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AZREVIATURAS

NAD y NADH: Nicotinamida adenina dinucleétido en

oxidado v reducido.
ATPM: Adenosina trifosfato.
ADP: Adenosina difoslato.
AMP: Adenosina monofosfato.

EOTA: Ltilendiamino-tetracetato disédico.

estados

7
LCTA: Ctilenglicol,bis(aminoetileter-i N tetracético)

Tris: Tri(hidroximetil)aminometano.

DEP. 2-d-dinitroleno!.

FCCP: Trifluoromectoxicarbonilcianuro,fenilkidrazona.

DCF1: 2-06-diclorofenol indofenol,

.

‘SF: MetosulfTato de fTenazina.
TCA: Acido tricloroacético.

CA: Oxalacetato.

5-HB: 3-hidroxibutirato de sodio.
H3D: 3-D (-) hidroxibutirato deshidrogenasa.
nAC: nanodtomos de oxfgeno.

FiiNH: Flavina mononucleétido, estado reducido.
FAD: Flavina adenina dinucleétido.

PPO: 2,5-difeniloxazol.

POPOP: 1,4 bis-2-(5-feniloxazol il )benceno.
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|
CAPITULO |
I NTRODUCCI!I ON
Los mitocondrias, orcanoides presentes en todos

los organismos acrobios, tienen un papel critico puara
el aprovechamiento de la energfia en las reacciones de

Sxido-reduccién.

Ln una situacién patoléyica como la diabetes se
producen cambios en wmaGltiples aspcectos del metabol is-
mo celular y algunos de estos cambios involucran a

las actividades mitocondriales.

Se mencionardn a continuacién los conocimientos
disponibles que describen las consecuencias de la hi-
per o hipoinsulinemia sobre la estructura y el meta-
bol ismo mitocondrial ¢n diversos tejidos, principal-
mente sobre aquellos temas que serdn objeto de! pre-

sente estudio.
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CAPITULO 11
a) Alteraciones metabél icas en la diabetes
La diabetes mell itus se caracteriza, de acuerdo con la

interpretacién clésica, por la alteraciédn del metabol ismo
de los hidratos de carbono, que determina el sfntoma prima-
rio de la hiperglucemia. Con el aportec de innumerables in-
vestigaciones centradas cen el tema, se revelaron modifica-
ciones del metabolismo lipfdico y proteico (Krahl, 1974).
Estos disturbios fueron atribufdos primeramente a la insu-
ficiencia de insulina frente a los requerimientos del orga-
nismo, pero mds adelante se hizoc cecvidente que no es la Gni-
ca hormona responsable de la enfermedad. Glucagon, somato-
trofina, glucocorticoides y cén efectos mds leves la hor-
mona tiroidea inducen el estado diabético en el hombre f

en ciertos animales; !la somatostatina hipotaldmica, factor
inhibidor de la |Iiberacién de hormona de crecimiento y ti-
rotrofina, por otra parte,deprime la liberacién pancreédti-
ca simultdneamente de insulina y glucagon, constituyendo

un eclemento intcresante para !a terapia de |la diabetes del
adulto (Maugh, 1975).

Se suponc que los efectos de la insulina no requieren
la presencia intracelular de ésta, como es el caso de las
hormonas csteroides, sino que actda sobre reccptores de
membrana con cierto grado de especificidad y afinidad, que
inician las interacciones biolégicas. E! mecanismo molecu-
lar de la accién insulinica no estd suficientemente aclara-
do, se acepta que la hormona actGa sobre |a membrana plas-
matica e incrementa la entrada de glucosa, ciertos aminod-
cidos y iones, y contribuye a su conocido efecto anabél ico.

Esta primera accién sobre el transporte no inveclucra

cambios en la funcién cenzimdtica. Ln un scgundo paso la
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hormona estimula la actividad de enzimas |igadas a la mem-
brana para la liberacién de un segundo mensajero y éste
transmite la seilal que influye cn otros procesos enzimdti-~
cos.Se ha seifalado al GMP cfclico o el ion K+como posibles
mensajeros intracelulares (Hers, 1976).

Podemos cnumcrar algunos de los mads importantes cambios
que ocurren en la diabetes mellitus sobre el metabol ismo de:
|) Glacidos: La elevacién de la glucemia se presenta en la
diabetes como consccucncia de un doble mecanismo:a) disminu-
cién de !a entrada de glucosa a los tejidos insul ino~depen-
dientes, principalmente los tejidos adiposo y muscular. Es-
ta disminucién implica menor utilizacién celular de la glu-
cosa en las vias oxidativas, y disminucién de la sfintesis de
glucégeno;b) mayor liberacién hepdtica de glucosa a la circu-
lacién por induccién hormonal de la enzima glucosa-6fosfata-
sa. El higado acelera la glucégenolisis y estimula la gluco-
neogénesis utilizando |la cadena carbonada de los aminodcidos
| iberados por proteolisis.

2) Lipidos: EI nivel de los &cidos grasos circulantes en el
plasma del diabético supera al de individuos normales, y este
hecho se asocia a la disminucién de la actividad antilipol f-
tica de la insulina. La !iberacién de &cidos grasos por el
tejido adiposo depende del balance entre las vias antagéni-
cas de |ipolisis y reesterificacién. En la movilizacién de
los triglicéridos interviene la enzima |ipasa adipolftica
sensible a la accién de numerosas hormonas que la activan,
como glucagon y glucocorticoides que suelen encontrarse anor-
malmente elevados en la diabetes. La reesterificacién de los
4cidos grasos del adipocito, dependiente del metabol ismo de
la glucosa, estd restringida en un organismo con déficit de
insulina. En el higado., los &cidos grasos de cadena larga
tienen un papel especial en la regulacién de su propia sfn-

tesis : cuando su concentracién se eleva se inhibe la sfnte-
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sis y simultdncamente se estimula la vfa oxidativa que lle~-
va a la formacién de cantidades importantes de acetil-CoA.

3) Cuerpos ceténicos: En circunstancias normales, el acetil-

CoA tienc varios caminos alternativos, de acuerdo al estado
energéticode la célula: cuando éste es bajo tiende a oxidar-
se en el ciclo del &cido cltrico, y en el caso opuesto, a la
formacién de 4dcidos grasos para su rcscervorio como triglicé-
ridos; en una proporcién menor constituye cl sustrato para
la sfntesis de colesterol y cuerpos ceténicos. En el orga-
nismo diabético disminuye el acceso de acetil-CoA al ciclo
del 4cido cftrico, baja la actividad de la citrato sintasa
debido al alto tenor de &cidos grasos y en consccuencia se
exalta la sintesis de acetoacetato y betahidroxibutirato,
que sobrepasan la capacidad de los tejidos extrahepdticos
para catabol izarlos.

