre
ISO y 220 g. Los animales tenían libre acceso a agua y ali­
mento comercial Forramcx o Purina.

Para Ia inducción de diabetes se inyectó por vía en­
dovenosa una única dosis de estreptozotocina de 65 mg/kg
de peso, en solución de citrato O,l M (pH 4,5), preparada
en el momento y utilizada dentro de los 3 a S minutos. Se

consideraron aptos para los ensayos aquellos animales cuya
glucemia superaba los 300 mg%.Las ratas testigo fueron in­
yectadas simultáneamente con la solución de citrato.

El tratamiento insullnico de animales diabéticos o

testigos consistió en dosis de 8 a lO U por día de Insu­
lina NPHLilly de liberación lenta, por vla intraperito­
neal.

METODOS ANALlTlCOS

l - Determinación de Ia glucemia: Se efectuó por el método
de Nikkila y Hyvárinen (l962) en muestras de sangre extrai­
das de la cola con el agregado de cristales de FNa como

anticoagulante. Se leyó la absorbancia a 625 nmcontra un
testigo de glucosa de IOOmgí.

2 - Determinación de proteínas: Se aplicó el procedimien­
to rapido de Jacobs y col. (I956) agregando desoxicolato
de sodio a la suspensión de proteinas de la fracción mi­
tocondrial en concentración final del 0,2%. Se leyó la ab­
sorbancia a S40 nmcontra testigos de albúmina.



3 - Determinación de actividades enzimáticas

Medidade la actividad respiratoria mitocondrial: Se
efectuó por el métodopolarográfico siguiendo la velocidad
de conSumodel oxigeno en una suspensión de mitocondrias

enteras, durante la oxidación de un sustrato que se indica
oportunamente, mediante el uso de un polarógrafo Cilson
Medical Electronic Oxigraph model K con electrodo de oxi­
geno Clark dotado de movimiento vibratorio para acelerar
el equilibrio del oxigeno con el electrodo. Se llenó la

celda polarografica con l,9 ml de una solución apropiada
a la muestra de mitocondrias a ensayar, saturada con aire
y a temperatura constante de 30 °C. Se estimó el conteni­
do inicial de oxigeno disuelto a esa temperatura en 234
pmoles/I segun el Handbookof Chemistry and Physics (|956).
El consumode oxigeno se registró a partir de la adición
de 0,| ml de fracción mitocondrial conteniendo 2 a 3 mg

de proteina más un sustrato oxidable. AI cabo de 2 o 3 mi­

nutos se agregó solución de ADPa pH 7,4 y se siguió la
lectura hasta que el contenido de Ia celda se tornara anae­
róbico por consumototal del oxígeno.

Solución amortiguadora para las medidas de respiración
mitocondrial: Para mitocondrias hepáticas se utilizó un me­

dio que contenía sacarosa 240 mM, CIK 34 mM, Cleg 5 mM,
EDTA 0,9 mM, Tris-CIH 9 mMa pH 7,4 a 30 °C y solución de

fosfatos 6 mMa pH 7,4 ; y para mitocondrias cardíacas con­

tenía manitol 250 mM, CIK IO mM, EDTA 2 mM, Tris-CIH IO mM

de pH 7,4 y fosfatos 5 mMe igual pH.

Cálculo de la concentración de ADP:Se midió espectro­
fotométricamente Ia absorbancia de la solución de ADPen

las medidas rCSpiratorias, diluída en CIH0,0! N utilizan­
do el coeficiente milimolar de extinción a pH 2 de |4,9 cm­
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flgdjda de la actividad 3 D (3) Hidroxibutirato deshidro­
genasa E C (I.l.l.30): Se basa en el método de Williamson y
col. (l962) de medición del NADHFormado en la reacción ca­

talizada por la enzima unida a membranamitocondrial, con
las modificaciones que se mencionarán oportunamente.

Se incubaron las Fracciones mitocondriales o partículas
submitocondriales con solución de Tris-CIH 50 mMa pH 8 du­
rante lO minutos con concentraciones variables de NADentre

0,| y 2,0 mMa la temperatura de 30 0C; 0,3 pg de rotenona

en solución alcohólica reemplazan a 0,0! mg de antimicina A
del método original. La velocidad dc reducción del NADse e­

videnció al agregar la mezcla racémica dc betahidroxibutira­
to por cl aumento de absorbancia a 340 nm en un espectrofo­
tómetro BeckmanDB-Gcon registrador. Para medir la activi­
dad enzimática en función de la temperatura se usó un mono­

cromador Beckman DU acoplado a un Gilford Model 2000 Absor­

bance Recorder, termostatizado y provisto de resistencia de
platino enla base de las cubetas para seguir la temperatura
de la celda durante la reacción.

La actividad especifica se expresó comovelocidad de Pe­

ducc¡ón en pmo¡es del NADpor mg de proteina mitocondrial y
por minuto, aplicando para el cálculo el coeficiente de ex­
tinción del NADH= 6,22 emi-lmhl-I (Horecker y Kornberg,l948).

Medida de la actividad citocromo oxidasa E C (l.9.3.L):

Se determinó por el método eSpectroFotométrico de Smith
(|954) basado en la medida de la velocidad de oxidación aeró­
bica del citocromo c soluble catalizada por una suSpensión
de mitocondrias fragmentadas.

Se utilizó un eSpectrofotómetro BeckmanDB-Gprovisto
de registrador de velocidad variable y la reacción se llevó
a cabo en cubetas de 3 ml termostatizadas a 25 °C. La mezcla

de reacción consistía en una solución |5 MMdel citocromo c

disuelto en FosFato 0,| My cantidades de proteina mitocon­
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drial entre 2 y 45 pg/ml que se agregaron rápidamente a las
cubetas para medir la velocidad de reacción en los primeros
minutos.

Para el cálculo de la actividad especifica se utilizó
el coeficiente de extinción 20,5 mM_'cm“l que corresponde
a la diferencia entre los coeficientes del citocromo c re­
ducido menos el oxidado: 29,5 menos 9,0 respectivamente,
(Margoliash y Waldsek , l907).

Determinación de la ggnccntración total de citocrOmo c
El citocr0mo c en cada incubación, prescnte en Forma reduci­

da + oxidada,se determinó reduciéndolo cuantitativamente
con dítionito de sodio y midiendo la absorbancia a 550 nm
utilizando el coeficiente milimolar 29,5 cm-I antes mencio­
nado.

Reducción del citocromo c: Por adición de ascorbato de

sodio, se evidencia en pocos minutos a través del cambio de
color de la solución de citocromo disuelto en fosfato de po­

tasio 0,0I M a pH 7,0 que pasa de pardo a salmón. El exceso

de ascorbato se eliminó por diálisis durante 24 horas con
cambios de la solución de Fosfatos de la misma concentración

y pH, hasta ausencia de viraje del colorante 2-6 dicloroFe­
nolindofenol. La solución de citocromo se mantiene en estado

reducido durante varias semanas, tomando la precaución de

guardarlo congelado en frasco con tapa esmerilada y sin que
quede cámara de aire sobre el nivel del líquido. El grado de

reducción que se logra por este método sobrepasó el 70%; por
debajo de este porcentaje el citocromo g oxidado inhibe la
reacción enzimática. Esta pr0porcíón corresponde a una re­
lación de absorción a 550 nm/SÓSnm superior a 6 (Paul,l947)
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Medida de la actividad succinato desbjdrogenasa: Se uti­
lizó el método de Arrigoni y Singer (IQÓZ) para la medida de

succinato-metosulfato de Fenazina (MSF)reductasa en muestras
de mitocondrias con membranas Fragmentadas. El leucoderivado
de MSFes reoxidado por 2,6 -diclorofeno|indofenol, cuyo cam­
bio de absorbancia en función del tiempo a 800 nm se registró
en el cspcctroFotómetro BockmunDfl-C.

Las incubaciones contenían solución de Fosfato 50 mMa

pH 7,4, succinato 20 mM, cianuro | mM, y aproximadamente

0,! a 0,2 mg de la preparación enzimática consistente en mi­
tocondrias de corazón de rata sometidas a tratamiento hipo­
tónico segun método de Parsons y Williams (¡967). Después de
IS minutos a 30 °C se adicionó solución recientemente prepaw
rada de 2,6-diclorofenolindofenol hasta una concentración
final de 0,06 mMy se determinó la linea de base de la reac­

ción eSpontánea que se restó de la variación de absorbancia
del MSF.La actividad enzimática se registró al adicionar
este último compuesto, hasta la reducción total del 2,6-di—
cloroFenolindofenol, que requiere 2 a 3 minutos.

Eggresión de los resultados: La actividad especifica se
calculó utilizando el coeficiente de absorción mMdel 2,6-dí­
clorofenolindofenol a 600 nm;l9,l (Minakami y co|., l962) y
en base a la relación mol a mol entre el succinato y el colo­
rante reducidos; el resultado se expresó comoactividad espe­
cífica de la reacción en micromoles de succinato oxidados por

minuto y por miligramo de proteína mitocondrial.

Medida de la actividad NADHdeshidrogenasa: La activi­
dad de esta enzima ligada a la cadena reSpiratoria se midió
comoNADH-ferricianuro óxido reductasa, segun técnica de

Minakamiy col. (l962) siguiendo espectrofotométricamente
la deshidrogenación de NADHacoplado a la reducción de fe­

rricianuro de potasio por la FMNH,grupo prostético de la
enzima.
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El medio de reacción contenía: fosfato 40 mMa pH 7,4,

25 ul del sustrato: NADHIS mMy concentraciones crecientes

de Ferricianuro de 0,5 a l,5 mMparadeterminar la velocidad
máxima de reacción. El volumen total de 3 ml se incubó a 30

°C y durante 30 segundos;se registró un cambio de absorban­
cia apreciable que se restó de la velocidad de la reacción

enzimática. Esta comenzó con el agregado rapido de la mues­

tra de mitocondrias en un volumen suficientemente pequeño
para que la dilución sea despreciable.

Para el calculo de la actividad específica se utilizó
el coeficiente de extinción del ferricianuro de potasio a
la longitud de onda registrada, 420 nm, de l mM_lcm-I. El

resultado se expresa comoactividad máximarespecto al Fed
rrícianuro en pmoles NADH/min/mgproteina considerando que

l mol de NADHse oxida por cada 2 moles de Ferricianuro que
se reducen.

De los gráficos de Lineweaver-Burk se calcularon las

VMaxde la reacción respecto al oxidante, Ferricienuro,
utilizando el método de cuadrados minimos para la compensa­
ción de errores.

4 - Determinación cuantitativa de citocromos mitocondriales

La determinación simultánea de los niveles de citocro­

mos por los eSpectros diferenciales de absorción de sus gru­
por prostéticos se basó en el método desarrollado por Chance
y Williams (|955) utilizando el eSpectrofotómetro diferencial
B. Chance de haz dividido construído en la Johnson Foundation

Un. of Pennsylvania, Philadelphia,Pa. El aparato provee la
medida simultanea de los citocromos en estado reducido y oxi­
dado de dos diluciones idénticas de mitocondrias que difie­
ren en su tratamiento químiCo.

En ambas cubetas de 3 ml se colocan entre 3 y 4 mg de

proteína mitocondrial suSpendida en sacarosa 0,25 Mcon so­
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lución de Fosfatos a pH 7,4. Para llevar los citocromos al
estado totalmente oxidados se agregaron |5 pmoles de Ferri­
cianuro a una, y para reducirlos se disuelven unos crista­
les de ditionito de sodio en la otra cubeta, agitando unos
minutos. El trazado del registrador grafica directamente la
diferencia de densidad óptica entre ambas cubetas para cada
longitud de onda entre 500 y 630 nm.

Cálculo de los contenidos de citocrggos mitocondriales í
'La estimación de la concentración de cada uno de los citocro­

mos en presencia de los demás se basó en el método de J.N.

Williams (¡964). Se midió la diferencia de absorbancia entre
los máximos y minimos correspondientes a cada citocromo,
que se presentan en los siguientes pares de longitudes de
onda, y cuyos coeficientes se detallan a continuación:
citocromo g 550-535 nm A: 21,0 mM_I cm-l

” 554-540 ” A= |8,8 ” ”

563-577 " A: |4,3 " "

” a- 3 605-630 ” A: l2,0 ” ”
Los datos se aplicaron a un sistema de ecuaciones cuya

IUin

m

resolución fué provista por el trabajo citado, del cual se
extraen las concentraciones buscadas.

PREPARACIONES ENZlMATlCAS

l - Aislamiento de mitocondrias de hígadg de rata: Se basó
en el método de fraccionamiento de Hogeboom(¡955) modifi­

cado por Myers y Slater (l957). Se homogeneizó el tejido he­
pático en 9 volúmenes de solución de sacarosa 0,25 M, con
Tris-CIH S mMa pH 7,5 y EDTA lmM ( medio STE) en un Potter­

Elvehjem con pistilo de teFlón. Una centrifugación a 750xg
durante IO minutos decantó el material nuclear, células y

membranas, y del sobrenadante se sedimentó la fracción mito­
condrial a 7000 xg durante IO minutos, la cual se lavó 2 ve­
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ces y resuspendió en la misma solución de homogeneización
en un volumen tal que la concentración de proteinas Fuera
aproximadamente IS mg/ml.

2 - Aislamiento de mitocondrias de corazón de rata: Se uti­

lizó el método de Favelukes y col. (|97|) desarrollado para
músculo esquelético, con ligeras modificaciones. Se extrajo
el (:ora:ón del animal recién decapitado descartando el te­

jido auricular; el resto se cortó con tijeras y lavó en so­
lución CIK 0,l5 Mhasta que los liquidos dc lavado resulta­
ron libres de sangre. Se incubó lO minutos a 0°C en l2 vo­

lúmenes del medio de homogeneización de Chappell y Perry

(¡954) adicionado con 2 mg. de proteinasa nagarse por cada
gramo de tejido, y luego se diluyó hasta 25 volúmenes para

cortar la incubación homogeneizando en un Pooter-Elvehjem y

ccntrifugando S minutos a 500 xg para descartar el sedimen­
to con fibras musculares, restos celulares, eritrocitos,
membranas y material nuclear. Del sobrenadante se separó la
Fracción mitocondrial por centrifugación a 7700 xg durante
l0 minutos. El precipitado se resuSpendió para los lavados
en el mismo medio al que se agregó albúmina l mg/ml. Las mi­

tocondrias se suSpendieron Finalmente en sacarosa 0,25 M.
El rendimiento obtenido Fué de l0 a IS mg. de proteína mito­
condrial por cada gramo de tejido cardíaco.

3 - Preparación de partículas submitocondriales de corazón
de rata: Se utilizó la técnica de Linnane y Ziegler descrip­
ta por Beyer (l967). Partiendo de una preparación mitocon­
drial cuya concentración de proteínas no era inferior a 20
mg/ml. Se sometió la suspensión a desintegración sónica du­
rante 60 segundos,en períodos de lO para evitar que aumente
la temperatura. Se utilizó un Desintegrador Ultrasónico MSE
(Measuring & Scientific Equip. Ldt. London) de 500 watt, la
Frecuencia era de 20 Kc/segundo, intensidad 0,4 a 0,5 mA, y

la temperatura se mantuvo colocando e|.recipiente en baño



22

de hielo. Se centrifugó la preparación durante |0 minutos
0 7700 x g y 4°C para descartar las mitocondrias sin rom­

per y Fragmentos de gran tamaño, y el sobrenadante se cen­

trifugó a IOSOOOxg durante 40 minutos en centrífuga

Spinco L con rotor tipo 40. Las partículas de membranas
se suspendieron en 2 ml del medio de homogeneización y se

conservaron congeladas a -l5 °C.

4 - ¿:gparación (E mitocondrias fragmentadas por hipotoni­
cidad: Se siguió la técnica de Parsons y Williams (|967).
Las fracciones mitocondriales aisladas por el método habi­
tual selavaron y suSpendieron en solución de fosfatos 20
mMa pH 7,5 con 0,02 x de albúmina de suero bovino. Des­

pués de incubar 20 minutos a 4°C se centrifugó para sepa­

rar Ia solución hipotónica a 35000 x9 durante 20 minutos,
el sedimento consistió en partículas de membranainterna
Juntamente con Fragmentos de membranaexterna. Se resus­

pendió en solución 0,I H de fosfatos a pH 7,5 para ser
utilizado en las incubaciones comopreparación enzimáti­
ca de membrana interna.

DETERMINACION DE LA INCORPORAClCN "IN VITRO" DE LEUClNA­

¡AC'A PROTEINAS HITOCONDRlALES

l - Incubación de mitocondrias enteras con leucina-I4C:Se
¡neubaron entre I y 2 mg de proteinas de mitocondrias fres­
cas, de respiración activa y acoplada a la fosforilación de
ADP,junto a 0,25 pCi de leucina-I4C de radiactividad espe­
cífica 6,5.uCi/mol. El sistema para la incorporación de a­
minoácidos a las proteínas mitocondriales contenía una mez­
cla previamenteesterilizada por filtración a traves de dis­
cos Millipore de poro 0.22 y, compuesta por una mezcla equi­
molecular de animoácidos excepto leucina, sacarosa IOOmM,

CIK 40 mM, EDTA I,3 mM, Bicine lO mM(pH 7,4), solución de
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fosfatos 8 mMde pH 7,4, SOAMg|2 mM, malato IO mM, gluta­
mato lO mM, malonato 5 mM, ADP 2 mM.

La reacción sc llevó a cabo en un volumen total de l ml, en

Frascos Erlenmeyer esterilizados y con tapón de algodón, a
temperatura constante de 30 °C y con agitación durante 60
minutos. Al cabo de ese tiempo se cortó la reacción cnfrian­
do los frascos a 0 °C sobre hielo y por dilución con solu­
ción de leucina no radiactiva,
Todo el material de vidrio para el experimento fue este­
rilizado previamente en autoclave, y las alícuotas se pre­
pararon bajo luz UV.

2 —Precipitación de las proteinas marcadas: Se agregó 2 ml
de solución de albúmina de 50 mgï en CIK 0,|5 M a cada in­

cubado conteniendo 2 ml de la solución descripto anterior­
mente para aumentar el volúmen del precipitado. Las proteí­

nas se precipitaron con ácido TCAde concentración final 5%,
se centrifugaron y se lavaron con TCAal Z.

La suspensión de las proteinas insolubles en TCAal 5%se

llevó a 85 °C durante lS minutos para eliminar el aminoacil­
NAque no formó uniones peptídicas. Se volvieron a lavar

en TCAen Frio y finalmente en alcohol:éter 3:|. Se resus­
pendió el precipitado en TCAal 5%y se Filtró por discos
Hillipore de 0,45 p para retener las proteínas radiactivos.

3 - Detección de radiactividad en las proteínas mitocondria­
¿gg : Los Filtros Hillipore conteniendo las proteínas Fueron
colocados en viales de vidrio para secar bajo lámpara IR.
Se agregó en cada vial S mI de liquido centelleador de la

siguiente composición: 4 g de PPO y lOO mg POPOPen l li­
tro de tolueno. En todas las determinaciones se utilizó la

mismacantidad de proteínas mitocondriales para formar una
capa de espesor uniforme sobre los filtros. Las muestras
se leyeron en un Nuclear Chicago Liquid Scintillation Coun­
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ter con sustracción automática del background. La calibra­
ción de la eficiencia del espectrómetro de centelleo líqui­
do para I4C se realizó por el método de la relación de ca­
nales, utilizando muestras patrón con distintos grados de
apagamiento. El canal | operó con 9% de ganancia y ventana
90-I000,y el canal 2 con igual ganancia y ventana SO-IOOO.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El analisis estadístico de series de experimentos re­
petidos se hizo en base al cálculo de la media aritmética
de los valores acompañándoladel error standard. Para pro­
bar Ia significancia de las diferencias de datos pertene­
cientes a poblaciones de animales que recibieron distintos
tratamientos se sometió a la prueba de t (Bancroft,l97l).

En los gráficos de Lineweaver-Burk se utilizó el méto­
do de los cuadrados mínimos para la compensación de errores
en el cálculo de constantes cinéticas.

REACTlVOS

Nagarse (BPN') ISO x lO4 P.U.N./g de Nagarse & Co.Ltd.,

Osaka, Japon.
Estreptozotocina, Upjohn International lnc., Kalamazoo,Mich.
lnsulina NPH, Ellí Lilly & Co.
L-leucina-l4C, Radiochemical Center, Amersham,England.

PPO Amersham, Searle.

POPOP,Nuclear, Chicago.

DL-3-hidroxibutirato, citocromo g (type IV) de corazón de
caballo, NAD, NADH, AMP, ADP, ATP, Trisma Base, albúmina de

suero bovino, y otros, de Sigma Chemical Co. St.Louis, Mo.

Sacarosa, manitol, y otros reactivos que no se detallan,
eran drogas de pureza analítica y de laboratorios acreditados.
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CAPITULO V

R E S U L T A D 0 S

a) PREPARACION DE LOS ANIMALES - TRATAMIENTO CON ESTREPTO­

ZOTOCINA E INSULlNA

Acción digbctógenn de la cstrcptozotocina: La 2 deoxi­
2-(3 metil, 3 nitrosoureido)D glucopiranosa:

CHZOH es un antibiótico derivado
H del Streetomzces achromoge­

Ho oH Egg que aventaja al aloxano

“¡_C_N_CH3 para Ia inducción de diabe­
o No tes experimental porque com­

bina su acción rapida con la
eSpecificidad betacitotóxice que no produce daños en otros
tejidos, salvo los secundarios a la hipergluccmia e hiper­
lipemia. (Junod y col., [967).

La cadena lateral del ureldo sustituido parece ser la
porción de la molécula reSponsabIe del daño tisular, que se
produce rápida y especificamente sobre las células beta de­
bido a la unión de los receptores celulares a la porción
glucosldica de la molécula (Karunanayake y col. ¡976).