4) Proteinas: Hay un caracterfstico balance nitrogenado ne-
gativo en cl diabético, como consccuencia de la disminucién
de la sintesis proteica y un elevado catabol ismo. Debe des-
tacarse la ausencia o disminucién de ciertas enzimas “cla-

”n

ves” que involucra la modulacién genética que ejerce la in-
sul ina. La estimulacién de la sintesis protecica por insuli-
na se produce indepcendientemente de su efecto sobre la cap-
tacidén celular de aminodcidos, y controla pasos de la acti-
vacién de los aminodcidos, !a traduccién y transcripcién

del material nuclecar.

Parte de los desérdencs cnunciados se localizan den-
tro de las mitocondrias, donde convergen las vfas del ca-
tabolismo final y el inicio de vias anabélicas quc utili-

zan la energfa liberada por las anteriores.



b) Alteracioncs mitocondriales

1) Ultracstructura: Por medio de !a microscopfa eclcc-

trénica se cvidenciaron alteracioncs morflolégicas y de ul-

traestructura asociados a cambios funcionales que se produ-

cen en las mitocondrias diabéticas. llarano y col. (1969) vy
Harano y col. (1972) observaron que cen el tejido hapdtico

de ratas diabéticas aumenté el namero y tamafio de sus mito-
condrias. Lo ultramicroscopfa de las mitocondrias aisladas
rcvelé formas alargadas que se caracterizan por tener ma-
yor fragilidad (ver también llall y col.,1960; Matsubara y
Tochino, 1969); estas modificaciones fueron revertidas por

el tratamiento insulfnico de los animales.

2) Composicién: Las membranas mitocondriales estén for-

madas por bicapas lipfdicas compucstas principalmente por
fesfatidilcol ina, Fosfatidiletanolamina,.Fosfatidilinositol
y cardiolipina con protelnas activas en fntima asociacién
con los | fpidos como requisito para su estado funcional. Las
membranas interna y externa difieren quimicamente tanto en
sus protefnas como lfpidos, y ambos componentes estén suje-
tos a la regulacién hormonal.

Todas las alteraciones en la mitocondria de animales
diabéticos estdn estrechamente relacionados con la variacién
estructural de la membrana. Boveris y col. (1969) asociaron
la depresién en la velocidad respiratoria de mitocondrias
de ratas pancreatectomizadas con un aumento de la ubiquino-
na, en tanto el contenido del citocromo c no se modifico.
Lerner y col. (1972) determinaron el contenido de los pig-
mentos respiratorios: el espectro diferencial de las mito-
condrias de hfigado de ratas con tratamiento aloxdnico mos-
traba el pico de 605 nm correspondiente a los citocromo a

y §3 mads deprimido que el de los animales testigos; esta
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disminucién era mds pronunciada en ratas con cetosis pero
susceptible de correccién con tratamiento insulfnico; en
las mitocondrias cardlacas eran idénticos los espectros de
diabéticos y normales. Ellos suponen que estas alteraciones
reflejan cambios cstructurales de |a membrana, producto del

metabol ismo anormal de sus componentes fosfolipidicos, en

particular los 4cidos grasos;en las ratas diabéticas encentra-

ron disminufdo el porcentaje de 4cido araquidénico y &8ci-
dos poliinsaturados totales mientras aumenta el de &cido
palmftico. Estudics similares de Vidal y col. (1977a) veri-
ficaron el déficit de 4cido araquidénico en la mitocondria
hepdtica de ratas inyectadas con estreptozotocina acompa-

nado en este caso del aumento de dcido linoleico.

3) Funcién respiratoria: Muchos investigadores atribu-

yeron a la insul ina alguna accién sobre la generacién de
uniones fosfato de alta energfa. Comenzaron estudiando el
recambio de fosfato inorgdnico marcado o de reacciones de-
pendientes de ATP en distintos tejidos de animales diabéti-
cos para pasar luego a sistemas mas simples, por ejemplo
mitocondrias aisladas, para anular las interacciones con
otras preacciones celulares que consumen ATP. Para sefial ar
las particularidades del efecto de la diabetes en distin-
tos tejidos se detallan separadamente los estudios referi-
dos a las mitocondrias hepdticas y de mdsculo.

El hifgado es el tejido mds afectado dado su papel en
la regulacién del metabol ismo, y sc¢ encontraron deficien=~
cias en el consumo de oxfgeno y en la actividad fosforilan-
te medida como relacién ADP/O en las mitocondrias de gatos
pancreatectomizados (Hall y col.,!1960; Vester y Stadie,
1957) y de ratas tratadas con aloxano (Harano y col. 1969;
Harano y col. 1972; Hall y col. 19060; Matsubara y Tochino
1969; Lerner y col. 1972): la respiracién mitocondrial se

encontraba en estos casos desacoplada de la fosforilacién
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oxidativa. La insulina restablecié los valores normales,
tanto en experiencias “ in vivo “ (Hall y col. 1960;Matsu-
bara y Tochino 1969; Lerner y col. 1972; Vester y Stadie
1957) o "in vitro” (Hall y col. 1960)

Schifer y Ndgel (1968) inyectaron insulina a animales
no diabéticos, en cuyo caso comprobaron el efeccto contra-
rio al cstado diabético, con incremento del consumo de oxl-
geno y control respiratorio, sin que sc¢ hubicra alterado |a
relacién ADP/O.

El incremento del nivel de dcidos grasos de cadena
larga en el plasma ¢ higado de rata diabética induce la
aceleracién de la respiracién de las mitocondrias hepdti-
cas; llarano y col. (1969 y 1972) indicaron que fué de 90%
el aumento del consumo de oxfgeno cuando las mitocondrias
se incubaron con palmitato,cdmo resultado de la accién de-
sacoplante de los 4cidos grasos (Matsubara y Tochino,19069;
Lerner y col. 1972); el efecto es revertido por la pre-
sencia de albdmina en las incubaciones.

Resultados opuestos a los que se acaban de describir
fueron publicados por Parks y col. (1955),en experiencias
con ratas que se sacrificaron después de un mes de inyec-
tar aloxano, indicaron que las mitocondrias hepdticas te-
nfan consumos de oxfgeno y relacién ADP/0 normales duran-
te la oxidacién de una serie de sustratos. Tomando en con-
sideracién estos Gltimes datos se planteaba la duda si el
estado de los animales y los efectos sccundarios a la in=
duccién de la diabetes da lugar a las deficiencias respi-
ratorias detectadas en algunos l|aboratorios. Boveris y col.
(1969) utilizaron ratas pancreatectomizadas para evitar los
efectos colaterales de los diabetégenos y comprobaron que
las mitocondrias hepdticas consumfan oxigeno a velocidad
25% menor que los controles durante la oxidacién de diver-

sos sustratos, y ¢l déficit respiratorio era mds notable
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con 3-hidroxibutirato 4! legando al 50%; la amplitud del efec-
to observado era paralelo al desarrollo de la diabetes.