A pocas horas de administrar una única dosis endoveno­
sa las células necrotizadas liberan insulinay se inicia un
periodo de hipoglucemia responsable de la mortandad de los
animales. La tasa de mortandad en nuestras ratas Fué de IO

a 20%, y sólo en unos pocos lotes llegó a 50%por causas

que no pudieron explicarse. Superado el periodo critico de
24 a 48 horas no se presentaron más muertes y el estado
diabético se mantuvo con sobrevida de varios meses. Rakie­

ten y col. (l976) detectaron reversión deSpués de IO meses
por regeneración de los islotes. Las ratas diabéticas para



Figura I - EFECÏO DE ESTREPÏOZOTOC|NA E INSULINA EN RATAS
Ratas macho de 200 g. Dosis de |3 mg de estreptozotocina.
Dosis de insulina.NPH IO U/día. a)Nivel de glucosa sanguí­
nea:o ratas diabéticas;o ratas diabéticas + 2 y 5 dosis de
insulina. b)Peso corporal de ratas,diabét¡cas y con 0,3,7
y |4 dosis de insulina.
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nuestros experimentos no llegaron a periodos tan prolonga­
dos por cuanto se utilizaronentre los 2 y40 dias posterio­
res a la aplicación de estreptozotocina. Las ratas mostra­
ban los sintomas típicos de poliuria, polidipsia, pérdida
de peso y desaparición de tejido adiposo. El ensayo con la
tirilla Ketodiastix Amesdió resultados positivos de cuer­
pos cetónicos urinarios en algunos animales, pero negativo
en todos aquellos casos con más de lO dias de diabetes.

La glucemia en ayunas ascendió desde su valor normal

promedio de IOO mg%a 328 mg%en la primer semana, con un

rango de dispersión entre 200 y 460 mg%, y a 425 mg%en la

diabetes crónica de 3 y 4 semanas, con rango de dispersión

entre 360 y 550 mg%, (Figura l a).

La administración de IO U de insulina diaria llevó la

glucemia a niveles inferiores a los normales: menor que 50
mg%,similares a los que presentaron ratas no diabéticas
que se inyectaron igualmente con insulina.

Variación del peso corporal z del corazón de la rata
Las ratas cuyo peso promedio inicial era 200 g perdie­

ron de IS a 30 g en las 2 semanas que siguieron a la induc­

ción de la diabetes, y hasta 37 g en 3 semanas. Las dosis
de insulina produjeron una rapida recuperación de peso, más
acentuada en aquellos animales que habían soportado tiempos
prolongados de hipoinsulinemia (Figura l b). Los testigos
no diabéticos también aceleraron el crecimiento con las

primeras dosis y siguieron su evolución normal.
Se pudo apreciar el menor tamaño y peso del corazón

en las ratas con 7 días de diabetes, y recuperación parcial
en las de 30 días, según datos de la Tabla I.
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Tabla l - VARIACION DE PESO DEL CORAZON DE RATA DIABETICA

Ratas de peso ISO - 220 g se inyectaron con una dosis en­
dovenosa de estreptozotocina de 65 mg/kg de peso.Se extra­
jeron los corazones de ratas recién decapitados, que se
lavaron en CIK 0,|5 M,

A . N° de Peso Límites denlmales . . .casos promedio vartacnón
(gramos) (gramos)

Control 25 0,60 0,50 - 0,75
Diabéticos

7 días 24 0,47 0,40 - 0.55
30 días IS 0,53 0,44 - 0,66

b) CAPACIDAD RESPIRATORIA DE LAS MITOCONDRIAS DE CORAZON DE

RATAS DlABETlCAS

Se midieron los siguientes parámetros útiles para estu­
diar la capacidad reapiratoria de mitocondrias de corazón
de rata, y de sus variaciones por modificación del equili­
brio endocrino, producido por la estreptozotocina:
Consumode oxígeno en los estados 3 y 4 de respiración.
Control respiratorio.
Relación P:0 entre el ADPadicionado y el oxígeno consumido
durante su Fosforilación.

Control respiratorio: El Fenómenode control respirato­
rio de una mitocondria está asociado al acoplamiento entre
el transporte de electrones por la cadena y la síntesis de
ATP.En la mitocondria intacta este índice alcanza valores

altos, y más aún en la célula intacta. Pueden considerarse
aceptablemente acopladas para los estudios de respiración
"in vitro" aquellas mitocondrias que aceleran de 4 a lO ve­
ces la velocidad de las oxídaciones por el agregado de ADP
a la mezcla de reacción. Si la mitocondria esta envejecida,
o cuando por las condiciones del aislamiento se altera la
permeabilidad de las membranassu índice de control respi­
ratorio baja a I y consumeoxigeno a gran velocidad, inde­



29

pendientemente de Ia concentración del aceptor de fosfato.
Este indice puede tomarse entonces como una medida útil de
la integridad funcional de las mitocondrias aisladas por
Fraccionamiento subcelular.

Estados metabólicos de la mitocondria: El estado de

reSpiración 3 de Chance (ver Chance y Williams, |955 a;
Chanta y Hollunger, ¡963) se define para mitocondrias aco­
pladas comoun estado de fosforilación activa, con alta
concentración de fosfatos, aceptor y del sustrato para la
oxidación; en estas condiciones el factor limitante de la
velocidad es la cadena de transporte de electrones.

AI agotarse el ADPagregado y manteniéndose alta la
concentración del sustrato, la mitocondria retorna al es­
tado respiratorio 4 y el componenteque limita la velocidad
es el ADP.Esa reSpiración controlada se mantiene hasta el
agotamiento del oxígeno en la su5pensi6n mitocondrial (con­
dición de anaerobiosis).

Relación P:0: La duración del incremento producido en
la velocidad de la cadena por agregado de ADP, o sea el es­

dado 3 depende de la concentración de éste, y el oxigeno u­
tilizado es proporcional a la cantidad de ADPque se Fosfo­
rila. El Factor de proporcionalidad o cociente P:U se apli­
ca entonces comomedida de la eficiencia dela fosforilación.

Unexperimento representativo de las medidas polaro­
gráficas de velocidad de utilización del oxigeno por las
mitocondrias cardiacas de rata se presenta en la figura ll.
Al adicionar la suspensión mitocondrial, anaerobia, se ob­
serva un descenso del trazado al cual contribuyen varios e­
fectos:'dilución del oxigeno presente en la solución amor­
tiguadora, oxidación brusca de los sustratos endógenos, y
descenso de la sensibilidad del electrodo causado por la
sacarosa y la proteina mitocondrial. La respiración lenta
en esta etapa es a expensas de la oxidación de los sustra­
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tos endógenos y al agregar un exceso del sustrato que inte­
resa ensayar (en este caso Fué malato y glutamato) se pro­
duce la transición del estado | al 4a. El agregado siguien­
te de ADPestimuló la actividad respiratoria mitocondrial
en el estado 3, período de fosforilación acoplada que se
mantiene hasta agotar el ADP. En aquellos casos en que por

provaleccr la actividad ATPasadel tejido muscular no se
produjo el retorno del estado 3 al 4b con velocidad igual
al 4a se tomó como dato para determinar el control respi­
ratorio la relación entre los estados 4a y 3.

Figura ll - DETERMINACION DE LA VELOCIDAD RESPlRATORlA DE
MITOCONDRIASDE CORAZONDE RATA. Medida polarográfica del
consumo de oxígeno de una preparación fresca dc mitocon­
drias enteras aislada según la técnica de Favclukes y col.
(|97|). Detalles del experimento en el capítulo de métodos.

2,;mg proteína

ma}ato+glutamato 5mm

Los cálculos se efectuaron en base a los datos tomados

del gráfico de acuerdo d las siguientes fórmulas:

936 (nAO) b (cm)
Consumo de oxígeno =

P (mg) a (cml
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Control r05piratorio:

CR = Pendiente en el estado 3
Pendiente en el estado 4h

Realación ADP;0
nmoles ADP

936 nAO E
O

P:0 =

siendo, a= altura correspondiente al contenido total de 0
2

0'= altura del oxígeno consumido en un minuto.

c= altura del oxígeno consumido en el estado 3.

P; proteína mitocondrial en cada experimento.

El contenido inicial de oxígeno en la celda polarogrófica
de 2 ml resulta de multiplicar:

234 nmoI/ml x 2 ml x 2 átomos/mol = 936 nAO

Para la determinación de estos índices era deseable

contar con organoides frescos y con la maxima integridad

de sus membranaspara tratar de reproducir las reSpuestas
Icaracterísticas del Funcionamiento ’in vivo” de esas mito­

condrias. Comoprimera aproximación se ensayaron métodos
de aislamiento de las fracciones subcelulares, seleccio­
nando medios de homogeneización del tejido cardíaco y es­
quemas de centriFugación y lavado mas apropiados a este
tejido.

Análisis de la dependencia de la capacidad respirato­
ria con el método de aislamiento de mitocondrias intactas:

Aplicando diversas técnicas para la separación de frac­
ciones mitocondriales de músculo se obtuvieron los siguien­
tes resultados:

a) El metodo para aislar mitocondrias de músculo esque­

léticoIde Favelukes y col.(l97lL descripto en el capítulo
correSpondiente a métodos permitió aislar preparaciones con
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elevado rendimiento, eficiencia de la respiración y fosfa­
rilación y alto indice de control reSpiratorio, tal comose
observa en la tabla ll.

Tabla ll — CAPAClDAD RESPlRATORIA DE MITOCONDRIAS DE CORA ­
ZON DE RATA AISLADAS POR MARIOS METODOS DE FRACClONAMlENTO

SURCELUIAR.Determinación por polurogrufla segun esta des­
cripto en el texto. ¡,2 mgdc proteína mitocondrial en ca­
da experimento se incubó con cl medio dc respiración para
músculo. El consumo de oxigeno se refiere al estado 3, por
adición de S ul de ADP68 mM.Resultados:promedio del nú­
mero de experimentos que figura entre paréntesis, acompa­
ñado del error standard.

Método de Consumo de. . Control
aislamiento oxígeno Res . at i P:0
mitocondrial (EAO/min/mg) plr or o

Chance y Hagihara + _ + +
(|963) (5) 202 - 5 3,34 - 0,|4 2,8 - 0,04
Tyler y Gonzo + + +
(¡967) (3) I64 - Il 2,97 - 0,|l 2,3 - 0,30
Favelukes y col. + + +
(|97|) (7) 200 - |2 6,42 - 0,23 2,9 - 0,lO

b) El método de Chance y Hagihara (l963), desarrollado
para músculo de pectoral de paloma, difiere del anterior en
el medio de homogeneización del tejido que contiene sacaro­

sa 0,25 M, EDTA l mM, Tris-CIH 5 mMa pH 7,4, y también en

el tiempo de incubación con la proteasa que se prolonga 20
minutos. Las mitocondrias asi aisladas de tejido cardíaco
consumian oxigeno durante el estado 3 a velocidad comparable

a las del método a) pero su control respiratorio no llegó al
valor de 4 que tomábamos como mínimo aceptable para mitocon­
drias acopladas.

c) El método de Tyler y Gonze (l967), para corazón de
rata, utiliza el medio de homogeneización MSE:manitol 225

mM, sacarosa 75 mMy EDTA SO mM, incuba con una solución de

negarse en proporción 2,5 veces mayor que por los otros pro­
cedimientos y el esquemade centrifugación tiene la particu­
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laridad de separar a 8000 xg una fracción impura de mito­
condrias juntamente con !a fracción nuclear y todos los
contaminantes descartando la proteasa del sobrenadante con

el objeto de cortar la incubación. Se resuspendió el sedi­
mento y separó una fracción descartable de 700 xg y una
fracción mitocondrial de 8000 x9.

En la literatura se presentan técnicas preparativas
en las cuales las incubacíones con nagarse son muyprolon­

gadas; por ejemplo Bullock y col. (|970), quienes incluso
prescindcn de la homogeneización del tejido y liberan las
mitocondrias sólo por incubación de los cortes de tejido
con enzimas proteolltícas: nagarse, tripsina, o Pronase B,
durante 30 minutos. El nagarse, que tiene una vida media
a pH neutro 30 veces mas larga que la tripsina (Hagihara,
¡960), se incluye habitualmente en la metodologia porque
aumenta la posibilidad de aislar mitocondrias mas repre­
sentativas del tejido "¡n vivo”, se obtienen organoides de
diversos tamaños y formas, se evita la ruptura de las mas
grandes y en consecuencia es mayor el rendimiento.

La velocidad de consumo de oxigeno durante el estado

reSpiratorio 4 en la oxidación de malato + glutamato, de
mitocondrias aisladas por los 3 métodos que se detallaron
Fué: a) 3|, b) 6| y c) 55 nAO/min/mg. La respiración más

lenta en la muestra Fraccionada por la técnica de Favelukes
y col.(l97l) es un índice de menor disipación de la ener­
gia del proceso oxidativo; la acumulación de ATPy otros
compuestosenergizados es inhibitoria, y la velocidad res­
piratoria se incrementa al agregar ADPexógeno,(estado 3).

La microscopía electrónica de un sedimento de 7700 x9
de la Figura lll b Muestra una preparación que contiene
predominantemente mitocondrias con membranasbien consti­

tuldas, con abundancia de crestas, y en la figura Ill a )
las muestras correSpondientes de mitocondrias de ratas
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FIGURA lli —MITOCONDRIAS CARD|ACAS DE RATA.Microscopía
electrónica de un sedimento de la centrífugación de homo­
gcnato dc corazón dc rata a 7700 x9 de acuerdo al método
de fraccionamiento de Favelukcs y col.(197l).a)Ratas ¡n­
ycctadas con cstrcptozotocina (xIOOOO).b) Ratas control
(xloooo)

¡O VI
¡o

¡l l ¡ q ' .."‘ ¿[fi'

V12;Mpv. ""



diabéticas tienen aspecto y tamaño regular, no presentan
ramificaciones, deformaciones o menor densidad que las nor­
males, comofué descripto por Harano y col.(l969) en tejido
hepático o en mitocondrias aisladas del mismo, de ratas
diabéticas.

Sustratosgpara la_ggneración deglos equivalentes reduc­
tores: Los procesos más importantes para la economía celular
tienen lugar en la mitocondria, donde los nutrientes se oxi­

dan liberando C02- Las coenzimas se reducen para luego dar
lugar a su oxidación exergónica en la cadena de transporte
de electrones en un proceso acoplado a la conservación de
considerable cantidad de energía utilizable en la sintesis
de ATP. El camino clave para esa degradación es el ciclo
del acido cítrico. totalmente localizado en mitocondrias;
la velocidad del ciclo en el miocardio es proporcional al
consumo de oxigeno. (Williamson, |979).

En una serie de experimentos con mitocondrias de cora­
zón de rata se incubaron diversos sustratos para determinar

la velocidad que cada uno de ellos imprime a la cadena res­
piratoria. Los resultados de la tabla Ill, con mitocondrias
de ratas normales, y los de la tabla Vl con mitocondrias de

ratas inyectadas con estreptozotocina y sus controles, de­
muestran que el flujo máximode electrones acoplado medido

como consumo del oxígeno en el estado 3, se originó con los

metabolitos del ciclo tricarboxílico: malato, alfacetoglu­
tarato y succinato, en reacciones en que intervienen las 2
coenzimas NADy FAD. A menor velocidad se oxidaron 3-hidro­

xibutirato y píruvato.
El consumo de oxígeno en el estado 4 con todos los sus­

tratos que se enumeran en la tabla ll variaba entre 29 y 33
nAO/min/mg,pero el estimulo de la velocidad respiratoria
por adición de ADPdependió del sustrato oxidable: entre S
y 6 veces con malato + glutamato o<XCetoglutarato, y cer­
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Tabla lll - VELOClDAD DE UTlLlZAClON DEL OXIGENO CON DlS­
TINTOSSUSTRATOS.Fracción mitocondrial de corazón de ra­
ta lavada 2 veces con albúmina I mg/ml. Medio de reacción
y condiciones comoen tabla ll. l,4 mg de proteína en ca­
da ensayo. El consumo de oxigeno se expresa en nAO/min/mg
con su error standard. Entre paréntesis el número de expe­
rimentos.

Consumo dc oxigenoSustrato oxidablo C/R
Estado 4 Estado 3

malato 5mM;g|uta- +
mato 5 mM (¡4) 32,8 —2,9 ¡97 Í Il 6,0 Í 0,5
alfacetoglutarato
5 mM (7) 31,9 t 5.o ¡66 Í I9 5,2 Í 0,7
3-hidroxibutirato
5 mM (5) 28,8 t 4,1 95 t ll 3,3 t 0,5

piruvato lOmM(2) 29,2 i 3,6 87,5 Í 8,5 3,0 Í 0,I

cano a 3 Con 3-hidroxibutirato o piruvato. Los desacoplan­
tes dinitrofenol y FCCPno aceleraron la respiración del
estado 3 por encima del incremento que produce el ADP.

Efecto de insulina sobre la función reggiratoria: Se
inyectaron 2 lotes de ratas con dosis de 8 ó lO U/día de

insulina NPHde liberación lenta, uno de ellos recibid 2
dosis y el otro 4 dosis. Al cabo del tratamiento se sacri­
ficaron Juntamente con animales testigos no inyectados y
se aislaron las mitocondrias de corazón.

Los resultados de un experimento tipo ,entre varios
coincidentes, muestran en la tabla lV que la insulina "in
vivo" estimuló la reSpiración del estado 3 con el par de
sustratos malato-glutamato, aumentóel control respirato­
rio pero no tuvo efectos sobre la relación ADP/O.

Efecto de estreptoggtocina ggbre la función respira­
toria: Para cubrir los efectos a corto y largo plazo sobre
la respiración de mitocondrias cardíacas, se controlaron
polarográficamente los consumos de oxígeno durante el cur­
so de la diabetes experimental, hasta un mes.
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Tabla IV - EFECTO DE INSULlNA SOBRE LA ACTlVlDAD RESPIRATO­
RlA DE MlTOCONDRlASCARDIACAS DE RATA Datos de una experien­
cia en que se midió la respiración en el medio y las condi­
ciones descriptas para la tabla ll. Sustrato: malato-gluta­
mato en presencia de malonato. Dosis de insulina: IO U/dfa.

Consumo

N° Dosis OXigeno C/R P:0(est. 3)
( DAP/flil/Jïq)

- ¡95 4,6 2.7
2 286 4,9 2,5
4 28l 6,3 '2,ó

Las medidas respiratorias con malato y glutamato mues­
tran una disminución aparente de la velocidad en el estado
3 al 2° día de la inyección del diabetógeno, tal como oba

servaron Harano y col. ([972) en mitocondrias hepáticas de
ratas aloxánicas en estado de cetosis. En nuestro caso, el
control reSpiratorio y el índice P:0 muestran una variación
paralela a la del consumo de oxígeno, con recuperación de
los niveles normales al 4°-día de diabetes (tabla V).

[Tabla V - CAPAClDAD RESPIBATORlA DE MITOCONDRlAS DE CORA­
'ZON DE RATA DURANTE LA EVOLUCION DE LA DIABETES. Ratas in­
yectadas con estreptozotocina solubilizada cn solución de
citrato a pH 4,5. Se midió el consumo de oxígeno del esta­
do 3. Sustratos: malato - glutamato. Tiempo: es el trans­
currido desde la dosis. La rata de tiempo 0 es un testigo
inyectado con citrato. Resultados con el error standard.
a) p>0,05

Tiempo No de Cons.0 C R P:0
(días) Exp. (nAO/minímg)

o I8 ¡571 ¡3 4,23Í0.2I 2,60+- 0,07
2 4 ¡33 t 5 (a) 3,03 Í 0,22 2,47 i 0,I9
4 5 ¡53 Í 9 4,Io t 0,53 2,62 i 0,I8
7 I4 ¡49 Í 8 4,37 Í 0,|2 2,72 i 0.08

Ensayoscon éstos y otros sustratos: 3-hidroxibutira­
to, succinato-glutamato, confirmaron la estabilidad de la
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Función reSpiratoria del miocardio en diabetes de un mes.
Uncambio estadísticamente significativo apareció en el
estado reSpiratorio 4 durante la oxidación del malato y
glutamato (p< 0,0l), que en las mitocondrias diabéticas
era 25%más lento que en los testigos (tabla VI); sin
embargo, podría interpretarse que antes que disminución
de la velocidad del estado 4, es demasiado alto el dato
de las mitocondrias testigos(43 nAO/min/mg)enesta serie
de experimentos, en relación a los valores habituales
en mitocondrias normales, que se presentaron en las ta­

blas lll y IV cuyos promedios 33 y 37 nAO/min/mg seme­

jan precisamente al valor de las preparaciones diabéti­
cas.

Tabla Vl - ACTIVIDAD RESPIRÁTORIA DE MlTOCONDRlAS DE CORAZON
EFECTO DE ESTREPÏOZOÏOCINA A 30 DIAS DE LA DOSIS: se midió
la velocidad de oxidación dc sustratos exógenos por el consu­
mo de oxigeno, con l,8 mg de proteinas, El consumo de oxl­
gcno en nAO/min/mgcon la desviación standard de Ia media.
(°)P< 0,0l (b)pi;O,l . Condiciones comoen tablas anteriores­

Control
Sustrato Consumode oxigeno

Estado 4 Estado 3 resp.
Halato-olutamato

. + +
Testigos (o) 43,| ; 2,l lC7,l - 25,7 4,0
Diabéticos (7) 31,9 —2,6(a) ¡42,9 t l9,| 4,5
3-hidroxibutirato
Testigos (ll) 22,6 i 2,2 39,I t 3,3 ¡,7
Diabéticos (8) 25,5 i ¡,4 39,5 Í 3,A ¡,5
Succinato-qlutamato
Testigos (á) ¡05,5 i ¡2,5 253,3 t29'8 2,4
Diabéticos (t) II8,4 i 9,3 320,1 ÏIG,S(b) 2,7
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c) ACTIVIDAD ENZlMATlCA DE LA 3 D (-) HIDROXIBUTIRATO DES­

HIDROGENASA CARDIACA

La enzima 3 D (-)h¡droxibutirato:NAD oxidoreductasa
cataliza la reacción reversible

3-HB + NAD+«un. Acetoacetato + NADH

La actividad enzimática fue medida en el sentido de
la oxidación del hidroxibutirato con cantidades crecien­

tes de una fracción de mitocondrias fragmentadas para rom­
per la barrera de permeabilidad de Ia membrana al NADy

NADH.Se verificó que la velocidad de reacción es propor­
cional a la proteína mitocondrial presente en las incuba­
ciones en el rango de 0,08 a 0,8 mg, (Figura IV).

Figura IV - ACTlVIDAD HBD EN MITOCONDRIAS CARDIACAS DE
RATAS. Medida de la reducción de NAD l mMcon IO umoles
de DL-3-hidroxibutirato. La preparación de "enzima HBD"
es el sedimento de 7700 xg congelado y descongelado su­
cesivamente 3 veces. Detalles de la reacción se descri­
ben en el capitulo de materiales y métodos.
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La proteina activa que se utilizó en todos los expe­
rimentos que se describiran en adelante Fué de 0,I5 a
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0,35 mg en incubaciones de I ml, y los resultados se-ex ­

presaron en términos de actividad específica por mg de
proteína mitocondrial.

En trabajos publicados por distintos laboratorios se
menciona la importancia de la preincubación de la enzima

en presencia de reactivos de tiol y NAD+durante 7 a ¡0

minutos, comorequisito para reconstituir el complejo Ii­
poproteico y unirlo a la coenzima, en caso de purificación
de HBDde corazón de bovino (Jurtshuk y co|.,|963; Nielsen
y Fleischer, ¡973) o de hígado de rata (Gotterer,|967).

Figura V - EFECTO DE LA INCUBACION CON NAD+ SOBRE LA AC ­
TIVIDAD ESPECIFICA HBD EN MITOCONDRIAS CARDIACAS. En este
experimento se incubaron a 30 °C 0,2 mg de proteina mito­
condrial con NAD2mMdurante el tiempo indicado y en las
condiciones detalladas en Métodos. A partir del agregado
de 50 pl de 3-HB0,2 Mse registró la velocidad inicial
de reacción.

ACTIVIDADMDO/min/mg)

I I

5 lO

TIEMPO(minutos)
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Con nuestra preparación de enzima asociada a la mem­
brana mitocondrial, 3 minutos de incubación con el NAD+

fueron suficientes para permitir su difusión y alcanzar
la maximavelocidad de reacción. La escasa actividad a

tiempo cero que se advierte en la Figura V puede consi­
derarse originada por la existencia del complejo endóge­
no (enz-NAD).

Efecto de la diabetesggghre la velocidad de reacción
a) Teiido cardiaco: El efecto producido sobre la activi­
dad de la enzima cardiaca, a 30 días de inyectar estrep­
tozotocina, es una disminución del 50%con relación a

los testigos no inyectados.(Tabla VII)

Tabla Vll — ÁCTIVIDAD HBD EN CORAZON DE RATAS DIAEETICAS

Animales sacrificados 30 días deSpués de una dosis de es­
treptozotocina. Entre paréntesis el númerode experimen­
tos,cada uno de ellos con una preparación aislada de 3
corazones. Sustrato: DL-3-HB20 mMque representa una con­
centración I0 mMdel isómero D. La actividad enzimática
se registró por aparición de NADHa 340 nm en incubacio­
nes de 0,38 mg de proteínas, NADImM, 0,3 pg de rotenona
0,4 mg albúmina, en solución Tris-CIH 50 mMa pH 8. Di­
Ferencia estadística altamente significativa: p< 0,00l

Actividad
Muestras específica

_ nmoles NADH/min/mg

Testigos (ll) 50,5 Ï 2,7
Diabéticas (¡2) 24,9 Í 2,0

El tiempo que transcurrió desde la destrucción de las
células beta del páncreas hasta evidenciar el déficit de
la HBDcardíaca Varía de un animal a otro: a los 7 días de

ser inyectadas,en muypocas ratas se detectó aumento y en
otras una leve disminucion de la actividad deshidrogenasa.
A los |4 días, en algunas ratas aún no hubo cambios de la

actividad; a los 30 días, como se vió en la tabla VII, la
diferencia Fué amplia en todos los casos medidos y con al­



ta significancia estadística por el test de t.
b) Tejido hepático: Se hicieron unos experimentos adicio­
nales con mitocondrias hepáticas para relacionarloe con
los resultados en el corazón de los mismos animales, con­

firmando los datos previos de Roldan y col. (|97|) sobre
disminución de actividad enzimática en las mitocondrias

de perros pancreatectomizados, y los de Vidal y col.(l977
a) en las mitocondrías sonicadas de ratas con tratamien­
to de estreptozotocina.

La diferencia en la velocidad de reacción de la enzi­

ma diabética es más acentuada en mitocondria hepática que
en cardíaca; en un experimento típico la actividad fué de
36,5 nmoles/mín/mg en muestras diabéticas y l79 en los
controles. i

Respuesta a la insulina 'in vivo": El tratamiento con
insulina de ratas con 30 días de diabetes para la restitu­
ción de la actividad de HBDcardíaca dió resultados par­
cialmente positivos.

Tabla Vl|| - EFECTO DE INSULINA "IN VIVO” SOBRE HBD DE Ml
TOCONDRIAS DE CORAZONDE RATA DIABETICA Actividad deshi­
drogenasa en nmoles de NADH/min/mgde proteína con el error
standard, promedio de 3 experimentos. Cada experimento es
un promedio de 2-3 corazones procesados simultáneamente.
Dosis insulina NPH8 U/día, que se administraron 3, 7 y
IS días antes del experimento. Condiciones del ensayo en­
zimático similares a las de la tabla Vll.

Actividad enzimática
O ' 0/)

N dos's Testigos Diabéticos fl de T
- 39,2 Í 0,7 2I,4 t 3,5 54
3 38,6 t 4,2 20,7 t 2,9 69
7 37,3 t'2,9 25,0 Í 0,5 67

Is 35,5 Í 4,] 27.9 i 3,I 79



Se inyectó a cada rata una dosis diaria de insulina
de 8 U, que se comenzó escalonadamente 3, 7 y IS días an­

tes de la experiencia para sacrificar los animales y si­
multáneamente los testigos no diabéticos inyectados de la
misma Forma.

EI grado de la respuesta se relaciona con la canti­
dad de dosis recibidas, ratas diabéticas con IS dosis
de insulina pasaron del54fl al 79%de la actividad de no
diabéticas también con IS días de tratamiento. En las

ratas no diabéticas, puede observarse en la tabla Vlll
que la actividad deshidrogenasa no Fué estimulada y és­
te es un resultado totalmente opuesto a los de Scháfer y

Nágel (|968) en mitocondria hepática,-quienes después de
4 días de tratamiento insulfnico vieron aumentada IO ve­

ces Ia actividad HBDjunto con la de otras actividades
mitocondriales.

Liberación de la actividad en la membranay establ;
lidad de la preparación: La enzima se encuentra en las
crestas mitocondriales orientada hacia la cara interna
y no es accesible al NADexterno (McIntyre y col.,|978).
Se ensayaron diferentes métodos de permeabilización de
las mitocondrias normales y diabéticos:
I) Congelamientos y descongelamientos sucesivos de la
suSpensión mitocondrial, ya descripto en el capitulo de
Métodos. A partir del 4° ciclo de congelamiento se alcan­
zó la velocidad máxima con valores reproducibles y el
aumento fué paralelo en Fracciones aisladas de ratas con
diabetes por estreptozotocina y ratas control, a medida
que aumentaba la desorganización de las membranas mito­
condriales. (figura VI);'La Forma unida a membranaes
muyestable y la actividad pudo medirse hasta 4 ó 5 se­

manas después de su preparación, manteniéndola congelada
a —I5°C. Este método brinda las ventajas de su rápido pro­
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cedimiento, estabilidad y reproducibilidad de las medidas
enzimáticas. Permite ensayar el comportamiento de la enzi­
ma sin separarla del Contenido intramitocondrial con el
que interactúa en la mitocondria intacta o en la célula,

+
muy importante por la unión con el NAD.

Figura VI - LlBERACION DE LA ACTIVIDAD HRD CARDIACA EN
HITOCONDRlASENTERAS.OI2atasdíabéticas.o Ratas testigos.
Los resultados son el promedio de 2 experiencias coinci­
dentes que se desarrollaron en las condiciones de la ta­
bla VII.
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2) Chogue osmótico: cuando las mitocondrias fueron eXpues­
tas a hipotonicidnd en fosfatos 20m“para la explosión de
las membranas la actividad resultante fue muybaja, y en
muestras diabétícas,40fl_menor que en testigos.

Por expansión de las mitocondrias se rompe la membra­
na externa y se separa parcialmente; la membrana interna

queda formando "Fantasmas" y una pequeña proporción de
ruptura es la responsable de la actividad medida (tabla
IX).

3) Vibración Sónica: cuando se someten mitocondrias intac­
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Tabla IX - EFECTO DE ESTREPTOZOTOCINA SOBRE LA ACTIVIDAD
“BD EN MITOCONDRIAS CARDIACAS DE RATA. Resultados a 30
días de diabetes.Hitocondrias aisladas y sometidas a di­
versos procedimientos de permeabilización según se deta­
lla en el texto. Ensayo enzimático en iguales condiciones
que en tabla VII.

Tratamiento Actividad específica
de la fracción (nmoles NADH/min/mg)

' 'a . .m'tocondrl I Normales Diabéticas

'Hipotonicidad ¡7,5 6,7
Vibración sónica 65,2 32,0
Cong. y descong. 56,4 ¡5,5

tas a tratamiento ultrasónico, la desintegración de sus
membranasproduce partículas submitocondriales en las
cuales los Fragmentos de membrana interna se sellan en

sus extremos. Los cambios de presión producidos por el pa­
saje de sonido a traves de la suspensión de mitocondrias
forma cavidades (Fenómeno de cavitación) del orden de IO p

de diámetro que aumentan de tamaño y finalmente sc colap­

san produciendo velocidades y presiones muyelevadas que
dan origen a la ruptura. La lateralidad de la membrana
queda invertida yla cara interna expuesta al medio de re­
acción. Por este procedimiento los sitios activos de la
enzima se hacen perfectamente accesibles y se supone que
queda evidenciada toda la actividad latente de HBDy co­
mo se ve en la tabla IX la enzima diabética mantiene el

eL 50%de diferencia con la actividad normal.

La actividad específica se refiere en este caso a mg
de partícula submitocondrial, que está enriquecida en un

20%de material membranoso rCSpecto a la mitocondria en­
tera por pérdida de componentes solubles de la matriz y
fragmentos de membranaexterna,durante la inversión de la
membrana.
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Efecto ggicisteina_ggbre la actividad enzimática: Menzel
y Hammes(¡973) determinarOH por analisis de la apoprotcf­
na extraída de mitocondrias de corazón de bovino, 6,2 re­

siduos de cisteina por cadena polipeptídica, y Wise y
Lehninger (I962) demostraron que hay grupos cisteicos que
en alguna medida intervienen en la unión de la enzima con

el NADIeincluso presentan evidencias de un grupo ditiol
activo (ver también Sekuzu y col. [963).

En los métodos de purificación desarrollados por dis­
tintos laboratorios la enzimase solubiliza y precipita con
sulfato de amonioen presencia de colato (Sckuzu y col.|96l)
o a pH elevado (Gotterer, |967) y deben incorporarse du­
rante el fraccionamiento reactivos protectores de tiol, que
también son recuerimiento absoluto e inespecíFico para la
estabilidad y actividad de la enzima reconstituída.

Se intentó una prueba de reversión del defecto de la
HBDcardíaca de rata diabética con cistefna, en el su ­

puesto caso de variación de la reactividad de los grupos
suthidrilos libres en el centro activo. En nuestra prepa­
ración cruda, con actividad ligada a la membrana, no se
observó el efecto protector de la cisteína; tanto en las
mitocondrias diabéticas comotestigos, la velocidad de
reacción no fué estimulahle por cisteína SOmH.

Tabla X - EFECTO DE ClSTElNA SOBRE “HD EN MITOCONDRIAS
CARDlACAS.Actividad específica, promedio de 8 datos —
error standard. 3-HD lO mM,NAD2 m“. Císteína en solu­
ción Tris-ClH a pH 8,0. Ratas con 30 dias de diabetes.¡­

Velocidad enzimáticaM-l' st l 1
°"° “n‘ar‘ (nmolcs HADH/min/mg)

Testigos Diabéticos
con cisteína so mm 50,! t 3,3 25,9 i ¡,9
sin cisteina 48,7 Ï 5 l 24,2 Ï [,7
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Efecto del pH sobre la velocidad de reacción: Se midie­
ron las actividades enzimáticas en mitocondrias de ratas

diabéticas y testigos variando el pH de la mezcla de reac­
ción de 6.0 a 9,5, con la enzima saturada.

Figura Vll - EFECTO DEL pH SOBRE LA REACCION CATALIZADA POR
“BD CARDIACA EN MEHRRÁNASMITOCONDRALES. Preparación enzi­
mática de mitocondrias rotas por 3 ciclos de congelamientos.
0,39 mg de proteína,NAD 2 mM, 3-HB IO mM,por tubo.0tros com­
ponentes comoen la figura V.0Testigos.oDiabéticos de 30 d.
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La Figura VII da el resultado de 2 curvas con mese­

ta de actividad maximaa‘pH 7,5-8,0. Se destaca una zona

paralela en el perfil de ambas curvas con una diferencia
constante de 20 nmoles/min/mg en la zona de pH 7,5 a 8,5.

Los primeros estudios de la enzima en mitocondrias de
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corazón de cerdo en ¡937 por Green, Deman.y Leloir deter­

minaron el pH óptimo 7,3. Otros investigadores lo situaron
a pH más alcalino; Gottcrcr ([967) entre 7,5 y 8,5 y Lehnin­
9er y col. (I9ÓO) entre 8,0 y 8,5;y para el sentido inver­
so de la reacción a pH 7,0 .

Efectogggfia temperatura sobre la actividad enzimática
La dependencia de la velocidad de reacción con la tempera­
tura responde a Ia ecuación empírica de Arrhenius:

dlnk= E
dT |sz

y a partir de su resolución
l11:5­

n < T

Figura VIII - EFECTO DE LA TEMPERATQBA SOBRE LA ACTlVlDAD
HBD CARDIACADE RATADIABETICA Gráfico del logaritmo natu­
ral de la velocidad inicial expresada comovariación de
absorbancia a 340 nmpor mg de proteína mitocondrial. Las
preparaciones enzimáticas se incubaron con la coenzima y
demás componentes del medio de reacción, tal como se des­
cribió en el texto. A:d¡abétícas. B: testigos.

_ |_o i i i i __
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pudo calcularse la energia de activación aparente de la en­
zima de miocardio de rata.

Se midió la velocidad inicial de reacción catalizada

por mitocondrias de ratas diabéticas y no diabéticas a
distintas temperaturas de incubación entre 6 y 36 °C. La
representación del logaritmo de esa velocidad en Función
de la inversa de la temperatura absoluta dió un par de
rectas prácticamente paralelas,como sc observa en la fi­
gura VIII. El valor de la energía de activación de cada
muestra enzimática se calculó a partir de la pendiente,
que dividida por 0,2!9 queda expresada en calorías por moi.

La energía de activación de la betahidroxibutirato­
deshidrogenasa en mitocondrias diabéticas de corazón es de
8700 cal/mol y 9260 cal/mol la de los testigos. Ambosva­
lores son cercanos a los que Se conocen de esta enzima,

que fué medida por Lenaz y col. (I972) en mitocondrias de

corazón de bovino: ¡0900 cal/mol, y en partículas submi­

tocondriales de hígado de rata por Latruffe y Gaudemer
(|974) y por Vidal y col. (|978 a) con los siguientes rea
sultados: IOOOOy ||200 cal/mol, respectivamente.

Egggíedades cinéticas dgfiia enzima de rata diabética:
La betahidroxibutirato deshidrogenasa, como la mayoría de
las deshidrogenasas dependientes del NAD,responde a un me­

caniSmo BiBi ordenado con el NADcomo primer sustrato que.

se une a la enzima y NADHel último producto liberado. Se

puede representar en forma gráfica segun la notación de
Cleland (l963):

NAD HR AcAc NADH

kllkz k3lk4 I k5 k7lk8 kglklo
k

6

E E-NAD (E-NAD-HB) (E-NADH-AcAc)- E-NADH E
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De acuerdo al desarrollo de la cinética de reacciones

enzimáticas de Cleland, cuatro parametros son necesarios y
suficientes para describir la cinética de esta reacción

NAD HB ,NAD
con dos sustratos: VMáx, KM KM Y I\S
sociación del complejo).

(constante de di­

En el caso de las reacciones ordenadas, están rela­
cionadas por la siguiente ecuación de velocidad para con­
diciones de velocidad inicial:

l

v.- vMax (NAD) (HB)'__
l ‘ .

KgAD ch + KHB(NAD) + KEAD(HB) + (NAD)(HB)

En la representación de Lineweaver-Burk de las figu­
ras IX a y b, se observa la Familia de curvas obtenidas de
las medidas de actividad enzimática en muestras testigos
y diabéticas con mitocondrias congeladas y descongeladas
sucesivamente 5 veces, en el gráfico de doble reclprooa.
La concentración del sustrato 3-hídroxibutirato varió
entre 0,7 y S mMen cada recta, y Ia concentración del NAD

quedó fija en cada recta y tomó valores de 0,l a 2.0 mM.
En los puntos correspondientes a concentraciones

altas de 3-HBpudo detectarse un efecto inhibitorio en la
actividad de la enzima computable a las sales presentes
en el medio, dado que el sustrato como sal sódica aumen­
ta su concentración. En esos casos las intersecciones se

estimaron extrapolando la línea dibujada para los puntos
de baja concentración. Con aplicación del método de los
cuadrados mínimos para la compensación de los errores se
determinaron las intersecciones y pendientes de las rec­
tas en las figuras IX a'y b, que responden a las siguien­
tes ecuaciones:
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Figura IX - ACTlVIDAD HBD CARDIACA DE RATAS DIABETlCAS EN
FUNCION DE LA CONCENTRACIONDE SUSTRATO.Gráfico de doble
recíproca dc la velocidad inicial de reacción en Función
de la concentración del D-3-hidroxibutirato. La concentra­
ción mMde NAD,sustrato fijo, Figura al extremo de cada
recta. Condiciones experimentales; ver el capítulo de Mé­
todos. a)Ratas control. b)Ratas con 30 días de diabetes.
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Trasladando los resultados de intersecciones y pen­
dientes del gráfico IX a una nueva representación en fun­
ción de la inversa de la concentración de la coenzima, se
obtienen las rectas secundarias que aparecen en la figura

X a y b, de cuyas pendientes e intersecciones se calcula­
ron los parámetros cinéticos buscados que figuran en la
tabla Xl.

Tabla Xl - CONSTANTES CINETICAS DE LA ENZIMA 3-HIDROXIBU­
TIRATO DESHIDROGENASA EN MITOCONDR AS DE CORAZON DE RATA

Mitocondrias rotas por 5 ciclos de congelamientos. La pre­
paración diabética; a partir de |2 corazones de ratas con
diabetes de 30 días por dosis de estroptozotocina de
65 mg/kg de peso, y la preparación testigo;a partir de 8
corazones de ratas control inyectadas con citrato pH 4,5.
Otraa condiciones de la medida ao detallan on Mótodon.

TESTIGOS DlABETICAS % de T

V (nmoles/min/mg) 64,5 42,3 65Méx

KÜA“ (mM) 0,093 0,240 258
l'l

gun . .
LM (mM) 0,548 0,360 65

KÉAD(mM) ¡,19 ¡,41 |I8

‘.

Sc destaca una diferencia importante en la constante de
Michaelis para el NAD,que cs en las muestras diabéticas

2,6 veces más alta que en los controles, reproduciendo el
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Figura X - ACTIVIDAD HBD CARDlACA DE RATAS D[AEETICAS EN
FUNCIONDEL SUSTRATO.Curvas secundarias de pendientes e
intersecciones de las rectas de las figuras |X a) y b),en
función de la concentración del sustrato fijo NAD.
ORatas contro|.<>Ratas diabétícas (30 días)
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mismo efecto que detectaron Vidal y col. ([977 a) en la
enzima de hígado de ratas tratadas con estreptozotocina.

La velocidad máxima de la reacción en el sentido de
la oxidación del S-hidroxibutirato es 35%más lenta en
ratas diabéticas que en normales, y la constante de Mi­
chaelis para este sustrato es también 35%menor. La cons­
tante de disociación del complejo (E-NAD)es bastante pró­
xima en las 2 muestras: I8%mayor en ratas diabéticas.

d) ACTlVlDADES ENZIHATlCAS EN MEMBRANA INTERNA

Partiendo de las diferencias detectadas en la acti­

vidad catalitica de la betahidroxibutirato deshidrogenasa
cardíaca de ratas díabéticas, se determinaron las velo­
cidades de reacción de enzimas características de la mem­

brana interna; citocromo S oxidasa, succinato deshidrogc­
nasa y NAD“deshidrogenasa.

Actividad citocromo oxidasa en mitocondrias cardia­
EÉE - Determinación de la velocidad inicial dg reacción
catalizada por mitocondrias Fragmentadas: Esta enzima, al
igual que otras ubicadas en la membrana interna mitocon­

driaL no reacciona con el sustrato cuando la mitocondria
esta entera. Si se someten las fracciones mitocondriales
frescas a ruptura de sus membranasse libera la actividad
"latente" con pérdida del material de intermembrana y ma­

triz. Parte del citocromo E, que es el componente más la­
bil de la cadena de transporte de electrones, puede sepa­
rarse o alterar su unión con el sistema de citocromos

(Barrett y col. |976); para el ensayo espectrofotomótrico
de actividad enzimática se adicionó citocromo S externo.

Unamanera sencilla de liberar la actividad y que
proveyó muestras adecuadas para las medidas de la “BDcar­
díaca consistió en congelar y descongelar repetidas ve­
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ces la suspensión mitocondrial. Su determinó la actividad
citocromo oxidasa en fracciones mitocondriales con este
tratamiento y el de choque osmótico (Parsons y Williams,
¡967) en iguales condiciones de ensayo enzimático¡ los
resultados en la tabla Xll demuestran la efectividad de

este último procedimiento con una velocidad de reacción
que duplica a la de la muestra congelada 3 ó 4 veces. Se

explica que el complejo de la citocromo oxidasa, de im­

portante tamaño y que atraviesa de una a otra cara la mem­
brana interna, resulte susceptible a los daños propios del
material biológico sometido a congelamiento. Con la expan­
sión hipotónica de la mitocondria el citocromo g exógeno
accede a su sitio cn el lado c de la membrana interna que

queda expuesta después de la ruptura de la membranaexte­
rior. Comola integridad de le membranaprácticamente no
se altera por este métodoestá favorecida Ia actividad de
citocromo oxidasa en membrana interna.

Tabla XII - ACTIVIDAD CITOCROMO C OXIDASA EN MEMBRANAS
MlTOCONDRlALES DE CORAZONDE RATA. Dos tubos con el sedi­
mento de 7700 xg, fracción de mitocondrias enteras, se
suspendieron: uno en sacarosa 0,25 Mpara someterlo a
congelamiento y descongelamiento, y otro en FosFatos 0,02
Mdurante 20 minutos. Selmidióla velocidad de oxidación
de ferrocitocromo g |4 pH por el método de Smith (l954).