En las mitocondrias de mGsculo esquelético incubadas
con varios metabolitos del ciclo del &cido cftrico no se
llegé a detectar variacién significativa del consumo de oxl~-
geno «control respiratorio e Indice P:0 entre ratas diabéti-
cas y testigos (Dow, 1967; Favelukes y col. 1973). La acti-
vidad ATP4dsica de ecsas mitocondrias tampoco parcce afectada.

Los ensayos con homogenatos de tejido cardfaco demos-
traron que prcparaciones obtcnidas de ratas inyectadas con
aloxano tenfan menor vclocidad fosforilante que sus corrcs-

pondientes testigos (Haugaard y Haugaard, 1964),

4) Actividades enzimidticas: Dentro de la descripcién

global de modificaciones <el metabol ismo en el diabético,

se mencionaron algunas producidas por defectos dec enzimas
de localizacién mitocondrial, y a continuacién se analiza-
rdn aquellas alteraciones relacionadas con la velocidad del
ciclo del &cido cltrico, respiracién y fosforilacién mito-
condrial y sintesis de cuerpos ceténicos.

Schédfer y Ndgel (1968) midieron la actividad de enzi-
mas hepdticas de ratas inyectadas con insul ina, notando el
aumento de actividad alfaglicerofosfato deshidrogenasa, HOGD,
succinato deshidrococnasa, malato deshidrogenasa, glutamato
deshidrogenasa, isocitrato deshidrogcnasa (dependiente de
NAD y de NADP) y aspartato transaminasa paralelamente con
el aumento de la capacidad respiratoria de las mitocondrias
intactas que ya hablamos descripto.

En ratas con diabetes experimental se observé el efec-
to inverso: enzimas que participan del ciclo tricarboxflico
como malato deshidrogenasa (Apmstrong y lanuzzo, 1970) y
succinato deshidrogenasa (Karl y col., 1976) disminuyen su

capacidad catalftica. Sin embargo Harano y col. (1972) no
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detectaron difcrencia enla velocidad de las reacciones cata-
| izadas por citrato sintasa, aconitasa, isocitrato deshidro-
genasa (dependiente de NAD y NADP), alfacetoglutarato deshi-
drogenasa, succinato deshidrogenasa, fumarasa y malato deshi-
drogenasa, entre ratas con aloxano y sus testigos.

La disminucién de la actividad citocromo oxidasa fué
comprobada por Lerner y col. (1972) ¢n la fraccién mitocon-
drial de hfgado de ratas con aloxano, a 3 y 5 dlfas de la do-
sis diabetégena. La actividad HBD hepédtica fué determinada
en perros pancreatectomizados por Roldan y col. (1971), co-
mo continuacién de sus propias observacicnes de la depresfén
de la respiracién mitocondrial con ese sustrato, y comproba-
ron que la actividad enzimdtica bajé a la mitad de su valor
normal al mismo ticmpo que el nivel plasmdtico de cuerpos

“in vivo” tuvo efecto

ceténicos se triplicaba; la insulina
reparador tanto sobre la actividad de la deshidrogenasa co-
mo sobre la cetosis. Vidal y col. (1977a) midieron la acti-
vidad de la misma enzima con vesfculas submitocondriales de
hfgado de ratas inyectadas con estreptozotocina, en las que
encontraron una importante disminucién. La apoenzima extrafl-
da de mitocondrias diabéticas y unida a una mezcla de fosfo-

|l fpidos de mitocondrias normales tenfa una actividad enzimé-

tica comparable a los normales (Vidal y col. 1977 b; 1978a).

5) BiosIntesis de protefnas mitocondriales: Existe un

mecanismo de control para la sintesis coordinada de pol ipép-
tidos en mitocondrias y citoplasma, a traves de protefnas de
codificacién nuclear y sfntesis en microsomas, con las cua-
les se ensamblan los péptidos de la sfntesis mitocondrial.
Es ampl iamente conocido que la sintesis de protelnas
en ribosomas citoplasmaticos de tejido hepdtico (Pilkis y
Korner, 1971) y muscular (Wool y col.,1968; Manchester y
Young, 1960; Pain, 1973; Chain y Sender, 1973) de animales
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diabéticos se desarrolla con menor velocidad que la normal.
El masculo cardfaco tiecne diferente respuesta que el esque-
lético, no varfa la velocidad de incorporacién de fenilala-
nina-l4C en experiencias con corazones perfundidos de ratas
aloxdnicas (Ranncls y col.,1970) o con estreptozotocina (Ra-
nnels y col, 1970; Chain y Sender, 1973). La incorporacién
“in vitro” del aminodcido radiactivo u poliribosomas de
mGsculo cardfaco de ratas con estrcptozotocina también es
comparable a la de ratas normales (Chain y Sender, 1973).

La adicién de insul ina al medio de perfusiédn estimulé
la incorporacién de aminodcidos a protefnas de corazones
no diabéticos ('ool y Manchester, 1962; Chain y Sender,
1973) o diabéticos por estreptozotocina, y ¢l efecto cs
similar en cl sistema de masculo esquelético (Manchester y
Young, 1958; Wool y Krahl, 1959).

En estudios similares del sistema mitocondrial, Fave-
lukes y col. en 1973, y Mockel y Beattic en 1975, encontra-
ron deprimida la incorporacién de aminodcidos marcados a
las mitocondrias intactas de¢ ratas diabéticas por aloxano
o cstrecptozotocina, en tanto los ensayos con mitocondrias

hepdticas no lograron detectar cambios significativos.

c) Masculo cardfaco y diabetes

La diversidad de las alteraciones que sc¢ presentan en
los distintos tejidos de animales diabéticos indican una
capacidad particular de cada érgano para adaptar su meta-
bol ismo a ese estado.

E! metabo!lismo del miocardio estd orientado al cumpli-
miento de la funcién de contraccién muscular ritmica, y el
papel de las mitocondrias como productores de las uniones
de alta energfa por la fosforilacién oxidativa es critico

para estc tejido que trabaja en condiciones esencialmente



aerobias. La célula cardlfaca cuenta para satisfacer su de-
manda energética con numerosas mitocondrias que ocupan has-
ta el 40% de su citoplasma, surcadas por un importante nd-
mero de crestas que le permiten responder instantdncamente
a una sobrecarga con [a produccién de ATP, pudiendo elevar
la velocidad de consumo de oxfgeno a 5 veces su nivel basal.