Tratamiento Activ.específica
de la enzima (pmoles cit/min/mg)

Hipotonicidad 0,9!
” + I congelamiento 0,50
'I + 2 II.
" + 3 " 0,22

Conqelamientos: 3 0,43
4 0,49
5 0,20
6 0,24
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La cantidad de proteína mitocondrial en cada ensayo:

3 a IS ug/mL es apropiada para obtener una respuesta Ii­
neal del cambio de absorbancia con el tiempo en los pri­

meros minutos. y que la reacción se complete en aproxima­
damente IO minutos.

La preparación enzimática de mitocondrias expandidas
es relativamente estable a 0-4 °C, la actividad persiste
durante una semana, pero se inhibe si se la lleva a -IS

°C hasta niveles equivalentesal tratamiento directo de
congelamiento y descongelamiento, (tabla XIII).

Tabla Xlll - ESTABlLlDAD DE LA ENZIMA CITOCROMO OXIDASA
EN MEMBRANAMITOCONDRIAL DE CORAZON DE RATA. Medida de la

Oxidación aerobia de ferrocitocromo g |4,uM a 550 nm, ca­
talizada por mitocondrias con tratamiento hipotónico según
se describió en el texto de-Ia tabla XII, en idénticas
condiciones. El tiempo correSponde a los días corridos
desde el momentode preparación de la proteína activa.

Tiempo Activ. eSpecíFica
(dias) (umoles cit/min/mg)

2 l,lÓ
3 l,23
7 l,ll

l5 0,33

La actividad deSpués de 2 semanas, como se observa
en la tabla XIII, es sumamenteescasa.

Cinética de la reacción - Cálculo de la constante k:

La velocidad instantánea de una reacción enzimática puede
expresarse comofunción proporcional a la concentración
del sustrato que determina la cinética

_siendo:
= k C CT sustrato involucrado

k constante cinética de la
reacción
orden dc la reacción3 II



kn \]

La ecuación anterior en su forma logaritmica

'09 - EE = log k + n log C (l)dt

representa la ecuación de una recta cuya pendiente da el
orden n de la reacción y la ordenada al origen permite
calcular la constante cinética k.

La experiencia desarrollada para la determinación
de las correSpondientes constantesdel complejo enzimáti­
co de la citocromo oxidasa en las membranas de mitocon-.
drias cardíacas de rata consistió en la incubación de

una solución 33 pM de ferrocitocromo g con 27 pg de una
su5pensión de-mitocondrias con buena actividad catalítica
y se registró la velocidad de oxidación del sustrato en
presencia de oxígeno. El trazado espectroFotométrico de
la Figura Xl muestra que con esa concentración inicial
de sustrato la disminución de absorbancia a 550 nm es

rapida y se puede apreciar por el agregado de ferricia­
nuro un salto mínimo de extinción para completar la oxi­
dación del sustrato. El gráfico inserto en la figura XI
es la rectificación de esa curva por su representación en

escala scmilog, que confirma una cinética de primer orden
para esta reacción.

Graficando la velocidad instantánea de oxidación del
sustrato en función de su concentración instantánea en es­

cala logaritmica se obtuvo la recta de la figura Xll,de
acuerdo a la ecuación (l). la pendiente = 0,94 corres­
ponde a un orden de reacción aproximadamente .

Para deducir el valor de la constante k se extrapoló
hasta una concentración de citocromo:| o sea |ogaritmo=0

cuando según la ecuación (|)A.C_= k. La ordenada en este
iAt

punto resultó 3,4 si la unidad de tiempo de la velocidad
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de reacción era el minuto, y pasándolo a segundos

k = 0,057 seg-l

La constante k también puede calcularse utilizando
la forma integrada de la ecuación diferencial que mencio­
náramos al principio:

dC _k dt

Figura XI — OXIDACION DE FERROCITOCROMO C CATALlZADA POR
MlTOCONDRlASCARDIACASDE RATA. Registro eSpectroFotomé­
trico a 550 nm de la oxidación de citocromo g reducido
33 HM, con 27 pg/ml de proteína mitocondrial, en las con­
diciones detalladas en el capítulo de métodos. El gráfi­
co inserto muestra el decrecimiento logaritmico de la con­
centración instantánea de: sustrato en función del tiempo.
La concentración de sustrato se expresa comodiferencia
de absorbancia A en un tiempo dado y la absorbancia del
citocromo totalmente oxidado A cuando se agrega ferricia­
nuro de potasio al medio de reacción.

Fe(CN)6K3

30 60
Segundos
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que se resuelve entre los límites t2 y tI

2,3 (log CI - log Co)k= "
tz ' tI

De acuerdo a la ecuación (2) la pendiente de la rec­
ta de la figura inserta en la XI multiplicada por 2,3 da

-| . .el valor de k= 0,057 seg que conncude con el calculado
por el método gráfico de la Figura XII

Figura Xll - RELACION ENTRE VELOCIDAD DE REACCION INS­
TANTANEAY CONCENTRAClONDE SUSTRATO. Reacción cataliza­
da por citocromo g oxidasa en mitocondrias de corazón de
rata a pH 7,0 y en las condiciones de la figura Xl. Mé­
todo gráfico para determinar orden y constante de Peac­
ción según la ecuación (I) en el texto.

4,0 l | | l l

3.0r '

2,0- ­

o w I,0- —
<1 <1

l

O,S" “
0,4" ‘­

J l l | I

0,| 0,2 0,3 0,4 0,5 |,O
(fcrrocitocromo g)
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Smith y Conrad (I956) advirtieron que la reacción
catalizada por esta enzima en membranasmitocondriales de
corazón o por la enzima purificada es de primer orden res­
pecto al sustrato y que el valor de la constante de veloci­
dad disminuye al elevarse la concentración total de cito­
cromog (oxidado + reducido) al iniciarse la reacción. Ve­
rificamos lo expuesto por estos autores con nuestra prepa­
ración de enzima, midiendo el valor de k con concentracio­

nes iniciales de citocromo g reducido en cada ensayo en ­
tre 4 y 28 pH, y los resultados se muestran en la figura
Xlll.

Figura Xlll - EFECTO DE LA CONCENTRAClONlNlClAL DE SUS­
TRATO SOBRE LA CONSTANTE CINETICA DE CITOCROMO C OXlDASA
Se midió la actividad de la enzima unida a las crestas
de mitocondrias de corazón de rata en las mismas condi­
ciones que se detallaron en el capítulo de métodos, va­
riando Ia concentración de ferrocitocromo g inicial. En
cada experiencia se utilizó 0,009 mgde proteína activa,
y se calculó la constante eSpecíFica k' por el método de
la figura XI, expresandola por segundo y por mg de pro­
teina mitocondrial. '

l 62 ­

'T

Ïs‘
E_ I.58 ——
m
o
m:1

l J I l

5 10 IS 20 25
(citocromo g) (uM)

La enzima unida a mitocondrias fragmentadas de cora­
zón de rata cuyas caracteristicas cinéticas Fijamos prece­
dentemente fue utilizada para el estudio comparativo de la
etapa Final del flujo de electrones en animales con defi­



ciencia insulínica.
Actividad citocromo c oxidasa cardíaca de ratas diabé­

ticas por estregtozotocina: Se midió la velocidad inicial
de reacción en mitocondrias de ratas inyectadas con la do­
sis usual de diabetógeno entre una semana y un mes antes
de la experiencia; la concentración inicial del sustrato
en el estado reducido se fijó estrictamente entre IS y l7
pM. Los resultados demuestran, como lo evidencia la tabla

XlV,que la actividad funcional del citocromo 9:9 no está
3

sujeta a control hormonal por insulina.

Tabla XIV - EFECTO DE ESTREPTOZOTOCINA SOBRE LA ACTlVIDAD
ENZIMATICA CITOCROMO OXIDASA DE MITOCONDRIAS CARDIACAS

Los resultados son promedio del número de experimentos en­
tre paréntesis con el error medio cuadrático. Las ratas
presentaban síntomas de diabetes con tiempos de evolución
de 8 y 30 días. Mitocondrias aisladas por la técnica de
Favelukes y col. (|97|) y fragmentadas segun método de Par­
50ns y Williams (l967). Ferrocitocromo g IS a I7 uM y 2 a
ó ug de proteína mitocondrial en cada ensayo.

Activ.específica
(umoles cit.g/min/mg)

Testigos (4) ¡,85 Ï 0,19

Diabéticos (5) , I,8l Í 0,!8
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Actividad enzimática NAD”deshidrogenasa cardíaca de

ratas diabéticas por cstreptozotocina: La NADHdeshidroge­
nasa es una Flavoproteína inserta en las crestas cuya fun­
ción es transferir electrones del NADHintramitocondrial,
producto de las reacciones oxidativas intracelulares, y
encauzarlos en la cadena respiratoria.

La metodología para su determinación en preparacio­
nes particuladas, por el método de Minakamiy col. (l962),

utiliza Fe(CN)6K2comoaceptor de electrones en la secuen­
cia: NAD“---—> Flavoproteína ----b Ferricianuro

Este aceptor externo reacciona rápidamente y con.e­
Ficiencia cuando la concentración del sustrato se mantie­

ne cerca de l ó l,5 x lO-4 M; si la concentración de NADH

supera ese valor, aumenta progresivamente la fracción de
equivalentes reductores que escapan a la cadena respirato­
ria. En las condiciones en que se desarrollaron los expe­
rimentos comparativos de mitocondrias de ratas diabéticas
y testigos, de concentración inicial de NADH0,l5 pM, el
ferricianuro de potasio actúa a nivel de la NADHdeshidro­
genasa inVOlucrando al hierro no heminico. En el caso de

concentraciones de NADHdel orden de 0,6 m“, el ferricia­

nuro actúa en un segundo sitio, probablemente a nivel del

citocromo g_ó El.
Aúnen estas condiciones, la velocidad de reducción

del ferricianuro por una preparación de mitocondrias per­
meabilizadas no expresa sólo la actividad de la NAD“oxi­
dasa sino que contribuyen otros sistemas presentes en la
mitocondria capaces también de reducir fcrricianuro.

En la tabla XVse consignan los resultados de veloci­
dad maxima respecto a Ferricianuro de potasio a 30 °C, de
muestras mitocondriales de ratas con 7 y 30 días de dia­
betes, que no difiere significativamente de los controles,

Las constantes de Michaelis aparentes respecto al ferri­



cianuro de las mitocondrias diabéticas son indistingui­
bles de los testigos.

Tabla XV - EFECTO DE ESTREPTOZOTOClNA SOQBE LA ACTlVlDAD
CATALITICA NADH DESHlDROGENASA EN MITOCONDRIAS CARDIACAS
Medida de la velocidad de reacción NADH-Ferricianuro óxi­
do reductasa según método de Minakami y col.(|962). Resul­
tados de 4 experimentos; en cada uno se incubó 0,|0 a
0,34 mg de proteína mitocondrial con trietanolamina 0,04
M y solución de fosfatos 40mHa pH 7,4.Velocidad máxima y
K es el resultado de la aplicación del método de cuadra­
dos mínimos a los gráficos de doble recíproca de l/v. en
función de l/(S) cuando S variaba de 0,4 a 2,0 mM.Ratas
con 30 días de diabetes; mitocondrias aisladas y fragmen­
tadas segun método de Parsons y Williams (|967).

Activ.e5pecíFica K aparente
(umoles NADH/min/mg) mMFe(CN)6K3

Testigos I,36 i 0,|7 0,48 t 0,035
Diabéticos I,80 t 0,38 0 43 i 0,069

Actividad succinato deshidrogenasa cardiaca de ratas
diabéticas por estreptozotocina: La actividad de esta enzi­
ma fué medida en las membranasmitocondriales utilizando

un tranSportador de electrones artificial y bloqueando el
pasaje de los electrones a través de la cadena respirato­
ria con cianuro. El esquema de reacciones es:

succinato Msr(ox¡dado) DCFl(reducido)

fumarato ‘MSF(reducido) DCFl(oxidado)

Se determinó eSpectrofotométricamente la desapari­
ción del colorante_DCFl a 600 nm catalizada por muestras
preparadas a partir de ratas con diabetes.

Comoel succinato reacciona con la cadena respirato­

ria sólo por la cara de la membrana interna expuesta a la
matriz (Harris y col. |967), todos los componentes de la
reacción deben ser Forzados al compartimiento interno mi­



tocondrial y a tal fin se utilizó la mismapreparación de
mitocondrias que para ensayos de NADHdeshidrogenasa y ci­
tocromo oxidasa.

Giuditta y Singer (|959) seleccionaron el MSFentre
una serie de diferentes aceptores, cada uno de los cuales
mide una Fracción de la actividad total de la enzima, que
fué ensayada por estos autores en preparaciones particula­
das o enzima solubilizada de corazón de bovino. La veloci­
dad de oxidación de succinato con MSFse realiza a veloci­

dad comparable a la ligada a cadena respiratoria completa
en las preparaciones Frescas de Keilin-Hartreey en base a
estos datos consideran que la velocidad succinato-MSF re­
ductasa refleja la velocidad de la succinato oxidasa en
corazón de mamíferos.

La velocidad de reacción de nuestraSpreparaciones mi­
tocondriales de rata fué medida en las condiciones ya des­
criptas y con concentraciones de MSFvariables entre 0,I25
y I,O mg; en cada experimento individual no era detectable
diferencia entre diabéticos y testigos, tanto en ratas
a 7 ó 30 días del tratamiento de estreptozotocina. Los
datos en Ia tabla XVl son el promedio estadístico de me­
didas con 0,|65 mgdel aceptor de electrones.

Tabla XVI - EFECTO DE ESTREPTOZOTOCINA SOBRE LA VELOCIDAD
DE REACCION SUCCINATO- MSF REDUCTASA EN CORAZON DE RATAS

Promedio de 7 experimentos con el error standard. Medida
de desaparición a 600 nm del DCFI;0,05 a 0,2 mg de proteí­
na y 0,033 ml MSF Smg/ml en cada ensayo.

Activ.específica
(umoles succinato/min/mg)

Testigos ' o,I37 t o,o¡2
Diabéticos o,¡49 t 0,0i4
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e) INCORPORACION DE AMINOAClDOS "IN VlTRO" A PROTEINAS Ml­

TOCONDRIALES DE CORAZON DE RATA DlABETlCA

Se presentarán resultados que demuestran la sensibili­
dad del sistema biosintético de proteínas mitocondriales
a las variaciones endócrinas de la rata, midiendo la velo­
cidad de incorporación de leucina marcada en presencia de
la mezcla de los demas aminoácidos no radiactivos en mito­
condrias aisladas de corazones de ratas tratadas con es­
treptozotocina y/o insulina.

El primer paso en este estudio consistió en desarro­
llar un sistema reproducible y probar las condiciones óp­

timas para intentar en un segundo paso los ensayos con mi­
tocondrias diabéticas; al respecto se aplicó y adaptó la
metodología en uso en este iaboratorio para la marcación
isotópica "in vitro" de las mitocondrias de tejido hepá­
tico y de músculo esquelético a las mitocondrias de cora­
zón.

Para evitar resultados con una base de error y la su­
perposnción con otros sistemas de sintesis proteica, sea
cntoplasmátlco o bacteriano, se deben cumplir ciertos re­
QUlSltOS en los experimentos de incorporación:
il La fracción mitocondrial usada para estos estudios de­
be estar libre de otras estructuras subcelulares, en eSpe—
cial ribosomas y polisomas.
2) La proteína marcada debe ser perfectamente separable
del aminoácido radiactivo no incorporado a las proteinas.

3) La contaminación bacteriana debe ser estrictamente
evitada.

La primera condición se cumplió al separar las Frac­
ciones subcelulares por ultracentrifugación diferencial y
lavando repetidas veces las mitocondrias sedimentadas para
eliminar la Fracción microsomal del sobrenadante de 7700

xg. El sistema de incorporación de aminoácidos a mitocon­
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drias intactas exhibe propiedades particulares que la di ­
ferencian del sistema citoplasmático: a) las mitocondrias
aisladas no requieren la adición del soluble o fracción so­
brenadante de IOSOOOx9, complemento de enzimas y cofacto­

res que ya están contenidos en el organoide; b) no se in­
hiben con ARNasa;c) su cinética de incorporación es lineal
durante un tiempo más prolongado, como se demuestra en la

figura XVII; d) es sensible a inhibición por cloranfenicol
tal comolo es el sistema de síntesis proteica bacteriano,
e insensible a cicloheximida (Wheeldon y Lehninger, |966;
Beattíe y col.,|967).

La segunda condición se cumplió filtrando el produc­

to de la reacción a través de discos Millipore de poro Fino
que retiene las proteínas insolubles en acido tricloroacé­
tico al 5%en caliente y deja pasar la leucina libre o uni­
da a ARN-t, aunque parte de la marcación se pierde como pép­

tidos solubles en ácido disminuyendo la eficiencia de la
detección.

La tercera condición se cumplió llevando a cabo los
ensayos de marcación en condiciones estériles para elimi ­
nar las bacterias cuyo desarrollo durante las incubaciones
distorsiona los resultados. Las condiciones de trabajo se
controlaron cuidadosamente desde el sacrificio de la rata

que se lavó previamente con alcohol, utilizando material
de vidrio y de cirugía esterilizado, trabajando bajo cam­
pana estéril con lampara UVy con las soluciones que com­

ponen el medio de homogeneización y de incubación de las
mitocondrias aisladas filtradas a través de discos Millipo­
re para retener bacterias.

Elección de lqs condicionesgégtímas para las medidgg:
El aminoácido radiactivo se incubó con las mitocondrias re­

cién aisladas suSpendidas en solución isotónica de sacaro­
sa en presencia de la solución amortiguadora a pH 7,4, io­
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++
nes Mg y fosfato, y EDTA.La tabla XVII muestra algunas
características de los ensayos de incorporación en mito ­

. . ++ . , .condrias, su dependencna del Mg , am¡noac¡dos y fuente
de energía.

Tabla XVII — INCORPORACION DE LEUCINA-I4C A MlTOCONDRlAS

DE CORAZONDE RATA. |,3 mg de proteína de una suspensión
de mitocondrias de respiración acoplada a la fosforilación
oxidativa, controlado polarográficamente segun se descri­
bió en el capítulo de métodos, se incubó con una mezcla de
reacción compuesta de CIK 40 mM, EDTA [,3 mM, Tris-CIH 20
mH, SO4Hg 8 mM, 50,ug de mezcla equimolecular de aminoáci­
dos, sistema generador de ATP: ADP l mM,malato+glutamato
IO mMy fosfatos Ió mM, a pH 7,4, en sacarosa IOO mM;
volumen taza! de l ml. El aminoácido marcador: 0,25 pCi de
leucina — C. Cicloheximida: 30,ug/incubación; cloranfeni­
col: 50 pg/incubación. Se midió radiactividad en las pro­
teínas precipitadas en TCA5%según se detalló en el texto.

Condiciones Activ. especifica
d I «

e ensjyo (cpm/m9) %

medig+completo 45 lOO
— Mg 4 9

- mezcla aminoácidos 25 56
v malato-glutamato ¡9 42
—ADPy sustrato oxidable |3 29
+ cicloheximida 43 96
+ cloranfenicol 6 |3

. ++ Z .El ion Mg es requerimiento absoluto para la reac­

ción; la adición de una mezcla cquimolecular de aminoáci­
dos menos leucinq que es el marcador isotópico adicionado
separadamente, incrementó un 80%e| resultado en relación
a la utilización del contenido endógeno de aminoácidos.

La reacción se frenó un 87%por la presencia del clo­
ranfenicol, antibiótico que selectivamente inhibe el siste­
mamitocondrial de síntesis de proteínas sin afectar el ci­
toplasmático, y por otro lado fué resistente a ciclohexi­
mida, que es el inhibidor de la peptidil transferasa cito­
plasmática.
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Selección del sistema qenerador de enerofa: Dentro de
la complejidad del proceso de sintesis de un polipéptido,
comenzandopor el transporte de aminoácidos a través de la
membrana, hay varios pasos endergónicos involucrados, sin
que pueda precisarse si el requerimiento es por ATPo por
algún intermediario energizado de la mitocondria.

Diversos investigadores que estudiaron la dependencia
de la síntesis proteica mitocondrial con el mecanismopro­
ductor de energía observaron su estímulo al incluir su-­
tratos reSpiratoríos mitocondriales (Roodyn, |96|: Kroon,
l964) o su depresión por desacoplantes de la fosforilación
oxidativa o inhibidores del Flujo de electrones (Hheeldon

y Lehninger, IQÓÓ).
Ya se evidenció por los resultados de la tabla XVll

que la omisión de esos sustratos o de ADPen las incuba­

ciones de fracción mitocondrial de corazón de rata baja el
rendimiento de la incorporación de leucina-l4C. A partir
de ese dato se probaron distintos nucleótidos de adenina y
sus concentraciones más apropiadas para elevar la eficien­
cia de la incorporación. Una alícuota de esas Fracciones
se utilizó para las medidas polarograficas que paralelamen­
te vcrificaron la integridad y eficiencia respiratoria de
esas preparaciones. '

Las mitocondrias respirantes poseen en sus membranas
un sistema transportador específico que facilita el pasaje
de ADPy ATP,|a translocasa Sensible a atractilósido.
Cuandose adicionaron los nucleótidos a las incubaciones

se observó due tanto AMP.comoADPy ATP aumentan el rendi­

miento de la marcación (tabla XVIII). Resulta difícil de
explicar la reSpuesta al'AMP por cuanto la membrana interna
es impermeablea éste; la translocasa de adeninanucleótidos
no se une a AMP,tal lo demostrado por Klingenbeq;y col.

(¡975) y además actúa preferentemente en el sentido de la
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extrusión de ATP y entrada de ADP.

Tabla XVIII - DEPENDENCIA DE ENERGIA PARA LA MARCACION "IN
VITRO” DE PROTElNAS MITOCONDRlALES. Componentes del medio
de incubación como en tabla XVII excepto ADPy malato-glu­
tamato (M-G). Cercreatina fosfato S mM;CrK: Fosfocreatina
quinasa 0,| mg/incubación.

Medio completo + Activ.especif.
(cpm/mg)

¡El-G l0 mÏ'sl ¡7

AMP 2 mM + M-G 5 mM 63

AMP 4 ¡nl-i + " " " 53

ADP l m“ + M-G 5 mM 5|
" ” ” + M-G IO mM 62

ADP 2 mM + M-G 5 mM 87
" ". " + M-G IO mM ¡06

ATP l mM 58

ATP 2 mH 78
ATP l mM + CrP + CrK 42
ATP 2 mH + " + " 52

Wheeldony Lehninger,(l966), y contrariamente a nues­
tros resultados, demostraron que AMPinhibe la síntesis en
tanto una Fuente exógena de ATPcon sistema regenerador es
más eficiente que la utilización de la cadena respiratoria
acoplado, a pesar de que en ese esquema experimental la
translocasa no estaria funcionando en su sentido mas favo­

rable. Nuestros experimentos con ATPy Fosfocreatina quina­
sa dan un rendimiento SO fl menor que con ADPy malato-glu­

tamato coincidiendo con Kroon (|963), quien propone la
posibilidad del aprovechamiento de la energía de la oxida­
ción de un sustrato sin sintetizar ATPcomopaso previo.

La incorporación de leucina a nuestras preparaciones
mitocondriales de corazón se aceleró cuando la concentra­

ción de ADPse llevó a 2 m“ y la del sustrato a IO mM. (ta­

bla XVIII)
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Inhibidores de la síntesis proteica mitocondrial: En
un experimento que puede aclarar la presencia de residuos
de citoribosomas en el sedimento de 7700 xg que diera ori­
gen a una marcación extra, las Fracciones mitocondriales
con un número creciente de lavados en el medio de homoge­

neización de Chappell y Perry (l954) con albúmina lmg/ml,
se incubaron en presencia de cicloheximida o cloranfeni­
col, inhibidores específicos citoplasmatico y mitocondrial,
respectivamente.

Tabla XIX - EFECTC DE INHIBIDORES SOBRE LA SINTESIS PRO­
TEICA MITOCONDRIAL.El procedimiento para estos ensayos ya
se describió para la tabla XVII. ADP l mM, M-G IO mMde
cada uno. Cicloheximida 50 pg/incubación. Cloranfenicol:
30 pg/incubación.

Actividad específicaMedio com leto +
p (cpm/m9)

Mitocondrias con
3 lavados 4 lavados

_____ 7| 65

cicloheximída 72 65
cloranfenicol 33 l2

En la tabla XIXse observa que la presencia de ciclo­
heximida no modifica Ia incorporación mitocondrial, pero
30 pg de cloranfenicol en las incubaciones con mitocondrias

con 4 lavados produce un 82 % de inhibición . La
homogeneización reiterada de la Fracción mitocondrial

disminuye en cierta medida el rendimiento, pero asegura la
pureza de la preparación. En la muestra con 3 lavados, la

diferencia de la velocidad de incorporación producida por
el cloranFenicol es del 54%, que está por debajo de los ín­
dices de inhibición habituales en la literatura. Para des­
lindar los efectos atribuibles a la diabetes sobre el sis­
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tema de síntesis proteica mitocondrial y citoplasmático
debemosconsiderar insuficiente 3 lavados para los expe­
rimentos comparativos entre mitocondrins de ratas diabé­
ticas y normales.

Elección del sustrato respiratorio: El rendimiento
de la síntesis proteica sin sistema externo de energia de­
pende de aquellos metabolitos que se catabolizan en las
mitocondrias y alimentan la cadena de transporte de elec­
trones. Ensayandocon succinato, malato, piruvato, gluta­
mato y alfacetoglutarato, resultó más efectiva la mezcla
de malato-glutamato IO mMde cada uno, que igualmente se

había evidenciado comoóptimo sustrato en las medidas de

velocidad respiratoria y Fosforilación del ADP(tablas
xv¡¡ y xx, ver también tablas lll y VI).

Tabla XX — EFECTO DEL SUSTRATO 0X|DABLE MlTOCONDRlAL SO­
BRE LA lNCORPORAClON DE LEUCINA RADIACTIVA. Condiciones
similares al ensayo de la tabla XVII con ADP2 mM. Leu­
cina presente en cada incubación: 0,25 pCi. El sustrato
malato + glutamato contenía malonato con el 50%de la
concentración de aquellos.

Activ. e5pecíF.(cpm/mg)
Sustrato 5 mM lO mM 20 mM

succinato 88 86
malato-glutamato 88 ¡02 87
piruvato 85 85
piruvato-malato 87 86
alfacetoglutarato 39 38

El resultado de estos experimentos confirma el acopla­
miento del proceso" endergónico de formación de uniones
peptídicas con la cadena reSpiratoria y Fosforilación oxi­
dativa mitocondrial.

. _ _++Concentracnones óptimas de Mg y Fosfatos: Hemos

visto en la tabla XVII la dependencia de la reacción con
++ u a g oel Mg ; al aumentar a I2 mMsu concentraCion meJora la
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velocidad de la síntesis. La concentración de Fosfato fué

también motivo de ajuste, según vemos en la figura XlV la

concentración 8 mMes óptima e incrementa el 40% el resul­
tado respecto a la concentración del método original. El
fosfato cumple aquí el papel simultáneo de regulador del
pH y sustrato de la ATPsintetasa.

Figura XIV - EFECTO DE LA CONCENTRACION DE lONES Mg++ Y
FOSFATO SOBRE LA INCORPORACION DE LEHCINA A HITOCONDRIAS

CARDIACASDE RATA. l mg de proteína mitocondrial incuba­
do con CIK 40m“, EDTA ¡,3 mM, Tris-ClH IOmM, ADP 2mM,ma­
lato-glutamato IOmM,50 ug mezcla equímolecular de amino­

ácidos excepto leucina que comomarcador ¡sotofiico se a­gregó independientemente 0,25 yCi de leucina- C, en sa­
carosa lOOmï+.CurvaA : variación de fosfatos entre 0 y
lómMcon Hg Fijo en 8mm. Curva B,varía Mg++ y Fosfatos
fijo en IÓ m“.­

200

IÓO

|20

80

Radiactividad(cpm/mg)

40
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5 IO IS
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Elección de la solución amortinuadora: Good y col.

(|966) publicaron un trabajo que demuestra las ventajas de
una serie de amortiguadores con estructura de aminoácidos
N-sustituídos para obtener preparaciones mitocondriales más
estables, mejorar la actividad respiratoria y aumentar el
rendimiento de la síntesis proteica. La inclusión de bicine

+ 2 ­
(N,N,Bis(2-hidroxietil)9|icina) (HOCHZCH2)-N-CH C00

H

en el medio de homogeneización del tejido cardíaco durante
el aislamiento de nuestras muestras mitocondriales o duran­

te las medidas de velocidad respiratoria no mejoraron el
rendimiento mitocondrial o el consumode oxígeno al utili­
zar Tris-CIH, pero su presencia en las incubaciones con
aminoácidos favorece la captación de'radiactividad en las
proteinas precipitadas en TCA5%.

Al elevar la concentración de Tris-ClH se detectó ¡n­

hibición (ver Figura XV), mientra que bicine aumenta el
rendimiento a todas las concentraciones ensayadas.

Figura XV - EFECTO DE TRIS-CIH Y BIClHE EN LA SINTESIS
PROTEICA DE MITOCONDRIASCARDIACAS.Incubación de l,6 mg
de proteína mitocondrial con una mezcla de reacción que
contenía SOAMQ8m“, Fosfatos 8 mM, ADP 2 mMy otros com­
ponentes que se describieron para la tabla XVII. Curva
A: bicine a pH 7,4 entre IO y 60 mM. Curva B: Tris-CIH_
a pH 7,4 a 30°C entre |0.y 40 mM.
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Dependencia del método de fraccionamiento subcelular:
Un aislamiento de fracción mitocondrial se realizó por cen­
trifugación del homogenato preparado según el método de
Chappell y Perry (|954) desarrollado para músculo esquelé­
tico y se comparó con otra preparación que homogeneizaba
el tejido cardíaco en sacarosa-EDTA-Tris-CIH, medio de uso
Frecuente en los aislamientos de mitocondrias cardíacas.

Las medidas polarográficas y las incubaciones con a­
minoácidos se hicieron paralelamente con las muestras fres­
cas, con los resultados que vemos en Ia tabla XXI.

Tabla XXI — cFECTO DEL METODO DE AlSLAMlENTO DE MITOCON­
DRIAS CARDIACAS SOBRE EL SlSTEMA DE SINTESIS PROTElCA.

El consumo de oxigeno se midió en un oxlgrafo a la tem­
peratura de 30 °C. El sustrato en todos los ensayos era
malato+glutamato l0 m“ con malonato SmH.SET:sacarosa
0,25 mM, EDTA l mH y Trís-CIH (pH 7,4 a Ü°C) SmM.
(a) Chappell y Perry (l954).

Medio de homoge -. C.R. C°“s'°2 Ac"¡V-GSP‘W‘TV
ncización Estado 3
el tCJ'do (nAO/min/mg) (cpm/mg)

su
Experimento l 3,4 ISO |74

” 2 3,8 204 [83

Chappell-Perry(a)
Experimento I 5,6 l90 222

” 2 6,8 [98 240
” 3 5,8 l77 226

La velocidad respiratoria y el P:0 no difieren en
las diferentes preparaciones mitoeondriales, pero el ma­
yor control respiratorio de las mitocondrias aisladas por
el método de Chappell y Perry es un indicatiVQ de mitocon­

drias con menor daño estructural y mayor acoplamiento del
mecanismo conservador de energia aprovechada en la forma­
ción de unión peptídica.
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Comoresultado de las aproximaciones descriptas y con
el ajuste de las concentraciones de cada componente mencio­
nad i L . . . ¡4os 1a5ta aqui, la incorporaCIón de leucnna- C se cua­

drupllcó en relación a los primeros ensayos que presenta­
mos en la tabla XVII, para llegar a las condiciones de
reacción utilizada en los experimentos con animales dia­
béticos. El lavado del sedimento de 7700 xg con solución

de albúmina I mg/ml Favorece la eliminación de ácidos gra­
sos libres de acción desacoplante e inhibitoria de la ca­
dena respiratoria a bajas y altas concentraciones, respec­
tivamente. Pande y Slanchaer (|97|) sugieren la inhibición
reversible de la respiración acoplada de las mitocondrias
de corazón de rata a nivel de la translocasa de adeninanu­
cleótidos por acil-CoA de cadena larga. Las mitocondrias
tratadas con albúmina en el fraccionamiento no requieren
albúmina durante la incubación con aminoácidos para mejo­
rar la velocidad de incorporación de leucina-|4C.

Cinética gggincorporación: La curva que muestra la
figura XVIes característica del sistema intramitocondrial
de síntesis proteica,como nueva evidencia de la ausencia
de contaminante bacteriano o microsomal.

Se observó un salto brusco de radiactividad en los

primeros IO minutos, cuyo origen puede atribuirse a la
leucina que se incorpora al sistema ya funcionando con la
mezcla endógena de aminoácidos, enzimas, factores, y en el

que probablemente se encuentran receptores disponibles y
rápidamente utilizados. Continua un gráfico de primer orden
respecto al tiempo y pasadas 2 horas de incubación decae
tal ve: por agotamiento de las proteínas precursoras de
origen citoplasmático o por el envejecimiento mitocondrial
y disminución de la velocidad de fosforilación.
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Figura XVI — CINETlCA DE lNCORPORAClON "IN VITRO” DE LEU­
ClNA-l4C A MITOCONDRIAS DE CORAZONDE RATA. lncubación de
|,4 mg de proteínas mitocondríales en el medio y las condi­
ciones descriptas en la tabla XVll
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Figura XVll - INCURACION DE LEUCINA-IAC Y MEZCLA DE AMINO­
ACIDOS CON MITOCONDRIAS INTACTAS DE CORAZON DE RATA. Resul­
tados de 2 ensayos cn iguales condiciones.La cantidad de
proteína cn cada incubación con Ieucina 37 mMy el medio
completo de reacción comose detalló en métodos. Se deter­
minó radiactivídad en proteínas precipitadas cn TCA5%.
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Éñgresión de los resultados: La incorporación del ele­
mento isotópico a las proteínas mitocondriales se expresa
comoactividad específica de la leucina radiactiva presente
en cuentas por minuto por mg de proteína de fracción mito­
condrial que se incubó, lo que es válido en el rango de 0

a 2,5 mg de proteínas en el cual la relación es lineal como
se aprecia en la figura XVll.

lncorporación de aminoácidos a mitocondrias cgrdíacas
de ratas con estreptoggtocina: Para estos experimentos se
inyectaron lotes de ratas Con una dosis de estreptozotocina
y se sacrificaron a los 7 y 30 días para el aislamiento de
la Fracción mitocondrial. Los datos de Ia tabla XXll demues­

tran que a los 7 días hay un descenso significativo del 4|%
(p«<0,0|) en la velocidad de incorporación respecto a testi­
gos. En ratas con 30 días de diabetes el descenso es del IS

%y por la di5persión de los resultados no supone signifi­
cancia estadística.

Tabla XXII - EFECTO DE ESTREPTOZOTOCINA SOBRE LA MARCACION
DE PROTEINAS DE MITOCONDRIAS CARDIACAS CON LEUCINA:14Ó
Ratas inyectadas con |3 mg de estreptozotocina por vía en­
dovenosa.Peso promedio de los corazones Segun datos extraí­
dos de Tabla l. (a) resultados promedio de 6 ensayos, en
cada uno se agruparon 2 corazones, p<:0,0| .(b) promedio
de 7 ensayos, igualmente los testigos, p.<0,4.

Ratas Peso del Activ.eSpecíf.corazón
(9) (cpm/m9)

Testigos 0,60 ¡90 t ¡3

Diabetes (D7) 0,47 ll3 t 5 (a)
Diabetes (030) 0,53 |Ó4 Í 25 (b)

El peso del corazón sufrió un descenso del 22%en la

primer semana de diabetes ya mencionado en la tabla I, con
aumento relativo en las siguientes semanas; los animales
con 30 días de diabetes evidenciaban una importante
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disminución del peso total corporal (ver Figura ll) y del
peso del corazón, |2% menor que el de ratas control. Pode­

mos destacar que la velocidad de sintesis proteica intrami­
tocondrial en corazón acompañalas Fluctuaciones observadas
en el peso del órgano.

Tratamiento restitutivo gen insulina: Las ratas con dia­
betes de 7 dias se inyectaron diariamente con IO U de insuli­

na Lilly NPH.La tabla XXlll muestra varios experimentos de
este tipo en que a pesar de diferente respuesta de un ani­
mal a otro coinciden en el aumento de velocidad de incorpo­
ración de leucina -I4C proporcional al tiempo de tratamien­
to insulínico; con 4 dosis se alcanzó o sobrepasó los valo­
res de testigos no diabéticos, Las ratas testigos a su vez
incrementaron la velocidad de sintesis al ser inyectadas
con dosis equivalentes de hormona.

Tabla XXIII - RESPUESTA A INSULINA "IN VIVO” DE LA INCORPO­
RACION DE AHINOACIDOS A MITOCONDRIAS CARDIACAS DE RATA.
Animales diabéticos inyectados con estreptozotocina 7 días
antes del experimento. La hormona se administró en dosis de
8 U/dia insulina Lilly NPHdurante el tiempo indicado. Pre­
paración de las mitocondrias, ensayo con leucina-l'C, y me­
dida de la marcación según detalles en métodos.

. l­
lncorporación de leucnna- 4C (cpm/mg)

Testigos Diabéticos + insulina
Exp' o dosis 2 dosis 4 dosis

% de T _ % de T

I |54 93 I22 79 |67 l08

2 [98 |45 I68 85 l87 94

3 ¡97 |53 208 ¡05 238 l20

Testigos + insulina
2 dosis 4 dosis

fi de T % de T

4 204 259 l27 278 ¡36

5 220 32l l46 332 ISI
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Incorporación de aminoácidos a mitocondrias de ratas
con hipofisectomía: Se contaba con un lote de 9 ratas ope­
radas por el Dr.C.D.Bedetti para los estudios simultáneos
de la síntesis proteica mitocondrial en tejido hepático y
de músculo esquelético (Favelukes y col.,|975). Estas ra­
tas, de alrededor de l00 g a! ser operadas, no incremen­
taron su peso en los 30 días que le siguieron, momentoen
que Fueron sacrificadas para estos ensayos. Los corazones
pesaban 0,4 g aproximadamente y Fué necesario agrupar 3
corazones para aislar la Fracción de mitocondrias.

La cantidad de datos diSponibles no permite una es­
tadística de los resultados, pero se mencionanpor su co­

rrelación con los de otros tejidos, y con datos propios
en animales diabéticos (tablas XXII y XXIlI).

Tabla XXIV — EFECTO DE HIPOEISECTOMIA DE LA RATA SOBRE LA
SINTESIS PROTEICA EN MITOCONDRIACARDIACA. Ratas macho de
lOOg de peso, operadas por extracción de la glándula hi­
pófisis por succión con bombade vacío por aproximación
parafaríngea. No aumentó el peso corporal enel mes trans­
currido hasta el experimento. Peso del corazón: promedio
testigos 0,52 g,hipofisoprivos 0,4 g. Datos promedio de
duplicados de cada experimento con 3 corazones simultanea­
mente. Detalles dc la experiencia en métodos.

Ex N° ¡"Corporación leucina-l4c
p. . (cpm/mg) l

_ _ _ Testigos Hipofisoprivos % de T
' ¡82 ¡44 79

3 '74 |45 83

Simultáneamente se midió la actividad respiratoria cn
alicuotas de estas fracciones mitocondriales en las que se
detectó déficit del consumo de oxígeno, que pasó de l64
a |26 nAO/min/mgpor efecto de la hipofiscctomia, ( el con­
trol respiratorio bajó de 4,9 a 3,3);comparando con los re­
sultados de la tabla XXIV,cl decrecimicnto es proporcional.
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F) NIVELES DE CITOCROMOS EN MlTOCONDRIAS DE CORAZON DE

RATAS DIABETICAS

Eggpiedades espectrales dgfilos citocromos mitocondria­
132: Comolas suspensiones mitocondriales son turbias y ab­
sorben y dispersan la luz, los espectros de absorción en la
mitocondria entera no pueden medirse directamente por espec­
trofotometrla. En los espectrofotómetros convencionales el
detector se encuentra a cierta distancia de las celdas y
una parte importante de la luz transmitida es dispersada y
no alcanza el detector, con lo que resulta un eSpectro po­
co definido, con absorbancias distorsionados.

El uso del espectrofotómetro de ha: dividido es venta­

joso para estas muestras en razón de la ubicación del foto­
multiplicador, a menos de un cm de las celdas, y por poseer
además un área Fotosensible mayor.

El grado de dispersión producido por las muestras tur­
bias depende del tamaño de partículas y su concentración.
En nuestras mediciones no se presentaron diferencias en los
niveles eSpectrales de los citocromos por el hecho de utili­
zar mitocondrias Frescas enteras, o congeladas, cuidando
que en todos los ensayos la proteina presente en las cubetas
fuera constante.

El eSpectro diferencial, reducido menosoxidado, se
debe al efecto de la reacción con-ditionito y ferricianuro
respectivamente en cada cubeta mientras que el debido al

espectro diferencial pr0pio de la suspensión mitocondrial
se anula.

Las medidas de absorbancia leidas entre 500 y 630 nm
detectaron las bandascíde los citocromos con máximos en 605,

563, 550 y 554 nm correspondientes u citocromos 993, b, g y

un codo de citocromo gl, re8pectivamente. Un trazado tipico
de los eSpectros diferenciales en la fracción mitocondrial



de corazón de rata aparece en la Figura XVIII.

Figura XVlII — ESPECTROS DlFERENClALES DE LA FRACCION MITO­
CONDRIAL DE CORAZONDE RATA. 3,8 mg de proteínas en medio de
fbsfatos a pH 7,4 en cada cubeta, a una se adicionó ferricia­
nuro y a la otra ditionito. Se registró la diferencia de ab­
sorbancia entre los citocromo oxidados y reducidos con un
espectrofotómetro de haz dividido. Detalles en el texto.

F l
605 no

ólb 59o 57o 550 530
(nm)

Determinación cuantitativa de citocromos en la membrana
mitocondrial: El método de Williams (|9Ó4) permite la esti­
mación simultánea de los citocromos mitocondriales con el

planteo de un sistema de ecuaciones con 4 incógnitas cuya
resolución da la concentración de cada citocromo en micro­

moles por mililitro de solución presente en la Celda del
eSpectroFotómetro. Estas son:

2|,0 X + IO,3 X'- 3,I2 X + 0,63 X = a
l 2 3 4 I 5

6,5I x¡+ I8,8 X2+ 2,55 x3+- 0,95 X4 s azs

- |,l6 XI+ 0,9l X2+ |4,3 X3- 0,326X4 = a35

; 0,22 x'— 0,59 x2+ o x3+ ¡2,0 x4 ; a45

a a a d'F 'als, 325, a35 y 45 se c Icul n por l erencua entre las
lecturas de los picos de longitud de onda de máximos y ml­

nimos de los citocrOmos g, gl, Q y 993 reSpectivamente.
A esas absorbancias contribuyen en parte cada uno de

los citocromos en una proporción dada por su concentración
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y su coeficiente de extinción a la longitud de onda corres­

pondiente. XI, X2, X31y X son las concentraciones buscadas4

de los citocromos g, g b y 953 y las cifras que los acom­l I

pañan en cada ecuación los coeficientes de extinción mili­
molar en el par de longitudes de onda leído.

Williams presenta la resolución del sistema de ecua­
ciones por sustitución aplicando las fórmulas siguientes:

a
bl5= '5

2|,0

C25 = 325 - 6,5! bIS
lS,6

d3 = ass + l,l6 bIS - |,48 c255
e = a45 + 0,22 brs + 0,482 czs —0,076 d35

45
I2,0

y de ellas se deduccn las correspondientes concentraciones:

cut 993 X4 e a45

cut 9: Xq - d35 + 0,0263 X4

cut gl X2 - c25 - 0,0484 X4 - 0,225

cit g: Xl a blS - 0,03 X4 + 0,l49 X3 —0,49l X2

Niveles de citocromos en mitocondrias cardíacas de rata
diabética: La tabla XXVresume las medidas efectuadas con

muestras de ratas inyectadas con estreptozotocina y ratas
control. Comolas diabéticos tienen corazones de menor ta­

maño y peso, se hizo necesario agrupar 3 corazones para que
la cantidad de proteína mitocondrial en las dos cubetas
diera los picos eSpectrales bien definidos. Los registros de
mitocondrias diabéticas y testigos siguen curvas idénticas
y los resultados de la tabla indican que hay leve disminu­
ción dc los niveles: IZfl el citocromo g, 9% cl aa 8% el Q,__3'
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y 3%el gl, sin significancia estadistica.
Tabla XXV - CITOCROHOS MlTOCONDRlALES EN CORAZON DE RATAS
TRATADASCON ESTREPTOZOTOCINA:Los eSpectros entre 500 y
630 nmfueron medidos en un-espectrofotómetro diferencial
de ha: dividido. En cada cubeta, 3 a 4 mg de proteína mi­
tocondrial. Los resultados se calcularon aplicando las
ecuaciones propuestas por Williams (l964) y se expresan
como nmoles/mg proteína con el error standard. El número
de experimentos Figura entre paréntesis y cada uno es un
promedio de 3 corazones. Las pruebas de significancia dan

_para diabéticos p >O,I(no significativo).