El masculo cardfaco conticene pequefia cantidad de glu-
cégeno cn calidad de recserva y sélo para situaciones de c¢-
mergencia. En el individuo en reposo la glucosa represen-
ta alprededor del 20% del aporte de encrgfa; en caso de is-
quemia su oxidacién no se completa y produce lactato y pi-
ruvato. Trabajando a ritmo forzado por ejercicio intenso o
en ayuno prolongado puede utilizar una proporcién conside=-
rable de sus propios triglicéridos, para lo cual cuenta con
actividad de Iipoprotcinlipasé. En condiciones post-prandia-
les el cociente respiratorio es 0,74 y se calcula que con-
tribuyen hasta 25% la glucosa, |9 piruvato, 1% lactato,

7% cuerpos ceténicos y 00% de 4cidos grasos (ver revisién
de Campbell y Hales, 1976).

El reccambio proteico es mucho méds activo que el de
masculo esquelético, siendo capaz de sintetizar nucvo te-
jido cantréctil frente a un esfuerzo sostenido o un infar-
to. La captacién de glucosa en el corazén perfundido de ra-
ta estd inhibido por concentraciones fisiolégicas de &cidos
grasos | ibres. En animales diabéticos, cuando la captacién
de glucosa es deficiente, el corazén puede derivar mds del
905% de su energfa de los acidos grasos |ibres y cuerpos ce~
ténicos. Los 4dcidos gresos son util izados en proporcién a
su concentracién plasmitica ya que no hay impedimentos para
la entrada a la célula y la regulacién de su metabolismo es~
t4 dada primordialmente por la velocidad de oxidacién del

acetil-CoA y de! ciclo del 4cido citrico.
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El cociente respiratorio del corazén diabético es in-
ferior al normal, y varfa entre 0,54 y 0,73, valores que
definen a los | Ipidos como combustibles principales.

Con la administracién simulténea de glucosa e insulina
a diabéticos cn ayunas aumenta la captacién de glucosa y

en consecuencia cl cocientc respiratorio se cleva a |,17 .



CAPITULO I

OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO

El objetivo del presente trabajo es verificar la in-
fluencia de la diabetes experimental sobre las mitocondrias
de corazén de rata, y la correccién de las modificaciones

que se observen mecdiante la administracién de insul ina.

Se estudiardn las siguientes funciones caracterfisti-

cas mitocondriales:

1) Actividad respiratoria con diferentes sustratos, y
acoplamiento de la fosforilacién oxidativa, medida por el
consumo de oxfgeno, el control de la respiracién y la re-

lacién ADP:O .
2) Actividades enzimdticas de l|a membrana interna.

3) Niveles de los transportadores de electrones mito-
condriales, medidos cuantitativamente por sus componentes

espectrales.

4) Actividad de la sfntesis proteica medida por la
velocidad de incorporacién “in vitro” de leucina radiac-

tiva a mitocondrias enteras.
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CAPITULO v
MATERTALES Y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho, ccpa Williams de!l Institu-
to de Qufmica Biolégica, cuyo peso inicial oscilaba entre
180 y 220 g. Los animales tenfan |ibre acceso a agua y al i-
mento comercial Forramex o Purina.

Para la induccién de diabetes se inyecté por via en-
dovenosa una Gnica dosis de estreptozotocina de 05 mg/kg
de peso, en solucién de citrato 0,! M (pll 4,5), preparada
en el momento y utilizada dentro de los 3 @ §5 minutos. Se
consideraron aptos para los ensayos aqucllos animales cuya
glucemnia superaba los 300 mg%. Las ratas testigo fueron in-
yectadas simultdneamente con la solucidén de citrato.

El tratamiento insulfnico de animales diabéticos o
testigos consistié en dosis de 8 a 10 U por dfa de Insu-
lina NPH Lilly de |iberacién lenta, por vfa intraperito-

neal .

METODOS ANALITICOS

| - Determinacién de la glucemia: Se efectué por el método

de Nikkild y Hyvdrinen (1962) en mucstras de sangre extraf-
das de la cola con el agregado de cristales de FNa como
ant icoagulante. Se leyé la absorbancia a 625 nm contra un

testigo de glucosa de 100 mgZ.

2 - Determinacién de protefnas: Se aplicé el procedimien-

to rdpido de Jacobs y col. (1956) agregando desoxicolato
Je sodio a la suspensién de protefnas de la fraccién mi-
tocondrial en concentracién final del 0,2%. Se leyé la ab-

sorbancia a 540 nm contra testigos de albdmina,



3 - Determinacién de actividades enzimaticas

Medida de |la actividad respiratoria mitocondrial: Se

efectué por ¢! método polarogrdfico siguiendo la velocidad
de consumo del oxfgeno en una suspensién de mitocondrias
enteras, durante la oxidacién de un sustrato que se indica
oportunamente, mediante el uso de un polarégrafo Gilson
Medical Electronic Oxigraph model K con electrodo de oxf-
geno Clark dotado de movimiento vibratorio para acelerar

cl equilibrio del oxfgeno con el elcctrodo. Se llené la
celda polarogrdflfica con 1,9 ml de una solucién apropiada

a la muestra de mitocondrias a ensayar, saturada con aire
y @ temperatura constante de 30 °C. Se estimé el conteni-
do inicial de oxfgeno disuelto a esa temperatura en 234
umoles/l segun el Handbook of Chemistry and Physics (1956).
El consumo de oxlgeno se registré a partir de la adicién

de 0,1 ml de fraccién mitocondrial conteniendo 2 a 3 mg

de protefna mds un sustrato oxidable. Al cabo de 2 o 3 mi-
nutos se agregé soluciédn de ADP a pll 7,4 y se siguié la
lectura hasta que el contenido de |la celda se tornara anae-
rébico por consumo total del oxfgeno.

Solucién amortiquadora para las medidas de respiracién

mitocondrial: Para mitocondrias hepdticas se util izé un me-
2Mg 5 mM,
EDTA 0,9 mM, Tris-CIH 9 mM a pH 7,4 a 30 °C y solucién de
fosfatos 0 mM a pH 7,4 ; y para mitocondrias cardfacas con-

tenfa manito! 250 mM, CIK 10 mM, EDTA 2 mM, Tris-CIH 10 mM

dio que contenfa sacarosa 240 mM, CIK 34 mM, CI

de pH 7,4 y fosfatos 5 mM e igual pli.

Calculo de la concentracién de ADP: Se midié§ espectro-

fotométricamente la absorbancia de la solucién de ADP en

las medidas respiratorias, diluida en CIH 0,01 N utilizan-

do el coeficiente mil imolar de extincién a pH 2 de 14,9 cm
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Medida de la actividad 3 D (=) Hidroxibutirato deshidro-

genasa E C (1.1.1.30): Se basa en el método de Williamson y

col. (1962) de medicién del NADH formado cn la reaccién ca-
talizada por la enzima unida a membrana mitocondrial, con
las modificaciones que se mencionardn oportunamente.

Se incubaron las fracciones mitocondriales o partfculas
submitocondriales con solucién de Tris-CIH 50 mM a pH 8 du-
rante 10 minutos con concentraciones variables de NAD entre
0,! y 2,0 mM a la tempecratura de 30 °C; 0,3 ug de rotenona
en solucién alcohé! ica reemplazan a 0,0! mg de antimicina A
de! método original. La velocidad de recduccién del NAD se e-
videncié al agrccar la mezcla racémica de betahidroxibutira-
to por cl aumento de absorbancia a 340 nm e¢n un especctrofo-
témetro Beckman DB-G con registrador. Fara medir la activi-
dad enzimatica en funcién de la temperatura se usé 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 secguir la temperatura
de la celda durante la reaccién.

La actividad especffica se expresé como velocidad de re-
duccién en wmoles del NAD por mg de protefina mitocondrial y
por minuto, aplicando para el célculo el coeficiente de ex-

tincién del NADH = 6,22 cm-lmM-' (Horcecker y Kornberg,1948).

Medida de la actividad citocromo oxidasa E C (1.9.3.1):

Se determiné por c! método espectrofotométrico de Smith
(1954) basado en la medida de la velocidad de oxidacién acré-
bica del citocromo c soluble catal izada por una suspensién
de mitocondrias fragmentadas.

Se utilizé un espectrofotémetro Beckman DB-C provisto
de registrador de velocidad variable y la reaccién se llevé
a cabo en cubetas de 3 ml termostatizadas a 25 °C. La mezcla
de recaccién consistia en una solucién 15 uM del citocromo ¢

disuelto en fosfato 0, M y cantidades de protefna mitocon-
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drial entre 2 y 45 ng/ml que se agrecgaron rdpidamente a las

cubetas para medir ta velocidad de recaccién en los primeros

minutos.
Para el célculo de la actividad especifica se utilizé
- .. -1 -1
el coeficiente de extincién 20,5 mh cin que corresponde

a la diferencia entrc los cociicientes del citocromo ¢ re-
ducido menos el oxidado: 29,5 menos 9,0 respectivamente,
(Margol iash y Walasck , 1907).

Determinacién de la concentracién total de citocromo ¢

El citocromo ¢ ¢n cada incubacién, presente en forma reduci-
da + oxidada,sc determiné reduciéndolo cuantitativamente

con ditionito de sodio y midiendo la absorbancia a 550 nm
utilizando el coeficiente mil imolar 29,5 cm-l antes mencio-
nado.

Reducciédn del citocromo c¢: Por adicién de ascorbato de

sodio, sec evidencia en pccos minutos a través del cambio de
color de la solucién de citocromo disuelto en fosfato de po-
tasio 0,0l M a pH 7,0 que pasa de pardo a salmén. El exceso
de ascorbato se climiné por didlisis durante 24 horas con
cambios dec la solucién de fosfatos de la misma concentracién
y pH, hasta ausencia de viraje del colorante 2-6 diclorofe-
nol indofeno!l. La solucién de citocromo se mantiene en estado
reducido durante varias semanas, tomando la precaucién de
guardarlo congelado en frasco con tapa esmerilada y sin que
quede cémara de aire sobre el nivel de!l Ifquido. El grado de
reduccién que sec logra por este método sobrepasé el 70%; por
debajo de este porcentaje el citocromo c oxidado inhibe la
reaccién enzimdtica. Esta proporcién corresponde a una re-

lacién de absorcién a 550 nm/565 nm superior a 6 (Paul,1947)
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Medida de la actividad succinato deshidrogenasa: Se uti-

[izé6 el método de Arrigoni y Singer (1902) para la medida de
succinato-metasul fato de fenazina (MSF) preductasa en muestras
de mitocondrias con membranas fragmentadas. El leucoderivado
de MSF es reoxidado por 2,0 -diclorofenol indofenol, cuyo cam-
bio de absorbancia en funcién del tiecmpo a 800 nm se rcqistré
en ¢l espectrolotémetro Beckman DB-C.

Las incubaciones contenfan solucién de fosfato 50 mM a
pH 7,4, succinato 20 mM, cianuro | mM, y aproximadamente
0,1 a 0,2 mg de la preparacién enzimdtica consistente en mi-
tocondrias de corazén de rata sometidas a tratamiento hipo-
ténico segun método de Parsons y Williams (1967). Después de
|5 minutos a 30 °C sc adicioné solucién recientementc prepa«
rada de 2,0-diclorofenol indofenol hasta una concentraéién
final de 0,00 mM y se determin§ la |fnca dec basc de la reac-
cién espontdnea que se rcesté de la variacién de absorbancia
del MSF. La actividad enzimdtica se registré al adicionar
este Gltimo compuesto, hasta la reduccién total del 2,6-di-
clorofenol indofeno!, que requiere 2 a 3 minutos.

Expresién de los resultados: La actividad especifica se

calculé utilizando el coeficiente de absorcién mM del 2,06-di-
clorofenol indofeno!l a (00 nm:19,1 (Minakami y col., 1962) y

en base a la rclacién mol a mol entre el succinato y el colo-
rante reducidos; el resultado se expresé como actividad espe-
cifica de la rcaccién en micromoles de succinato oxidados por

minuto y por miligramo de protefna mitocondrial.

Medida de la actividad NADH deshidrogenasa: La activi-

dad dec esta enzima |igada a la cadena respiratoria se midié
como NADH-ferricianuro éxido reductasa, segun técnica de
Minakami y col. (1962) siguiendo espectrofotométricamente
la deshidrogenacién de NADH acoplado a la reduccién de fe-
rricianuro de potasio por la FMNH, grupo prostético de la

enzima.
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El medio de reaccién contenfa: fosfato 40 mM a pH 7,4,
25 ul del sustrato: NADH |5 mM y concentraciones crecientes
de ferricianuro de 0,5 a |,5 mMpara deteprminar la velocidad
méxima de reaccién. El volumen total de 3 ml se incubé a 30
°C y durante 30 sequndos; se registré un cambio de absorban-
cia aprecciable que se resté de la velocidad de la pcaccién
enzimdtica. Esta comenzé con el agrcgado rdpido de |a mucs-
tra de mitocondrias en un volumen suficientemente pequeiio
para quec la dilucién sea despreciable.