Testigos (8) Diabéticos (5)

citocromo 993 |,20l Í 0,050 ¡,097 Í 0,140
" 9 0,877 Í 0,047 0,807 i 0,06I

" gl 0,264 i 0,005 0,256 i 0,0I6
" g' 0,685 Ï 0,038 0,604 Í 0,039

Los trabajos de Williams fueron revisados por Vanneste
en ¡966, quien corrigió algunos coeficientes de absorción.
Aplicamos esos valores para nuevos cálculos, en los que la
relación de cada citocromo en diabéticos y testigos por
supuesto se mantiene, y el contenido de citocromos es el
que vemos en la tabla XXVl.

Tabla XXVI - CITOCROMOS MITOCONDRIALES EN CORAZON DE RATAS

TRATADASCON ESTREPTOZOTOCINA.Cálculos de los mismos experi­
mentos de la tabla XXVcon los coeficientes de absorción l
según Vanneste (l966),eomo se explica en el texto.

Concentración(nmoles/mg)
Testigos Diabéticos

citocromo 393 ¡.097 t 0,039 ¡,003 t 0,128
" g 0,439 i 0,024 0,405 t 0,030

" El .0 265 Í 0,007 0,256 t 0,0I6
" 5 0,574 i 0,032 0,505 Í 0,022

Los coeficientes de extinción a que hace referencia la
ñ ¡_ _I

tabla XXVI son: citocromo 993 IL,0 md cm (Van Gelder y
l- -l

Slater, l963), citocromo E 2|,l mM cm (Van Gelder y Slater
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lem-l (Zaugg y Rieske,l962).|962) y citocromo Q 28,5 mM­

De los resultados expuestos vemos que expresando los ra­

dios molares de cada uno respecto al citocromo 993,a| que
le asignamos el valor de 4,podemos aproximar a números

enteros: (993:Q:glzg)=(4;3;|;2) en base a la tabla XXV,
y (993:9:gl:g) = (4;2;l;2) si tomamosvalores de la ta­
bla XXVlque da menor relación del citocromo É.

Los datos de Vanneste Fueron medidos en mitocondria

de corazón de bovino y son cercanos a los que obtuvimos

en ratas. Es mayor la proporción 9:393 de nuestra prepa­
ración y puede tomarse como indicativo de mitocondrias

íntegras porque el citocromo g puede perderse durante el
fraccionamiento.
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CAPITULO Vl

D l S C U S l 0 N

El efecto de la diabetes e insulina sobre las Funcio­
nes mitocondriales es un tema frecuentemente estudiado en

el tejido hepático en relación con su papel regulador del
metabolismo de glúcidos y lípidos, pero es escasa la infor­
mación que describe actividades enzimáticas y respiratorias
del miocardio, que generalmente fueron medidas como comple­

mento de aquellas investigaciones referidas al hígado.
El metabolismo del miocardio exhibe algunas caracte­

rísticas que Le son propias y otras en comúncon el tejido
de musculo esquelético adaptadas a la función de contracción
rítmica. La evidencia morfológica de abundantes crestas en
relación al volumenmitocondrial es típico de aquellos teji­
dos con importante demanda de ATPen los que prevalecen

los mecanismos aerobios para la conservación de la energía.
Los principales nutrientes metabolizados en el tejido

cardíaco; ácidos grasos, cuerpos cetónicos y glucosa, com­
pletan su degradación compartimentada en las mitocondrias
donde se logra la transferencia controlada de los electro­
nes desde esos electrones e las coenzimas. Estos procesos

implican un ciclo de los ácidos tricarboxílicos muyactivo.
y coordinado con la reoxidación de las coenzimas en la ca­
dena reapiratoria.

Debido a la intima conexión entre los procesos metabó­
licos mitocondriales y su ultraestructura, el estudio de un
estado Fisiológico o patológico particular debe estar enca­
rado integralmente en esos dos aSpectos. Tomandocomo ejem­

plo las levaduras en las que, citando a Packer y col. (l973)
II el fenómenode deficiencias respiratorias ocasionado por



la pérdida o alteración del ADNmitocondrial se traduce en
membranasfuncionalmente deficientes con decrecimiento de

la actividad ATPasay de actividades enzimáticas, reSpira­

torias y componentes del citocromo 993, b y gl”; en base a
este modelo experimental de las levaduras en crecimiento
anaeróbico y con el conocimiento de que existen deficien­
cias respiratorias, enzimáticas y de la biosíntesis protei­
ca en mitocondrias de mamíferos en estado diabético que ya

se comentaron en el capítulo ll b), se diseñaron los ex­
perimentos para el estudio de las correSpondientes funcio­
nes de las mitocondrias cardíacas de rata diabética, que
se proyectaron en las siguientes direcciones: a) actividad
reSpiratoria, b) actividades enzimáticas localizadas en el
compartimiento interno mitocondrial y c) velocidad de la
síntesis proteica, asociada con la marcación de péptidos
de la membrana interna.

Comoresultado de esos estudios se detectaron algunos
efectos transitorios en reSpuesta a la.diabetes experimen­
tal de la rata sobre la velocidad del transporte de electro­
nes por la cadena, sobre la incorporación de aminoácidos a
polipéptidos en mitocondrias enteras, y un efecto que per­
siste en la diabetes crónica sobre la actividad de la enzi­
ma betahidroxibutirato deshidrogenasa.

Actividad respiratoria de las mitocondriasgcgrdiacas:
En la primera etapa de este estudio se caracterizó el fun­
cionamiento de la cadena rCSpiratoria, la velocidad de las
oáidaciones de distintos sustratos y el acceso de los equi­
valentes de reducción comonucleótidos de adenina o flavina.

Aquellos metabolitos que imprimen mayor velocidad al
flujo de electrones en mitocondrias cardiacas son malato y
glutamato aportados simultáneamente. La enzima malato des­
hidrogenasa es inhibida por su producto pero el agregado
de glutamato deriva el oxalacetato formado hacia su transa­
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minación catalizada por aspartato-glutamato aminotransfera­
sa mitocondrial, protegiendo a la enzima de su inactivación
y acelerando la entrada del NAD“a la cadena respiratoria.
La reacción de transaminación parece más probable en el mús­
culo cardíaco que la vía de la glutamato deshidrogenasa,
por ser esta enzima menos activa en corazón que la transa­
minasa (Davis, [968). El esquema de reacciones es el que
sigue:

+

MALATO-—-Ïïïo MALATO NAD
®X +

Respiratoria

GLUTAMATO NAD+//;

GLUTAMATO

. ‘ +
ASpartato aspartato o(cetoglut. NAD”+ H

succinato NADH+ uf

G) I-‘AD

Fumarato e FADH
MALONATO

2

I - NADmalato deshidrogenasa

- glutamato-oxalacetato transaminasa
- glutamato deshidrogcnasa

cxcetoglutarato deshidrogenasa
succínato deshidrogenasa
tranSportador glutamato-aspartato

NOMAWN

l

- transportador malato-a<cetoglutarato

El movimiento desde y hacia las mitocondrías esta fa­

vorecido por los transportadores de membranaque intercam­
bian malato concxcetoglutarato, y glutamato con aspartato.
El o<eetoglutarato tiene dos caminos alternativos, su oxi­
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dación en el ciclo del acido cítrico, o la salida de la mi­
tocdndria. Este último paso está estimulado por las concen­
traciones relativas deixcetoglutarato y malato a ambosla­
dos de la membrana (Williamson, l979). En el esquema ante­

rior pueden señalarse las reacciones I y 2 relativamente
más activas que 3 y 4 (LaNoue y Col.,|973), la reacción 5
bloqueada y las 6 y 7 intercambiando los metabolitos entre
las mitocondrias respirantes y el medio de reacción en las
que se suspendieron.

Este conjunto de reacciones, que constituye el siste­
ma de lanzadera del malato-aSpartato para introducir los
equivalentes de reducción citoplasmáticos originados en la

glucólisis,es mas activa que la lanzadera del glicerofosfa­
to en el músculo cardíaco de acuerdo a los resultados de la
tabla lll,tal comofuera demostrado en el músculo esquelé­
tico (Bookelmany col.,l979; LaNouey col.,l973).

Algunos investigadores sostienen que la enzima HBD

cumple también en papel fisiológico de.lanzadera intrace­
lular con el 3-hidroxibutirato actuando de transportador
de equivalentes reductores,también de un tejido a otro (De­
vlin y Bedell, l960; Krebs, |96|; Klingenberg y Hüfen,l963)
pero nuestros resultados demuestran que su participación en
cl miocardio es escasa y menos eficaz que el sistema del ma­

lato, que produce una velocidad de consumo de oxígeno que
duplica la generada por el betahidroxibutirato.

Las medidas de utilización del oxígeno en el estado 4
son del mismoorden para aquellos sustratos ligados al NAD:
malato, 3-HB,<Xcetoglutarato o piruvato, pero el índice de
control reSpiratorio llamativamente bajo en el caso del 3-HB
parece indicar una restricción del flujo total de electrones
que no permite traspasar ciertos niveles, aún activado por
ADPo desacoplantes. Datos publicados por Pande y Blanchaer,

(|97|) son razonablemente cercanos a los de nuestras expe­



89
I

riencias, sus mitocondrias de corazón de rata tienen una ve­
locidad de consumo de oxígeno con 3-HB 50% más lenta que con

malato y glutamato y un control respiratorio 3,3 similar al
de la tabla lll.

Reseiración y fosforilación de las mitocondrias de ra­
tas digpéticas y tratadas con insulina. Las observaciones
en ratas tratadas con estreptozotocina indican que la velo­
cidad de las oxidaciones y eficiencia fosforilante mitocon­
drial están protegidas en corazón, comportamiento similar
al del músculo esquelético segun lo demostraron Favelukes

y col.(|973) y Dow(l967). Por otra parte, la literatura o­
frece numerososejemplos de deficiencias respiratorias en
la mitocondria hepática de ratas y otros mamíferos diabéti­
cos (Harano y col.,l972; Hall y col.,|960; Matsubara y To­
chino, l969; Lerner y col.,l972; Vester y Stadie, l957; Bo­
veris y col, ¡969).

La disminución aparente del control respiratorio esti­
mulado por ADP a los 2 días de inyectar estreptozotocina,
que aparece en la tabla V, es el resultado de la simultánea
disminución de la velocidad en el estado 3 y el aumento de
la velocidad en el estado 4. La aceleración de la respira­
ción controlada, estado 4, de las mitocondrias diabéticas en
relación con sus testigos es un Índice de: a) mayor desacoa
ple entre el mecanismo conservador de la energía y la cade­
na reSpiratoria, o b) disipación de la energía por estimula­
ción de la actividad ATPasao por reacciones endergónicas
mitocondriales. Si tomamos la reSpiración del estado 3 Como
indicación de la velocidad de formación de ATP, entonces

puede interpretarse comoun defecto o inhibición tempora­
ria de la ATPsintetasa o de la disponibilidad de ADPy Pi
dependiente en este último caso de permeasas.

Se han presontado evidencias de la inhibición de la
adenina nucleótido translocasa por acción de los ácidos
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grasos libres o esterificados con coenzima A en las mito­
condrias de ratas diabéticas (Lerner y co|.|972; Shug y
col. |97|; Shertzer y Racker, I976; Chua y Shrago, ¡977).
Los acidos grasos se acumulan en el hígado en períodos de
degradación excesiva de triglicéridos, por ejemplo cuan­
do se induce el estado diabético, y pasan a la circula ­
ción aumentandola concentración intracelular en otros te­

Jidos. En tejido cardíaco, y más evidente aún en el hepá­
tico, el decaimiento de la respiración en el estado 3 es
dependiente de la concentración de palmitoil-CoA (MeMillin
Woody col. ¡977). La primera indicación en la literatura
sobre defectos de la actividad fosforilante mitocondrial
del corazón por efecto de la diabetes, que publicaron
Haugaard y Haugaard en l964,Fué medida en un homogenato de

tejido que naturalmente debía contener una elevada concen­
tración de aciI-CoA y hace pensar que este metabolito sea
en parte responsable del efecto observado.

Para nuestras medidas con mitocondrias aisladas tra­
tamos de eliminar ese factor a través de repetidos lavados
de la Fracción mitocondrial y mediante la adición de albú­
mina a esa solución, pero la acción inhibitoria sobre la
translocasa podria manifestarse aún con concentraciones de
ácidos grasos inferiores a las necesarias para desacoplar
la cadena respiratoria y no puede descartarse comorespon­
sable de la depresión del consumo de oxígeno en el estado
3, que se presentó a los 2 días del tratamiento con estrep­

'tozotocina. Por otra parte, los resultados de la respiración
"in vitro” no necesariamente'reflejan el comportamiento
“in vivo” de las mitocondrias diabéticas desde el momento

en que fueron suspendidas en un medio artificial Seleccio­
nado para lograr la mayor velocidad reSpiratoria pero ale­
jado de la composición del compartimiento externo mitocon­
drial y sometidas a tratamientos mecánicos agresivos en las
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etapas del aislamiento que pueden ocasionar daños más o
menos evidentes según la Fragilidad de las membranas.

La situación inversa de elevado indice de control

reSpiratorio es una evidencia de la estabilidad de la pre­
paración y una medida de la conservación de los compues­
tos energizados dentro del compartimiento mitocondrial
cuya acumulación tiende a inhibir Ia velocidad respira­
toria.

A través de los trabajos ya mencionados de Lerner y

col. (|972h Harano y col. (l972) o Matsubara y Tochino
(|969) parece aclararse que un Factor decisivo para que
se puedandetectar deficiencias respiratoria es Ia seve­
ridad de la diabetes por aloxano o por pancreatectomía
(Roldan y col.,|97l), cuando se eleva la concentración de
ácidos grasos y cuerpos cetónicos circulantes. En cuanto
se restablecen los niveles normales por la acción de insuÁ
lina "in vivo” recuperan las deficiencias respiratorias.

La aceleración de la respiración y Fosforilación
por efecto de la administración de insulina a ratas no
diabéticas habia sido comprobada por Schüfer y Nágel en
|968 en las mitocondrias hepáticas y se confirmó en las
de miocardio con los experimentos de la tabla IV, con la
salvedad del indice P:0'que no se alteró en miocardio.

Lo más significativo que podemos deducir de nuestros
datos experimentales y de la bibliografía citada es la di­
ferente respuesta a la diabetes entre la respiración mito­

'condrial de Fracciones aisladas de tejido hepático y mus­
cular. Fisiológicamente la estabilidad de estas funciones
mitocondriales es crítica y garantiza el acceso normal de
ATPa un tejido con elevada demanda energética como es el
músculo.

Se considera que la dinamica del ciclo de los acidos
tricarboxílicos esta afectada en el organismo diabético a
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tal punto que no permite la oxidación completa de los áci­

dos grasos hasta CO2y estimula la cetogénesis; de nuestros
experimentos puede deducirse que la velocidad de reoxida­
ción de las coenzimas en la cadena respiratoria del miocar­
dio no es limitante del ciclo, no se modificó el flujo má­
ximo de los electrones moduladopor varios intermediarios
y metabolitos aún en la diabetes crónica de 30 días. Debe

eSpecularse entonces con factoresvlimitantes en otros pun­
tos del metabolismq_por ejemplo la velocidad de reacciones
anapleróticas para el flujo de intermediarios hacia el ci­
clo, las actividades de las enzimas que intervienen, los
niveles mitocondriales de iones, factores y enzimas, dis­

ponibilidad de sustratos, factores de membrana.
Actividades enzimáticas en la mitocondria ggrdíaca de

ratas tratadas con estreptozgtocina: Según conceptos de
Schafer y Nügel (|968) "la velocidad respiratoria en eondi-'
ciones óptimas esta limitada por la actividad de las des­
hidrogenasas antes que por los niveles de citocromos". Se
conocenvarias enzimas cuya actividad catalitica está dis­
minuida por efecto de la diabetes y podrían ser considera­
dos determinantes de la depresión resniratoria,como succi­
nato deshidrogenasa de músculo esquelético (Armstrong y
lanuzzo, |976), adenina nucleótido translocasa y citocro­
mo oxidasa hepática (Lerner y col.,l972) y HBDhepática
(Roldan y col. |97|; Vidal y col. ¡977 a,I977 b)­

La administración de insulina a ratas no diabétícas
estimuló la actividad de succinato deshidrogenasa, malato
deshidrogenasa, glutámico deshidrogenasa, isocitrato des­
hidrogenasa (NADy NADP), glutamato-OA transaminasa (Scha­

Fer y Nügel, [968). Harano y col,(l969) contraponen a éstos,
sus estudios en mitocondria hepática de ratas inyectadas
con aloxano que demostraron que se mantienen inalteradas
las actividades de las enzimas del ciclo del acido cítrico.
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Nuestras propias determinaciones de actividades enzi­
máticas en fracciones mitoeondriales de corazón de ratas

con estreptozotocina indicaron que la HBDsufrió un daño
que afecta la velocidad de oxidación del 3-HB, en tanto la
actividad NADHdeshidrogenasa, succinato deshidrogenasa y
citocromo oxidasa no se diferencia de la de testigos.

Actividad HBDLÍrelación temporal: La actividad HBD
cardíaca de las muestras obtenidas de ratas diabéticas
disminuyó a la mitad del nivel en ratas normales. La apa­
rición del efecto de la estreptozotocina en la primera se­
mana de la diabetes de diferentes animales es dispar, ya
que en algunas ratas se encontró aumentada y en otras dis­

minuida la actividad específica, en cambio a los 30 dias
la disminución es francamente significativa.

Mayor desnivel se produjo en la mitocondria hepática
donde llega a l/3 ó l/S de su valor normal, coincidente­
mente con la bilbiografïa citada (Roldán y col. |97|; Vi­
dal y col. |977 a y b). Esta eniima es.activa sólo en de­
terminados tejidos a los que provee de sustrato para la
reSpiración celular; el hígado contiene la mayor activi­
dad específica de todo el organismo, donde ocurre la re­
ducción del acctoacetato en su acción anabólica y el 3-HB
es liberado a la circulación. El tejido hepático tiene
también un importante papel en la interconversión de los
cuerpos cetónicos, al punto que los animales hepatectomi­
zados pierden la capacidad de llevar a un equilibrio la
relación plasmática 3-HB/acetoacetato (McGarryy col.|970).
Del balance'entre la síntesis hepática de amboscuerpos
cetónicos y su oxidación en los tejidos periféricos de ­
pende la concentración plasmática total y precisamente la
disminución del 50%en la actividad de la HBDcardíaca se­

ria uno de los determinantes del aumento patológico que
se presenta en la diabetes.
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En perros pancreatectomizados, según datos de Roldan
y col.(l97l), se incrementa casi 3 veces la concentración
total de los cuerpos cetónicos y varía al mismotiempo la
relación 3-HB/acetoacetato de l,8 a 0,7 ; estos resultados
son compatibles con la menor actividad de la HBDhepática

y de miocardio. En la diabetes el cuerpo cetónico liberado
mayormente a la circulación y también el más utilizado es
el acetoacetato, que puede aprovecharse para su oxidación
completa en los tejidos eludiendo el paso parcialmente
bloqueado catalizado por la HBD.

A pesar de que en la mitocondria cardíaca encontramos
menor actividad HBDen ratas diabéticas, la velocidad de

consumo de oxigeno de esas mitocondrias al oxidar 3-HB no
estaba inhibida (ver tabla VI). Se da el caso entonces en
las mitocondrias del diabético que la oferta del NADHa la

cadena,modulada por la actividad de la HBD,quedareducida
a la mitad de la velocidad normal, que es aún suficiente
para promover el flujo máximode electrones en la cadena
asociado a esta enzima.

Actividad “BD; efecto de insulina: No alcanzó a re ­
vertir totalmente el daño enzimático producido por la es­
treptozotocina mediante la administración de insulina "in
vivo”. El miocardio responde al tratamiento de IS días re­
cuperando el 80%de su actividad normal HBD;este resul­

tado podríamos tomarlo comoevidencia preliminar en que
tal vez no se llegó a un tratamiento adecuado para la re­
paración total. Undetalle llamativo de la tabla Vlll es
que no aumentó la-aetividad en las mitocondrias de ratas
no diabéticas inyectadas con la hormona, si lo comparamos

con el estimulo logrado por Scháfer y Nágel con 4 dosis
de insulina que aumentó lO veces la actividad basal de
HBDde las mitocondrias de hígado.
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El largo plazo desde la inyección de estreptozotoci­
na o insulina requerido para que se manifieste la depre­
sión o el estímulo posterior de la actividad, indica que
no se trata de una acción primaria de la hormona sobre
las mitocondrias cardíacas, sino que implica un desorden
metabólico generalizado cuyas consecuencias Son más difi­
ciles de discriminar.

Detección de la actividad HEQ:Esta enzima se dife­
rencia de las clásicas deshidrogenasas dependientes del
NADpor estar incluída en la estructura altamente orga­
nizada de la membranay es difícil solubilizarla. Los
estudios sobre orientación de la enzima en la membrana

realizados por.Mclntyre y col. en l978 evidenciaron su
inserción parcial a través de la porción hidrofóbica di­
rigiendo los grupos Funcionales hacia el medio acuoso de
la matriz. Su actividad no es detectable en las mitocon­

drias intactas por el método corriente de la medida es­
pectrofotométrica del NADreducido en el curso de la reac­
ción, debido a la barrera de permeabilidad al NAD.La en­

trada de 3-HB,encambio,no está sujeta a restricción por­
que ee independiente de transportadores y atraviese las
membranaspor simple difusión (Moyle y Mitchell, |973).

Esta disposición topológica explica las diferentes

velocidades de reacción que resultan por los distintos
métodos para la liberación de la actividad latente. Se

llevaron a cabo simultáneamente con fracciones mitocon­
driales de corazón las pruebas de permeabilización y me­
dida de la actividad HBDsuponiendo que la resistencia
particular a alguno de esos tratamientos podría revelar
diferente fragilidad y velocidad de pasaje del NAD-NADH
entre muestras diabéticas y testigos.