Para el cdlculo de la actividad cspecifica se utilizé
el coeficiente dec extincién del ferricianuro dec potasio a
la longitud de onda registrada, 420 nm, de | mM-lcm-l. El
resultado se expresa como actividad mdxima respecto al few
rricianuro en umoles NADH/min/mg protefna considerando que
| mol de NADH se oxida por cada 2 moles de ferricianuro que
se rcducen.

De los gré&ficos de Lineweaver-Burk se calculavon las
vMéx de la reaccién respecto al oxidante, ferricianuro,

utilizando el método de cuadrados mfntnos para |la compensa-

cién de errores.

4 - Determinacién cuantitativa de citocromos mitocondriales

La determinacién simulténca de los niveles de citocro-
mos por los espectros diferenciales de absorcién de sus gru-
por prostéticos se basé en el método desarrollado por Chance
y Williams (1955) util izando el espectrofotémetro diferencial
B. Chance de haz dividido construfdo en la Johnson Foundation
Un. of Pennsylvania, Philadelphia,Pa. £l aparato provee la
medida simultdnea de los citocromos en cstado reducido y oxi-
dado de dos diluciones idénticas de mitocondrias que difie-
ren en su tratamiento quimico.

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

protefna mitocondrial suspendida en sacarosa 0,25 M con so-
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lucién de fosfatos a pll 7,4. Para llevar los citocromos al

cstado totalmente oxidados se agregaron |5 umoles de ferri-
cianuro & una, y para reducirlos sc¢ disuelven unos crista-

les de ditionito de sodio en la otra cubeta, agitando unos

minutos. Ll trazado del registrador grafica directamente la
diferencia de densidad éptica entre ambas cubetas para cada
longitud de onda entre 500 y 630 nim.

Calculo de los contenidos de citocromos mitocondriales ;

‘La estimacién de la concentracién de cada uno de los citocro-

mos en presencia de los demds sc basé e¢n el método de J.N.
Williams (19064). Sec midié la difeprencia de absorbancia entre
los midximos y mInimos corrcspondientes a cada citocromo,
que se prescntan ¢n los siguientes pares de longitudes de
onda, y cuyos coeficicntes sc detallan a continuacién:
citocromo ¢ 550-535 nm A= 21,0 mM-I cm-I

v 554-540 “ A= 13,8 ” "

” 503-577 “ A= 14,3 " ”

" a-a, 005-630 ” A= 12,0 " "

J
Los datos sc aplicaron a un sistema de ecuaciones cuya

e}

o

recsolucién fué provista por el trabajo citado, del cual se

cxtraen las concentraciones buscadas.

PREPARACIONES ENZIMATICAS

| - Aislamiento de mitocondrias de higado de rata: Se basé

en ¢l métocdo de fraccionamiento de llogeboom (1955) modifi-
cado por Myers y Stater (1957). Se homogeneizé el tejido he-
pdtico en 9 voltGmenes de solucién de sacarosa 0,25 M, con
Tris=ClH 5 mM a pH 7,5 y EDTA ImM ( medio STE) en un Potter-
Elvehjem con pistilo de teflén. Una centrifugacién a 750xg
durante |10 minutos decanté el material nuclear, células y
membranas, y del sobrenadante se scdimenté la fraccién mito-

condrial a 7000 xg durante |0 minutos, la cual se lavé 2 ve-
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ces y resuspendié en |a misma solucién de homogeneizaciédn
en un volumen tal! que la concentracién de protefnas fuera

aprox imadamente |5 mg/ml.

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

liz6 el método de Favelukes y col. (1971) desarrollado para
mGsculo esqueclético, con |igeras modilicaciones. Se extrajo
cl corazén del animal recién decapitado descartando ¢! te-
jJido auricular; el resto se corté con tijeras y lavé en so-
lucién CIK 0,15 M hasta que los | fquidos de lavado resulta-
ron |ibres de sangre. Se incubé 10 minutos a 0°C en 12 vo-
lGmenes del medio de homogeneizacién de Chappel!l y Perry
(1954) adicionado con 2 mg. de protecinasa nagarse por cada
gramo de tejido, y luego se diluyé hasta 25 volGmenes para
cortar la incubacién homogeneizando en un Pooter-Elvehjem y
centrifugando 5 minutos a 506 xg para descartar el sedimen-
to con fibras musculares, restos celulares, eritrocitos,
membranas y matcrial nuclear. Del sobrenadante se scparé la
fraccién mitocondrial por centrifugacién a 7700 xg durante
10 minutos. £l precipitado sc resuspendié para los l|avados
en el mismo medio al que se agregé albamina | mg/ml. Las mi-
tocondrias se suspendieron finalmente en sacarosa 0,25 M.
E! rendimiento obtenido fué de 10 a I5 mg. de protefina mito-

condrial por cada gramo de tejido cardfaco.

3 - Preparacién de particulas submitocondriales de corazén

de rata: Se utilizé la técnica de Linnane y Ziegler descrip-

ta por Reyer (1967). Partiendo de una preparacién mitocon-
drial cuya concentracién de proteinas no era inferior a 20
mg/ml. Se sometié la suspensién a desintegracién sénica du-
rante 00 segundos, en perfodos de 10 para evitar que aumente
la temperatura. Sc utilizé un Desintegrador Ultrasénico MSE
(Measuring & Scientific Equip. Ldt. London) de 500 watt, la
frecuencia era de 20 Ke/segundo, intensidad 0,4 a 0,5 mA, vy

la temperatura se mantuvo colocando el. recipiente en bafo



22

de hielo. Se centrifugé la preparacién durante |0 minutos
a 7700 x g y 4°C para descartar las mitocondrias sin rom-
per y fracmentos de gran tamaiio, y el sobrenadante se cen-
trifugd a 105000 xg durante 40 minutos cn centrfifuga
Spinco L con rotor tipo 40. Las particulas de membranas

se suspendicron c¢n 2 ml del medio de homogencizacién y se

conscrvaron congcladas a =15 °C,

4 - Preparacién de mitocondrias fragnentadas por hipotoni-

cidad: Sc siguié la técnica de Parsons y Williams (1967).
Las fraccioncs mitocondriales aisladas por ¢l método habi-
tual selavaron y suspendicron ¢n solucién de fosfatos 20
mM a pll 7,5 con 0,02 ¢ de albGmina de sucro bovino. Des-
pués de incubar 20 minutos a 4°C sc centrifugé para sepa-
rar la solucién hipoténica 0.35000 xq durante 20 minutos,
el sedimento consistié en partfculas dc membrana interna
Juntamente con fragmentos de membrana externa. Se resus-
pendié en solucién 0,1 il de fosfatos a pll 7,5 para ser
utilizado en las incubaciones como preparacién enzimdti-

ca de membrana intecrna.

DETERMINACION DE LA INCORPORACICN “IN VITRO” DE LEUCINA-

L4 A PROTEINAS 11TOCORDRIALES

. . . . 14
| - Incubacién de mitocondrias enteras con leucina- C:Se

incubaron entre | y 2 mg de proteinas de mitocondrias fres-
cas, de respiracién activa y acoplada a la fosforilacién de
ADP, junto a 0,25 uCi de leucina-|4C de radiactividad cspe-
cifica 6,5 uCi/mol. El sistema para la incorporacién de a-
minodcidos a las proteinas mitocondriales contenfa una mez-
cla previamente esteril izada por filtracién a traves de dis-
cos Millipore de poro 0.22 u, compuesta por una mezcla equi~-
molccular de animodcidos excepto leucina, sacarosa |00 mM,

CIK 40 mM, EDTA 1,3 mM, Bicine 10 mi (pll 7,4), solucion de
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fosfatos & m!M de pH 7,4, SOAMQ |12 mM, malato 10 mM, gluta-
mato 10 mil, malonato § mi, ADD 2 mil.

La recaccién sc llevé a cabo en un volumen total de | ml, en
frascos Erlenmeyer csterilizados y con tapén de algodén, a
temparatura constante de 30 °C y con agitacién durante 60
minutos. Al cabo dc ese tiemnpo se corté la rcaccién cenfrian-
do los frascos a 0 °C sobre hiclo y por dilucién con solu-
cién de lcucina no radiactiva,

Todo el material de vidrio para ¢l cxperinento fué cste-
rilizado previamente en autoclave, y las alfcuotas sc pre-

pararon bajo luz UV.

2 - Precipitacién de las proteinas marcadas: Se¢ agregé 2 ml

de solucién de albamina de 50 mg? en CIK 0,15 M a cada in-
cubado contceniendo 2 ml de la solucién descripta anterior-
mente para aumentar cl vol Gmen del precipitado. Las protef-
nas sc precipitaron con dcido TCA de concentracién final 5%,
se centrifugaron y se !avaron con TCA al 57%.

La suspensién de las protefnas insolubles en TCA al! 5% se
llevé a 85 °C durante |5 minutos para climinar el aminocacil-
t ONA que no formé uniones peptfdicas. Se volvieron a lavar
en TCA en frfo y finalmente en alcohol:6ter 3:1. Se resus-

pendié el precipitado en TCA al 5% y se filtré por discos

Millipore de 0,45 u para retener las protefinas radiactivas.

3 - Deteccién de radiactividad en las protefnas mitocondria-

les : Los filtros iillipore conteniendo |as protefnas fuecron
colocados en viales de vidrio para secar bajo |ampara IR.

Se agregé en cada vial 5 ml de lfquido centellecador de la
siguiente composicién: 4 g de PPO y 100 mg POPOP en | |i-
tro de tolucno. En todas las determinaciones se utilizé la
misma cantidad de proteinas mitocondriales para formar una
capa de espesor uniforme sobre los filtros. Las muestras

sc leyeron en un Nuclear Chicago Liquid Scintillation Coun-
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ter con sustraccién automatica del background. La cal ibra-
cién de la eficiencia del espectrémetro de centelleco [fqui-
do para |4C se real iz6 por el método de la relacién de ca-
nales, utilizando muestras patrén con distintos grados de
apagamiento. £l canal | operé con 9% de ganancia y ventana

00-1000,y ¢l canal 2 con igual ganancia y ventana 50-1000.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El andlisis estadistico de serics de cxperimentos re-
petidos sc hizo en base al cdlculo de la media aritmética
de los valores acompaidndola de! error standard. Para pro-
bar la significancia de las diferencias de datos pertene-
cientes a poblaciones de animales que recibieron distintos
tratamientos se sometié a la prueba de t (Baneroft,!971).

En los graficos de Lineweaver-Burk se utilizé el méto-
do de los cuadrados mfnimos para la compensacién de errores

en el cdlculo de constantes cinéticas.

REACTIVOS

Nagarse (BPN’) 150 x IO4

P.U.N./g de Nagarse & Co.Ltd.,
Osaka, Japon.

Estreptozotocina, Upjohn International Inc., Kalamazoo,Mich.
Insul ina NPH, EIli Lilly & Co.

L-Ieucina-l4C, Radiochemical Center, Amersham, England.

PPO Amersham, Searle.

POPOP, Nuclear, Chicago.

DL-3-hidroxibutirato, citocromo c (type |1V) de corazén de
caballo, NAD, NADH, AMP, ADP, ATP, Trisma Base, albaGmina de

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

Sacarosa, manitol, y otros reactivos que no se detallan,

eran drogas de purcza analftica y de l|laboratorios acreditados.
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CAPITULO V

RESULTADOS

a) PREPARACION DE LOS ANIMALES - TRATAMIENTO CON ESTREPTO-
ZOTOCINA E INSULINA

Accién diabetégena de la estreptozotocina: La 2 deoxi-

2-(3 metitl, 3 nitrosourefdo)D glucopiranosa:

CHZOH es un antibiético derivado
H de! Streptomyces achromoge-
HO OH nes que aventaja al aloxano
HN-C=N—CH para la induccién de diabe-
[ 3 .
0 NO tes experimental porque com-

bina su accién répida con la
eSpéciFicidad betacitotéxice que no produce dafios en otros
tejidos, salvo los secundarios a la hiperglucemia e hiper-
lipemia. (Junod y col., 1967).

La cadena lateral del urefdo sustitufdo parece ser la
porcién de |la molécula responsable de! dafio tisular, que se
produce rdpida y especificamente sobre las células beta de-
bido a8 1a unién de los receptores celulares a la porcién
glucosfdica de la molécula (Karunanayake y col. 1976).