Los experimentos demostraron que: l) la disminución
de actividad enzimática en muestras diabéticas, del SO
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al 60%en relación a sus testigos, no es un artificio de
la preparación y se evidenció independientemente del pro­
cedimiento utilizado para permeabilizar las membranas. 2)
la ruptura de Ia membranaexterna de las mitocondrias ex­
pandidas en un medio hipotónico no permite la unión de la
HBDoon la coenzima que ocurre en la cara interna de la

membranainterna, y la baja actividad detectada responde a
daños leves en las crestas que permiten el lento pasaje de

' NAD-NADH.3) el congelamiento y descongelamiento sucesivo

de la fracción mitocondrial produce ruptura aleatoria y
creciente en sus membranas; la figura Vlll muestra que la
velocidad de reacción en función del número de congela­
mientos creció paralelamente en las muestras diabéticas y
sus controles (en este experimento mantuvieron una rela­
ción |:4) y llegaron simultáneamente a su actividad máxi­
ma. Si la estructura u organización de la membrana inter­
na estuviera alterada en las ratas inyectadas con estrep­
tozotocina, no se manifestó en la velocidad de liberación
de la actividad HBDlatente. 4) la inversión de las mem­

branas”inside-out" en las particulas submitocondriales
facilita la formación del complejo enzima-NAD;si compa­
ramos Ia velocidad de reacción catalizada por la prepara­
ción de partículas con las del método de choque osmótico,
vemos que reSponde a la descripción de McIntyre y col.
(|978) de la HBDcon su centro activo en la cara M.

Diferencias dngBD cardíaca en ratas diabéticas: Al
detectar un cambio enzimático asociado a una variación en­

dócrina se plantea el interrogante: se produjo variación
de la capacidad catalítica de la enzima, o nos encontramos
ante un déficit de su contenido celular producido por mo­
dificación de la velocidad de síntesis o de degradación?

Unpoco más adelante_analizaremos las consecuencias
de la diabetes de la rata sobre la síntesis de proteínas
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en mitocondrias cardíacas, pero ese estudio no se refiere
en realidad a la enzima HBD,proteína sintetizada por los
ribosomas citoplasmaticos e incorporada a la estructura de
la membrana interna. No hay hasta el presente información
acerca de la modulación de su síntesis por insulina, y mas
conflictivo aún es el conocimiento acerca de la velocidad
de degradación de ésta y de todas la enzimas, tema tratado
por Schimke en su revisión publicada en l973.

Para justificar o localizar variaciones cualitativas
debemos tener en cuenta, en una enzima ligada a la membrae

na, no sólo su estructura proteica sino incluir la porción
lipídíca y su entorno lipidico. Vidal v col. (|977 b;|978

b) extrajeron apoHBDde mitocondrias hepáticas de rata dia­
bética y demostraron que reconstituida con lípidos mito­
condriales normales aumenta- la actividad enzimática que
ya no se diferencia de la de ratas no diabéticas.

Las enzimas de membranamuestran sensibilidad a peque­
ñas variaciones de la estructura proteica o lipidica que
se transmite aún a distancia a través del mosaico Fluido.

En el tejido cardíaco de ratas inyectadas con aloxano se
determinó menorcontenido de fosfolípidos totales por
disminuciónde fosfatidiletanolamina y lisofosfatidilcoli­
na, que es sensible al tratamiento insulinico, el contenido
de fosfatidilcolina se mantiene inalterado. (Chauhany
Singh, l978). También se conocen variaciones en la compo­
sición de acidos grasos de los lípidos mitocondriales;
Lerner y col. (|972) encontraron que mitocondrias de ra­
tas con aloXano se-enriquecen en ácido palmltico a expen­
sas de deficiencias en ácido araquidónico y otros insatu­
rados; este cambio de composición afecta la fluidez de la
membrana y es el factor al que Vidal y col. (l978 a) con­
sideran responsable de las modificaciones de la energia de
activación de la HBDhepática en membranasmitocondriales



98

o en vesículas de fosfolfpidos con diferencias en sus com­
ponentes de ácidos grasos. Sin embargo, energías de acti ­
vación similares para la HBDde tejido cardíaco de ratas
diabéticas y control, que se dedujeron de las curvas en la
figura Vlll,argumentan en contra de una acción mediada por
la membranaacerca de restricciones del cambio conformacio­

nal del estado activado en caso de diferente grado de satu­
ración de las cadenas grasas.

Los estudios de Lenaz y col. (l972) de la variación
de actividad de diversas enzimas de membranacon la tempe­
ratura de reacción demostraron, con una sola excepción, que
sus energias de activación no son una constante y se pre ­
Sentan discontinuidades en los gráficos de Arrhenius a tem­
peraturas definidas para cada enzima que se supone son de­
pendientes de las temperaturas de separación de fase liqui­
do-gel de sus componentes Iipidicos; en el caso de HBDl8,5

°C es el límite entre 2 energías de activación:|8,2 y ¡0,9
kcal/mol.

Vidal y col. ([978 a) ensayaron la HBDde hígado de

rata que no mostró transición entre ló y 40 °C, rango en
el que la energia de activación en partículas submitocon­
driales era de |l,2 kcaI/mol. En un trabajo posterior (¡978
c) en el que abarcaron temperaturas más bajas reconocieron
un punto de inflexión a I8°C que aparece corrido,en el caso
de muestras de ratas diabéticas,hacia zonas de mayor tempe­
ratura: 27°C.

Repetidos experimentos que llevamos a cabo con la en­

zima incluida en membranas fragmentadas de mitocondrias
cardíacas mostraron gráficos de Arrhenius lineales entre 6
y 36°C y las energías de activación que calculamos para
testigos y diabéticos: 9,26 y 8,7 kcal/mol respectivamen­
te son cercanas a las que se encuentra en la bibliografía:
|0,9 kcal/mol en mitocondrias congeladas de corazón de bo­
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vino (Lenaz y col.,l972); IO kcal/mol (Latruffe y Gaudemer
¡974) y l|,2 kcal/mol (Vidal y col.,l978 a) en partículas
submitocondriales de hígado de rata; |4,6 Leal/mol en apo­
enzíma reconstituida con liposomas de dimiristoil Iecitina
(L-di c'4,
el mismoartículo que citamos de Vidal y col. y l5,2 kcal/

|,2,dimiristoiI-s n-glicero 3 fosforilcolina) en

mol en apoenzima de corazón de bovino reconstituída sobre
Iiposomas de lecitina de soja (Menzel y Hammes, l973). La

proximidad de esta serie de datos expresa un comportamiento
similar de la enzima ante cambios de la temperatura de
reacción cuando la proteína enzimática está embebida en
sistemas de ultraestructura diferente. La aparición de un
punto de inflexión en las representaciones de Arrhenius
está asociado, según Vidal y col.(l978 a), con la interac­
ción de la apoproteína con el largo total de las cadenas
de ácidos grasos, comopodría estar ocurriendo en sus mem­

branas sustituidas con dimiristofl-Iecitina, y por el con­
trario es insensible a la transición de fase si interactúa
con la región proximal de las cadenas. Basándonos en el
esquema de Mclntyre y col.(l978), sólo parte de la molécu­
la anfipática de HBDse inserta en los lípidos de membra­
na, mientras la porción hidrofilica se mantiene con los
sitios activos exteriores a la bicapa.por Io que el efecto
del lípido y su separación de fases deberia esperarse que
no afectara significativamente sus actividades; tal lo que
aconteció con la muestras de HBDcardíaca. Más suscepti­
bles deberían ser aquellas enzimas o sistemas transporta­
dores que atraviesan totalmente la membrana(Singer,|974).
Sin embargo los resultados de Lenaz y col. que ya mencio­
namos son oouestos a esta SUposición de Singer, ya que
encontraron 2 energiasde activación para las siguientes en­
zimas de corazón de bovino: ATPasa, “BD, succinato oxidasa,
succinato cit c reductasa y fumarasa, en cambio una sola
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energia para citocromo oxidasa, siendo esta enzima un comv
plejo de gran tamaño y que atraviesa la membrana.

Gazzotti y col. (l975) demostraron que en la reacti­
vación de apoHBDpurificada de corazón de bovino con leci­

tinas de composición variable el largo de la cadena hidro­
carbonada y el grado de insaturación no influyen mayormen­
te en la energía de activación que es una constante cerca­
na a la de la enzima en la membrana, y en una reciente pu­

blicación del mismolaboratorio, lsaacson y col.(l979) ¡n­
Formanque localizaron en la región polar de_|os Fosfoll­
pidos la especificidad estérica y estructural necesaria
para la actividad enzimática.

Cuando la enzima está pegada a la membrana se recono­

ce su sensibilidad al componente lipidico: el intercambio
de dimiristoil-lecitina en la membranaproduce cambios en
velocidad de reacción y energía de activación, según Ví­
dal y co|.(l977 b,l978 c) y la enzima de rata diabética
recupera las características cinéticas de la enzima normal
al aumentar la proporción de insaturación en las lecitinas
de la membrana(¡978 b). Esto podria indicar la existencia
de Factores intrisccos de la membrana con un papel modula­
dor de la enzima que se manifiesta cuando se modifica la

relación de los fosfolfpidos insaturados en la membranape­
ro no cuando cambia esa relación en los liposomas.

En una serie de experimentos intentamos cambiar la ma­
triz hidrofóbica a la cual está unida la enzima cardiaca de

rata sometiendo a vibración sónica juntamente vesículas
submitocondriales y vesículas de Iecitina de yema de huevo
y en algunos ensayos se observó que la velocidad enzimática
de la muestra díabética se acercaba al valor normal. Estos

resultados sumamentepreliminares no Fueron utilizados para
un dato estadístico debido a las imprecisiones de la meto­
dología porque no se controló el tamaño de las vesículas



lOl

que tienden a formar agrupados de gran tamaño o liposomas
multilaminarcs que son fuente de error en Ia medida de la

actividad HPD(Hexter y Goldman,_l973). Las particulas ob­
tenidas por vibración sónica no son homogéneas y sus pro­
piedades altamente dependientes de las condiciones preci­
sas de la preparación. Para evitar la heterogeneidad de
las particulas submitocondriales en las medidas de acti­
vidad deberian Fraccionarse para analizar separadamente
las diferentes poblaciones. Deestos resultados tentati­
vos surge la posibilidad de continuar con el tratamiento
de la enzima separada de sus lípidos naturales, por ejem­
plo con los experimentos cruzados de apoenzima de rata
diabética y lípidos de mitocondrias normales y viceversa,
el analisis de los FosFolipidos de las mitocondrias car­
diacas de ratas con estreptozotocina, etc. La posibili­
dad de la represión de Ia actividad HBDcardiaca basada
en cambios en la ultraestructura de membranapor su com­
posición lipídica es sólo una hipótesis y requiere su ve­
riFicación experimental.

Tomandoen cuenta la porción hidrofilica del compo­
nente proteico de la enzima qUe contiene grupos críticos

para la catálisis, por ejemplo grupos ionizables y cis-I
teic05,se investigó la variación de la actividad enzima­
tica en diabetes con posibles alteraciones de los gru­
pos Funcionales. l“) En el primer caso se determinó la
velocidad inicial de reacción en función del pH en las
muestras de ratas diabétic s y normales._En la titulación
de los grupos Funcionales se evidenció una zona parale­
la entre pH 7,5 y 8,5 (ver Figura Vll)que indica un com­
portamiento ácido base idéntico de las dos enzimas que
debe corresponder a igual grado de disociación de los gru­
pos polares que contribuyen a la conformación activa o que
intervienen en el proceso catalitico. 2°) Se conoce la.e­
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xistencin de por lo motos L grupos cisteicos en cada cade­
na polipeptfdica de HRDde corazón de bovino (Menzel y

Hammes,|973) algunos de ellos involucrados en la activi­
dad catalïtica. Wise y Lehninger señalaron en ¡962 que la
enzima en mitocondrias sonicadas se inactiva en aerobiosis

con la posibilidad de recuperar la actividad incubandola
con glutation, BALo cisteina, en combinación con NADy el
sustrato.

Los métodos utilizados por diferentes grupos de tra­
bajo en la solubilización y Fraccionamiento de esta enzi­
ma, a saber: a)a partir de corazón de bovino, por Sekuzu y
col.(l963) con colato y sulfato de amonio, y b) a partir de
higado de rata, por Gotterer (I967) con Sulfato de amonio
y a elevado pH en presencia de NAD,separaron una apoenzi­

ma dependiente de reactivos de tiol y de lecitina. En otro
caso, c) por digestión de la enzima de corazón de bovino

con fosfolipasa A9 (Fleischer y col. l966) aislaron un pro­
ducto independiente de protectores de sulfhidrilo, pero en

una purificación posterior, d) Bocky Fleischer,(l974) en­
cuentran que el ditioteitrol es requisito para la estabi­
lidad de la enzima.

Nuestras mitocondrias fragmentadas preparadas con co­
razones de ratas diabéticas tienen una actividad enzimáti­
ca menor que las de ratas no diabéticas, independientemen­
te de un efecto sobre los tioles del sitio catalitico; la
cisteïna no revirtíó el déficit. La inclusión de cistelna
50 mHen la mezcla de reacción no estimuló la velocidad

deshidrogenasa tanto de la muestra normal o diabética, y
esto lleva a preguntarnos si en la mitocondrias de miocar­
dio de rata no hay grupos tiol funcionales susceptibles de
oxidarse, o si estos grupos se encuentran menos accesibles
y por su inclusión en Ia membrana la enzima adopta una con­

formación que los protege de la inactivacíón aerobia;
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este comportamiento puede ser la consecuencia de la unión
apoproteïna-fosfolfpido y el papel "protector" podría estar
a cargo de Su misma coenzima, el NAD, que se une según
Wise y Lehninger (l962) directamente a través de un tiol
o "cubriendo" al grupo SHesencial para su actividad.

Latruffe y Gaudemer(¡974) admiten la participación"
directa del grupo SH en la union de la enzima con el NAD,y

reactivos que Formanuniones estables con tioles comoel
ethacrynato, N-etilmaleimida (NEM)o ácido ditionitroben­
zoico (DTNR)se comportan como inhibidores competitivos
del NAD.

La preparación enzimática para la medida de las cons­
tantes cinéticas de la enzimacardíaca estaba constituida
por las membranasmitocondriales rotas ac0mpañadas de los
componentes de matriz que no se Fraccionaron despues del

congelamiento de la fracción separada a 7700 xo y el NADo,

endógenqen su equilibrio ligado-libre,tienc la posibili­
dad de mantener la unión que previene a la enzima de su
inactivación.

Parámetros cinéticos de la HRDcgggjaca de ratas dia­
béticas: Las constantes de disociación del complejo bina­

rio (Enz-NAD)en muestras testigos y diabéticas son del.
mismoorden: I,l9 y I,4| lo cual indica que la estabili­
dad del complejo que forma la coenzima con estas dos pre­

paraciones es comparable. Comoya se comentó precedente­

mente quc los grupos polares o SH del sitio activo tienen
similar efectividad en ambasmuestras, y coincidiendo con
el hecho de que las constantes de disociación del NADno

varía significativamente por efecto de la estreptozotoci­
na, podemos imaginar que los residuos de los aminoácidos
que intervienen en la fijación o activación de los sustra­
tos no han sido afectados por cambios importantes.
Por otra parte demostramos que la enzima de rata diabética
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requiere una concentración dc NAD2,0 veces mayor que la de

rata no diabética para llegar a la mitad de su Vmáx.Esto
es un indicativo claro de que existen diferencias cualita­
tivas de HSDen las crestas, que no descarta la posibilidad
de cambios cuantitativos, y parece afectar la habilidad de
unirse al NADde una manera que hasta el momento no ha si­

do aclarada.

La "afinidad" de la enzima por su sustrato 3-HBpare­
ce que no se modifica en la enzima de rata diabética, y las
constantes de Michaelis mantienen la misma relación que
las velocidades máximasde testigos y diabéticos de modo
tal que se requiere una concentración de 3-HB 35%menor en

los diabéticos para llegar a la mitad de su VV siendo
l l-áx'

esta V“ a su vez 35%menor que la de las ratas testigos.
l. láX

Se pueden mencionar series diferentes con' datos para
el análisis cinético de esta enzima estudiada en tejido
hepático de rata o cardiaco de rata y bovino (el hígado de
bovino no contiene actividad HBDsignificativa).

. corazón i hígado rata
bovino rata
u)“ (b) (a) (b) (d) (e)

VMáx(mM/min/mg)0,532 0,062 0,065 0,370 0,200 0,220

KÉHD(mH) 0,260 0,138 0,093 0,067 0,250 0,080

Ki’HD (mH) 0,842 ¡,20! 0,548 0,802 0,500 0,440

KÉAD (mH) ¡,500 0,237 l,|90 0,l2l 0,500 0,3!0

(a) datos propios, de la tabla Xl,en mitocondrias congeladas.
(b) Tucker y Dawson(l979) en particulas submitocondriales.
(c) Nielsen y col.(l973) " " n
(d) Latruffe y Gaudemer (¡974) " "

(e) Vidal y col.(l977 a) fl u

Los K de la HBDhepática de las mismas ratas utiliza­
M

das en nuestro estudio de la enzima cardíaca, según Vidal
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y col. son los que mas sc acercan a nuestros resultados, y
coinciden en una constante para el NADen la preparación de
ratas diabéticas que supera a la de los testigos.

Por las condiciones diferentes de los ensayos, prepa­
ración de una muestra de enzima activa, tejido, animales y

aún cepas distintas que participaron en cada estudio, no.
es sorprendente la diversificación en los datos citados
ya que cada serie de datos corresponde estrictamente a la
muestra y condiciones utilizadas en las medidas de la ve ­
locidad de reacción. La proteina activa que constituye
nuestra enzima HSDcardiaca difiere de la de otros labo­

ratorios en que a) no se rompieron las mitocondrias con
ultrasonido, b) no se centriFugaron después de la rup­
tura, es decir, conserva los componentesoriginales en la
mitocondria entera y conforma un medio de incubación par­
ticular que da lugar a una velocidad de reacción particu­
lar; y podemos mencionar que Nielsen y col.(l973) demos ­
traron que la concentración de sales modifica la velocidad

enzimática e incide en el valor del Kwde esta enzima dep

modoque es válido el analisis de nuestros resultados com­
parativos entre ratas_tratadas con estrcptozotocina y las
no inyectadas,en ensayos paralelos.

La constante de Michaelis para el betahidroxibutirato
es 0,548 mMy 0,360 mM.normal y diabética, respectivamen­
te,valores que superan en mucho la concentración normal de

3-HB en plasma:0,l7 mHsegún Harano y col.(l972), por lo
tanto la velocidad de reacción crecerá junto con la concen­
tración de sustrato que se eleva en las ratas con diabetes
de acuerdo con la severidad de la cetosis (a 0,48 mMen

diabetes sin cetosis si nos referimos a los mismosautores)
forzando la entrada y degradación intracelular.

Despuésde discutir las caracteristicas de la enzima
en mitocondrias cardiacas y en especial en cl animal diabé­
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tico persiste el interrogante acerca de su papel fisioló­
gico y Su localización en la membrana interna, tan suges­
tiva de una interconección con la cadena de transporte de
electrones. Desde el punto de vista de su utilización los
cuerpos cetónicos presentan una Serie de cualidades: en to­
dos los mamíferos sedentarios se los encuentra en la cire
culación en concentraciones bajas y pueden ser Fácilmente'
tranSportacbs por la sangre y atravesar membranascelula­
res, su consumoprovee una fuente adicional de energía que
reduce la demanda de glucosa, la necesidad de la gluconeo­

génesis y por lo tanto de degradación proteica; comonu­
triente alternativo de la glucosa deberia acentuarse el
consumode betahidroxibutirato en el diabético tanto co­

mosu correspondiente cetoácido pero esa expectativa pa­
rece impedida por el bloqueo parcial de la enzima inter­
conversora.

lncorooración de aminoácidos a mitocondrias de ratas

diabéticas: Nuestras experiencias con ratas tratadas con
estreptozotocina lograron demostrar que existen impedimen­
tos para el desarrollo normal de la sintesis proteica "in
vitro”, las mitocondrias de corazón de rata diabética in­

. lfl . .
corporaron leucnna-C ' a una velocndad 40% menor que las
mitocondrias aisladas de ratas normales. Este efecto de la

estreptozotocina, que no habia sido medido hasta el presen­
te en tejido cardiaco, se verificó a 7 dias de inyectar la
droga y es llamativo que se compensa en parte al transcu­
rrir 4 semanas del inicio de la diabetes.

Datos de otros laboratorios'indicaban que la veloci­
dad de incorporación estaba disminuida en las mitocondrias
aisladas de músculo esquelético,pero no de hígado, y tanto
en ratas tratadas con aloxano (Hockel y Beattie, |975) como
con estreptozotocina ( los mismos v Favelukes y col. |973),

.­cuando pasaron entre 3 y IO días de inyectar el diabetógeno
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e independientemente del estado cetós¡CO del animal.
Favelukes y eol. estimularon la incorporación de leu­

cina a las mitocondrias de músculo esquulético de ratas
dinhóticuu mediante la administración de inuul ind y nouo­
tros conseguimosrevertir totalmente el efecto de la es­
treptozotocina en mitocondrias de miocardio al prolongar
el tratamiento in5ulinico durante 96 horas.

La sintesis proteica "in vitro", con mitocondrias
aisladas e intactas, es dependiente de las proteinas sin­

tetizadas en la fracción microsomal presentes en el momen­
to del aislamiento subcelular y que se ensamblan en una
relación estequiométrica con las proteinas nacientes; si
se somete la rata a un desequilibrio hormonal, en nuestro

caso al variar la insulinemia, el contenido de estas pro­
teinas estará sujeto a las Fluctuaciones propias del sis­
tema citoplasmático de sintesis proteica y puede a su vez
amplificar o deprimir la reSpuesta mitocondrial. Es amplia­
mente conocido que la diabetes de la rata deprime la velo­
cidad de la traducción genética en el higado y el músculo
esquelético ( Pilkis y Korner, |97|; Hool y col., |963;
Pain, |973; Chain y Sender, l973; Manchester y Young, l960)
y que la insulina restablece rápidamente la actividad (Han­
chester y Young, IOCÁ). Se detectaron bloqueos en varios
puntos del mecanismo de sintesis comenzando con la capta­

ción de aminoácidos por la célula que es dependiente de

insulina (Castles y Hool, l964) y en pasos posteriores in­
dependientes de su efecto sobre el transporte de aminoáci­
dos, a nivel de las aminoacil-tARN sintetasa hepática (
Cohen y Grinblat, [972) y de músculo (Pain, l973) o por
disminución de la actividad de los citoribosomas de anima­

les con aloxano (Wool y Cavichi, |967) o pancreatectomía
(Cohen y Grinblat, l97l).

En el músculo cardiaco de animales con deficiencia'de
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insulina, importante diferencia con músculo esquelético,
no se modifica Ia velocidad de la marcación isotópiea ni

el perfil de noliribosomas en gradiente de sacarosa en los
animales con 2 dias de diabetes por aloxano (Rannels y col.
l970) o 7 dias de diabetes con estreptozotocina (los mismos
y Chain y Sender, l973). Esta información indica que en los
animales diabéticos la asociación en polirribosomas y su
actividad esta protegida en corazón pero no en músculo es­
quelético; por otra parte, la presencia de insulina en el
medio de perfusión del corazón de animales no diabéticos
estimuló la velocidad de incorporación de aminoácidos ra­
diactivos a sus proteinas (Chain y Sender, l973; Wool y
Manchester, IOCÉ).

Comola velocidad de la sintesis mitocondrial obedece

a proteínas reguladoras del citoplasma (Ibrahim y col.,
l973) podria adelantarse que en mitocondrias de corazón de
ratas diabéticos se mantuviera ina terada tal comola ve­

locidad de sus correspondientes actividades microsomales y
que aumentara en las ratas normales tratadas con insulina.
La primera suposición no se cumplió, evidenciando que la
relación entre los dos sistemas no es tan directa. Debemos

destacar que se habia observado al sacrificar las ratas des­
pués de 7 días de estreptozotocina que sus corazones eran
más pequeños que los de sus controles; el peso promedio del

órgano y la velocidad de marcación mitocondrial con leuci­
na-lAC en los mismos animales disminuyeron bruscamente Ia

primer semana y se recuperaron parcialmente a los 30 días,
pero la variación de tamaño de los corazones de nuestros
animales contradice la afirmación de Chain y Sender de que'

en sus_ratas no observaron atrofia del corazón.
El estimulo que ejerce la insulina sobre la síntesis

proteica eitoplasmática del miocardio es generalizado, con
elevados niveles en todos los productos de esa síntesis-que
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se detectaron en proteinas sarcoplasmicas por electrofo­
resis cn gel (Kurihara y Wool, ¡963) y de las proteinas de
miofibrillas (Sender y Carlick. l973) dando a entender la
inespeciticidad del efecto insulïnico. Aúncuando en cora­
zón de diabéticos no se demostraron deficiencias significa­
tivas del rendimiento de la sintesis proteica rib050mal, no
podemosdescartar la posibilidad de alguna proteína modula­
dora que actúa en concentraciones minimas cuya variación
cuantitativa no haya sido detectada.

Unestudio d'scriminado de la sintesis proteica mi­
tocondrial en diabetes, que proceda al fraccionamiento de
sus componentes intramitocondriales, la separación de los
mitorribosomas (Kalf y Faust, l969) y componentes solubles

(Greco .y col.,1973) para seguir por etapas e|,proceso pue­
de acercarnos al conocimiento del daño producido por la es­

treptozotocina y que da lugar al importante descenso de la
velocidad de incorporación que quedó demostrado.

Las medidasparalelas de la actividad respiratoria y
Fostorilante de estas mitocondrias mostraban alta eficien­
cia del mecanismo conservador de energia, descartando el
suministro de energia.como limitante de la sintesis protei­
ca. Por otra parte, las mitoCOndriascardiacas utilizan.una
proporción intima de la energia generada en el metabolismo
oxidativo con destino a la sintesis proteica, y la depresión
pasajera de la respiración al segundo dia de diabetes no
puede considerarse reSponsable de la menor velocidad de in­
corporación a los 7 dias de aplicar la droga.

En ratas con déficit de hormonashipofisiarias pudimos
detectar también una tendencia a disminuir la velocidad de.

incorporación de leucina radiactiva. Se reconocen alteracio­
nes muymarcadas en el balance endócrino del animal hipoti­

soprivo con cambios primarios y secundarios en el metabo­
liSmo de hidratos de carbono roteïnas las mitocondriasY P r
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son sensibles a |a.regu|ación hipofisiaria. Favelukes y
col. (|97S) constataron que en las mitocondrias de múscu­

. . . . _-/lo esquelético la incorporaCIón de leucina es 37n menor
que en las de animales control con operación Fingida, po­
sible de reversión por aplicación de hormonas de crecimien­
to y tiroxina. Desde los trabajos de Tata y col. en l963 y
|J66, o de Primack y col. (|97|) el estimulo observado
frente al tratammiento con hormonatiroidea sobre las mi­
tocondrias: consumode oxigeno y síntesis proteica simul­
táneamente, se presentan dos hipótesis que consideran a
uno y otro causa y efecto, es decir que el estímulo hormo­

nal sobre la sintesis de los complejos reSpiratoríos produ­
ce aumento de la velocidad de las oxidaciones o en senti­

do inverso, la estimulación de la respiración está segui­
da de un aumento de |a sintesis favorecida por el mayor
nivel de ATPque se produce. En los experimentos con |as

ratas diabóticas de 7 días, ambos Fenómenosparecen desco­
nectados en razón de que las mitocondrias cardíacas que in­
corporaban aminoácido radiactivo a menor velocidad que sus
testigos, reSpiraban y fosforilaban con la eficiencia nor­
ma|.

Frente a la evidencia de la reducción de la incorpora­
ción de leucina surge la cuestión de identificar aquellas
proteinas afectadas en su sintesis por la hiper o hipoin­
sulinemia. Móckely Beattie (|975) analizaron electrofore­
ticamente los productos de la incorporación "in vitro”, los
cuales tienen correspondencia con las fracciones marcadas
por la incorporación de aminoácidos radiactivos "in vivo”
(lbrahim y co|.,|973; Coote y Work, |97|) pero no se pre­
sentaron diferencias den la distribución de radiactividad
en las S bandas que se separan de muestras diabéticas y
normales. Dentro de un número restringido de productos mi­
tocondriales, en lo que inicialmente se llamó "proteínas
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estructurales" por su profunda asociación con la estructu­
ra de membrana, se identificaron varios componentes de esa
Fracción compuesta por lipoproteinas que corresponden a
las subunidades de mayor tamaño y con mayor contenido lipi­

dico.de los complejos enzimáticos de membrana, cuyo défi­
cit origina membranasfuncionalmente deficientes del tipo
de las mutantes "petit" de levaduras, por omisión de trans­
portadores-de la cadena reSpiratoria (Linnane y Haslam,
¡970). Se identificaron péptidos integrantes de la ATPasa,

citocromo oxidasa, citocromo Q y una proteina ribosomal,
pero debemosaclarar que en los trabajos citados por Tza­
goloFF y col. (l979) en una reciente revisión, se hace re­
ferencia a levaduras, Neurospora crassa, o X.Iaevis, pero
es limitada la información actual sobre productos sinteti­
zados en tejidos de animales superiores o plantas, y no se
excluye la posibilidad de algunas Fracciones analizadas que
contengan proteínas no cataliticas de más dificil caracte­
rización y de función no demostrada.

Una porción importante, 20 a 25ñ de los péptidos que

se sintetizan se integran al complejo de la citocromo g

oxidasa o citocromo 293, y para determinar la cantidad y
actividad de este integrante de la cadena de transporte.de
electrones se midió la actividad enzimática y el conteni­
do de citocromos por su componenteprostético.EI citocro­

mo 993 se toma habitualmente como uno de los índices del
Funcionamiento de la sintesis proteica mitocondrial, y en
las mitocondrias cardiacas de ratas con estreptozotocina
domostramos que no hay cambios cuantitativos ni funciona­

les por este tratamiento.
La actividad enzimática se midió en ratas a una y 4

semanas de la dosis y los resultados son consistentes con
la observación simultanea de los niveles espectrales a 605
nmen las Fracciones mitocondriales de corazón de ratas'
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¿n las curvas de espectros diferenciales de absorción
entre 500 y 030 nm se ubicaron los picos de mínima y maxi­

ma a las longitudes de onda que correSponden a los cito­

mos gg“, b, c y c, y con alturas semejantes en muestraso _ _ _I

diabéticas y normales. Lerner y col.(l972) estudiaron es­
tos espectros en mitocondrias hepáticas y cardiacas de ra­
tas tratadas con aloxano; en las hepáticas encontraron el

pico de ¿OS nm del citocromo 393 de intenS¡dad meno" que
en la preparación testigo, mientras que en mitocondrias
cardiacas todos los picos son coincidentes. Boveris y col.
(¡969) demostraron que no hay diferencia en el nivel de

los citocromos (gifs) de mitocondrias hepáticas de ratas
pancreatectomizadas.

Basándonosen que los tranSportadores de electrones,
productos típicos de Ia sintesis ¡ntramitocondrial, se en­
contraron en una relación correcta y funcionalmente acti­
vos consideramos que la disminución en la incorporación
de leucina a las mitocondrias aisladas de ratas con 7 días

de diabetes no debe extrapolarse a la mitocondria en la
célula entera o en el tejido de esos animales. Se descono­

ce la naturaleza del o de los péptidos cuya síntesis decrece
comoconsecuencia de la estreptozotocina; el complejo del

citocromo 333 aparece cualitativa y cuantitativamente inal­
terado en corazón de rata asi c0mo la Función respiratoria
y SU control por la concentración de ADP.

La falla descripta para la “RDcardíaca en la membrana
interna de mitocondrias de ratas tratadas no se presentó
sincrónica con la de la sintesis proteica, sino después de
varias semanas; en ambos se destacó el efecto reparador de
inSulina que no es inmediato, y por tanto no puede conside­
rarsc comouna acción directa de insulina sobre estos pro­
cesos metabólicos mitocondriales y hace pensar en una mani­
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{estación secundaria de previas alteraciones celulares.
El análisis de los efectos de la estreptozotocina so­

bre las mitocondrias cardíacas de rata provee una visión
sobre determinadas funciones de estos organoides extendien­
do la información disponible hasta el momentosobre las mi­

tocondrias hepáticas al tejido cardíaco. El panorama emer­
jente de este trabajo señala la estabilidad de las funcio­
nes vitales para el metabolismo aerobio en el caso diabé­
tico, la existencia de cambios sensibles en la enzima HBD

que puede llevar a una mejor comprensión del defecto en la
utilización del 3-HB, y la dificultad de realizar la sfn­
tesis de proteinas a la velocidad normal.
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CONCLUSIONES

El tratamiento de ratas con estreptozotocina no pro­
duce efectos significativos sobre la velocidad resoi­
natoria de sus mitocondrias cardiacas provistas de
sustrato y ÁDPen exceso, y un leve descenso de la

velocidad reSpiratoria en el estado 4 al oxidar mala­

to en presencia de glutamato y malonato. La eficien­
cia de la fosforilación oxidativo medida como indice
ADF:Oes estable cuando se oxidan diversos sustratos.

No se observan cambios de tamaño y forma de estas mi­

tocondrias y sus crestas por acción del diabetógeno.
El malato, en presencia de glutamato y malonato, y el

cetoglutarato se evidenciaron comosustratos ópti­
mosoara la respiración de mitocondrias cardíacas de
rata, que inducen alta velocidad de consumo de oxíge­
no estimulada por adición de AD”.

El eTecto de estreptozotoeina sobre la velocidad de
la reacción catalizada por HBDcardiaca es la dismi­
nución del SOÉde su actividad especifica en mitocon­
drias Congeladas y en particulas submitocondriales,
que alcanza su mayor expresión a los 30 días de inyec­
tar la droga.
La depresión de la actividad deshidrogenasa no se re­
fleja en la velocidad de consumo de.oxïgeno de las mi­
tocondrias de ratas diabéticos con S-HB, que se reali­
za a la misma velocidad que las normales.

Dosis diarias de insulina permiten la recuperación
parcial de la actividad HBDcon IS días de tratamien­

to..lguales dosis de hormonano modifican la activi­
dad Hïl en ratas no diabéticas.
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El defecto de'la enzima HDDcardíaca en membrana mito­

condrial es independiente de cambios de pH o de la
presencia de cistcfna en el medio de reacción.
La energia de activación de la enzima en las ratas con

estreptozotocina es de valor igual al de ratas no tra­
tadas.
El estudio de los parámetros cinéticos de la reacción
revela una importante modificación de la constante de
H
l‘l 'chaelis para la coenzima,que es 2,6 veces mayor en

la muestra de rata diabética. El KWrespecto al 3-“8N

y la constante de disociación del complejo Enz-NAD
preSentaron cambios de menor magnitud.

Las Flavoproteinas de las crestas mitocondriales de
corazón de ratas: NADHdeshidrogenasa y succinato

deshidrogenasa mantienen su capacidad catalftica nor­

mal en las ratas inyectadas con estreptozotocina, de­
terminado en el primer caso por la velocidad máxima y

el K respecto a ferricianuro, y en el segundo caso
H

por la velocidad de reacción succinato-MSF reductasa,
con resultados equivalentes en ratas con diabetes de
7 y 30 dias y en ratas normales.

Los espectros diferenciales de absorción en la zona
500-630 nm de las mitocondrias de miocardio de ratas

a 7 y 30 dias de una inyección de estreptozotocina son
indístinguibles de los correSpondientes controles.
Coinciden la posición de los picos y sus niveles, a
las longitudes de onda reconocidos para citocromos mi­
tocondriales. La relación aproximada de citocrOmos en

las mitocondrias cardiacas son gngbzgl:g = 4:3:l:2o
ó 4:2:l:2 según los coeficientes de extinción elegi­
dos.

La actividad citocromo g oxidasa de miocardio es idén­
tica en ratas con 7 y 30 dias de diabetes y en ratas
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no

normales.

La incorporación "in vitro” de |eucina-i4C a proteí­
nas mitocondriales se realiza a menor velocidad en
mitocondrias aisladas de ratas diabéticas que en las
de ratas testigos. La diferencia es del 40%en ratas
con diabetes de 7 días de duración, pero de menor
magnitud y sin significancia estadistica en las de 30
dias. Paralelamente a la Fluetuación del rendimiento

de la sintesis proteica mitocondrial se produce dis­
minución del peso del corazón de la rata, mas eviden­
te a 7 días de estreptozotocina, respecto a ratas no
inyectadas.
El sistema de síntesis de proteínas sensible a clo­
ranFenicol es dependiente del suministro de energía
para la formación de uniones peptídicas, y se realiza
en la mitocondria de miocardio utilizando el mecanis­

mo conservador de la energia du oxidación del malato
con mas eficiencia que mediante la adición de ATPcon

o sin sistema regenerador. La inhibición de la incor­
poración de leucina-qu por efecto de estreptozotoci­
na se presenta en mitocondrias cuya respiración y fos­
forilación se desarrolla a la mismavelocidad que_en
los controles.
La insulina "in vivo” es capa: de revertir totalmente
el efecto de la estreptozotocina estimulando la velo­
cidad de la incorporación de aminoácidos proporcional­
mente al número de dosis aplicadas..Las mitocondrias
de ratas no diabéticas con tratamiento hormonal aumen­

taron igualmente la radiactividad incorporada.
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RESUMEN

Se estudiaron las consecuencias de la inducción de la

diabetes a la rata con dosis de estreptozotocina de 65 mg/Kg
Sobre determinadas actividades metabólicas de las mitocon­
drias cardiacas.

Estas ratas presentaron glucemia elevada, superior a
300 mgfl si se sacrificaron después de 7 días, y más de 400

mg%después de 30 días de la inyección del diabetógeno.

Partiendo de metodologías aplicadas a otros tejidos o
animales se experimentaron varios métodos para aislar con
alto rendimiento mitocondrias intactas de miocardio para
que, incubadas en un medio adeCuado, llevaran a cabo la o­

xidación de un sustrato con control de la respiración aco­
plado a la fosforilación oxidativa. Las fracciones mitocon­
driales obtenidas al tratar el músculocardiaco con protei­
nasa nagarse eran representativas de ese tejido, con Formas
y tamaño que no evidenciaron por su observación ultramicros­
cópica el efecto de la estreptozotocina.

Metabolitos del ciclo de los acidos tricarboxflícos:
malato (en presencia de glutamato y malonato),otcetogluta­
rato, succinato (en presencia de glutamato) eran los sus ­
tratos que inducïan alta velocidad de consumo de oxigeno y
sensibilidad a estimulación de esa velocidad con ADPo de­

sacoplantes, mayor que en caso de los sustratos piruvato y
betahidroxibutirato.

Se describieron experimentos que reflejan la estabili­
dad de la función respiratoria en las ratas que recibieron.
estreptozotocina y su relación temporal, midiendo la veloci­
dad de utilización del oxigeno, el índice de control respi­
ratorio y la relación ADP:0. La velocidad de consumo de oxí­

geno en el estado 4 durante la oxidación de malato (+gluta­
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moto y malonato) aparece levemente disminuida en mitocondrias
cardiacas d> ratas con 30 días de diabetes, sin aambios en la

velocidad en el estado respiratorio 3 ó en la relación P:0,
en medidas polarográficas a tiempos cortos de 2, 4 y 7 días
de diabetes, y a los 30 dias de inducir la enfermedad.

La velocidad de consumo de oxigeno con el sustrato 3-HB

no era sensible a estreptozotocina comopodría esperarse da­
do que paralelamente se demostró que la actividad específica
HDDen la membrana era 50%menor que en ratas no tratadas.

La velocidad de la reacción catalizada por la HBDcardiaca
se siguió espectrofotométricamente a 340 nmpor la reducción
de su coenzíma NAD.El déficit enzimático se presentó en mi­
tocondrias cardiacas con distintos tratamientos de permeabi­
lización a! NAD-NADHy en partículas submitocondriales y se
comparó con el de la enzima hepática, ya reconocido por otros
laboratorios. Se intentó la reversión con insulina "in vivo”
llegando a recuperar el 805 de la actividad normal para lo
cual requirió un tratamiento de l5 dias. Se estudió el efec­
to de cambios de pH, temperatura y presencia de protectores
de tiol sobre la velocidad de reacción para determinar cam­
bios cualitativos de la enzima cardiaca de ratas con estrep­
tozotocina, estableciéndose que los grupos ionizables invo­
lucrados en la actividad HBDtienen igual grado de ioniza­

ción en el caso diabético y normal, y grupos que intervienen
en la catalisis no son sensibles a la presencia de cistefna;
se mantuvo la diferencia de actividad en los rangos ensaya­
dos de pH 6 a 9,5 y de temperaturas 6 a 36°C; la energia de
activación aparente que se calculó no diferia en ambas mues­
tras de mitocondrias. El estudio de las propiedades cinétie

cas reveló que el KHreSpecto al NADexperimenta un salto en
el caso diabético y es 2,6 veces mayor que en los testigos,
hay menores diferencias en el K, respecto al 3-HB y en la
constante de disociación (EnszAD) y estos son índices Cate­
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góricos de cierta modificación en la enzima cadíaca de ratas
diabétiuus. No alcanzaron a \l(:l.lI|ll’tiU l'nl las un el componen­

te de membranasalvo indicios en experimentos aislados que

justifican un estudio más exhaustivo.
Se demostró que la estreptozotocina, a los 7 o 30 dias

de inyectada, no tiene acción sobre la actividad de las si­
guientes enzimas de membranainterna; a) succinato deshidro­
genasa, b).HADHdeshidrogenasa, c) citocromo oxidasa.
a) Se midió la actividad en mitocondrias Fragmentadas consi­
derándola proporcional a la velocidad succinato-MSF reducta­
sa; resultaron iguales actividades específicas en mitocondrias
de diabéticos y testigos. b) para la medida de NADHdeshidro­

genasa se utilizó Fe(CN)6K1como aceptor externo de electro­
nes; la VHáxy el KMrespecto al Ferricianuro son iguales en
ambas muestras. c) la actividad citocromo oxidasa Fue medida
siguiendo espectrofotométricamcnte la oxidación aerobia de cí­
tocromo g reducido exógeno y se obtuvieron valores iguales de
actividad especifica en diabéticos y testigos.

En el caso de esta última enzima, citocromo c oxidasa,
Fué estudiada en su aSpecto Funcional y también cuantitativo,
a través del espectro de absorción diferencial de su grupo
prostático en estado oxidado y reducido. Se registraron.los
eSpectros diferenciales en la zona de 500 a 630 nm de Frac-'

ciones mitocondriales de corazón de rata a 7 y 30 días de la
estreptozotocina y de rata sin inyectar; las curvas eran si­
milares en todos estos casos, coincidieron la ubicación y al­
tura de los picos de la bandatx de contribución simultánea

de los citocromos aga, b, co--l
Se puso a punto el método para la incorporación "in vi­

y g.

tro" de leucina marcada a mitocondrias de músculo cardíaco,
medida por la radiactividad en proteinas precipitadas en
TCASÉ y resistente al calentamiento a 85°C, adaptando téc­
nicas semejantes para mitocondrias enteras de hígado y de
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músculo esquelético] Se incubaron mitocondrias cardíacas de

reciente aislamiento con un medio isotónico que aportaba la
. . . + ++ . .mezcla de aminoáCIdos, ¡ones K , Mg y fosfato, y se Fija­

ron las condiciones óptimas para la síntesis proteica en és­
tas mitocondrias, cuya velocidad se comparó luego con la de
ratas diabéticas. La radiactividad medidaen las proteinas
extraídas con TCAcorrespondió exclusivamente al sistema mi­
tocondria! de Formación de uniones peptïdicas, como se demos­
tró por la cinética de incorporación y la sensibilidad dife­
renciada a los inhibidores cicloheximida y cloranfenicol. Se
demostró la dependencia del proceso biosintético con el meca­
nismo mitocondrial de conservación de energia; el malato (en
unión con glutamato) fué el sustrato, entre todos los ensaya­
dos, que indujo la mayor velocidad de incorporación.

En ratas con 7 dias de diabetes se observó que decae la

radiactividad incorporada, y recupera parcialmente en las ra­
tas con 30 dias de diabetes, momentoen que la diferencia con
los controles no alcanza significiancia estadística; se des­
tacó una relación entre velocidad de la incorporación mito­
condrial de aminoácidos y el peso de los corazones de ratas
testigos y con 7 y 30 días de diabetes.

Se concluyó que la aplicación de estreptozotocina a.Ia
rata dió lugar a un cambio en la mitocondria cardíaca que no'
afecta la actividad vital de respiración y fosforilación, e
involucra a una enzima de la membrana que interviene en el me­

tabolismo de los cuerpos cetónicos, la HBD,y al proceso bio­
sintético de proteinas mitocondriales, cuyos productos no fue­
ron identificados.