A pocas horas de administrar una Gnica dosis endoveno-
sa las células necrotizadas | iberan insulinay se inicia un
perfodo de hipoglucemia responsable de la mortandad de los
animales. La tasa de mortandad en nuestras ratas fué de |0
a 204, y s6lo en unos pocos lotes llegé a 50% por causas
que no pudieron exp!l icarse. Superado el perfodo crftico de
24 a 48 horas no se presentaron mds muertes y el estado
diabético se mantuvo con sobrevida de varios meses. Rakie-
ten y col. (1976) detectaron reversién después de 10 meses

por regeneracién de los islotes. Las rutas diabéticas para



Figura | - EFECTO DE ESTREPTOZOTOCINA E INSULINA EN RATAS

Ratas macho de 200 g. Dosis de |3 mg de estreptozotocina.

Dosis de insulina NPH |0 U/dfa. a)Nivel de glucosa sanguf-
nea: e ratas diabéticas; o ratas diabéticas + 2 y 5 dosis de
insul ina. b)Peso corporal de ratas, diabéticas y con 0,3,7

y 14 dosis de insulina.
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nuestros experimentos no |legaron a perfodos tan prolonga-
dos por cuanto se utilizaronentre los 2 y40 dias posterio-

res a la aplicacién de estreptozotocina. Las ratas mostra-
ban los sfintomas tipicos de poliuria, polidipsia, pérdida
de peso y desaparicién de tejido adiposo. E! ensayo con la
tirilla Ketodiastix Ames dié resultados positivos de cuer-
pos ceténicos urinarios en alqunos animales, pero ncgativo
cn todos aque!los casos con mds de 10 dfas de diabetes.

La glucemia en ayunas ascencié desde su valor normal
promedio de 100 mg% a 328 mg% en la primer semana, con un
rango de dispersién entre 200 y 460 mg%, y @ 425 mg¥% en la
diabetes crénica de 3 y 4 semanas, con rango de dispersién
entre 3060 y 550 mg%, (Figura | a).

La administracién de 10 U de insulina diaria llevé la
glucemia a niveles inferiores a los normales: menor que 50
mg%, similares a los quc presentaron ratas no diabéticas
que se inyectaron igualmente con insul ina.

Variacién del peso corporal y del corazén de la rata

Las ratas cuyo peso promedio inicial era 200 g perdie-
ron de |5 a 30 g en las 2 semanas que siguieron a la induc-
cién de la diabetes, y hasta 37 g en 3 semanas. Las dosis
de insul ina produjeron una rédpida recuperacién de peso, més
acentuada en aquellos animales que habfan soportado tiempos
prolongados de hipoinsul inemia (figura | b). Los testigos
no diabéticos también aceleraron el crecimiento con las
primeras dosis y siguieron su evolucién normal.

Se pudo apreciar el menor tamaiio y peso del corazén
en las ratas con 7 dfas de diabetes, y recuperacién parcial

en las de 30 dfas, segun datos de la Tebla |I.
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Tabla | - VARIACION DE PESQO DEL CORAZON DE RATA DIABETICA
Ratas de peso 180 - 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 decapitadas, que se
lavaron en CIK 0,15 M,

. N° de Peso Limites de
Animales . . .
casos promedio variacién
. (gramos) (gramos)
Control 25 0,00 0,50 - 0,75
Diabéticos
7 dfas 24 0,47 0,40 - 0,55
30 dfas 15 0,53 0,44 - 0,00

b) CAPACIDAD RESPIRATORIA DE LAS MITOCONDRIAS DE CORAZON DE
RATAS DIABETICAS

Se midieron los siguientes pardmctros Gtiles para estu-
diar la capacidad respiratoria de mitocondrias de corazén
de rata, y de sus variaciones por modificacién del equili-
brio endécrino, producido por la estreptozotocina:
Consumo de oxfgeno en los estados 3 y 4 de respiracién.
Control respiratorio.
Relacién P:0 entre el ADP adicionado y el oxfgeno consumido
durante su fosforilacién.

Contro!l respiratorio: E! fenémeno de control respirato-

rio de una mitocondria estd asociado al acoplamiento entre
el transporte de electrones por la cadena y la sfntesis de
ATP. En la mitocondria intacta este fndice alcanza valores
altos, y mds adn en la célula intacta. Pueden considerarse
aceptablemente acopladas para los estudios de respiracién
“in vitro” aquellas mitocondrias que aceleran de 4 a |0 ve-
ces la velocidad de las oxidaciones por el agregado de ADP
a la mezcla de reaccién. Si la mitocandria estd envejecida,
o cuando por las condiciones del aislamiento se altera la
permeabil idad de las membranas su fndice de control respi-

ratorio baja a | y consume oxfgeno a gran velocidad, inde-
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pendientemente de la concentracién del aceptor de ftostato.
Este fndice puede tomarse entonces como una medida Gtil de
la integridad funcional de las mitocondrias aisladas por
tfraccionamiento subcelular.

Estados metabél icos de la mitocondria: El estado de

respiracién 3 de Chance (ver Chance y Villiams, 1955 a;
Chance y llollunger, 1963) se definc para mitocondrias aco-
pladas como un ce¢stado de fosforilacién activa, con alta
concentracién de fosfTatos, aceptor y del sustrato para la
oxidacién; cn estas condiciones el factor limitante de la
velocidad es la cadena de transporte de electrones.

Al agotarse e! ADP agregado y manteniendosc alta la
concentracién del sustrato, la mitocondria retorna al es-
tado respiratorio 4 y el componente que limita la velocidad
es el ADP. Esa respiracién controlada se mantienc hasta el
agotamiento del oxfgeno en la suspensién mitocondrial (con-
dicién de anaerobiosis).

Relacién P:0: La duracién del incremento producido en

la velocidad de la cadena por agregado de ADP, o sea el es-
dado 3, depende de la concentracién de éste, y el oxfgeno u-
tilizado es proporcional a la cantidad de ADP que se fosfo-
rila. El factor de proporcionalidad o cociente P:0 se apli-
ca entonces como medida de la eficiencia dela fosforilacién.
Un experimento representativo de las medidas polaro-
grdticas de velocidad de utilizacién del oxfgeno por las
mitocondrias cardfacas de rata se presenta en la tigura IlI.
Al adicionar la suspensién mitocondrial, anaerobia, se ob-
serva un descenso del trazado al cual contribuyen varios e-
fectos: 'dilucién del oxigeno prescnte en la solucién amor-
tiguadora, oxidacién brusca de los sustratos endb6genos, y
descenso de la sensibilidad del electrodo causado por la
sacarosa y la proteina mitocondrial. La respiracién lenta

en esta ctapa es a expensas de la oxidacién de los sustra-
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tos endégenos y al agregar un exceso del sustrato que inte-
resa ensayar (en este caso fué malato vy glutamato) se pro-
duce la transicién del estado | al 4a. El agregado siguien-
te de ADP estimulé la actividad respiratoria mitocondrial
en el estado 3, perfodo de fosforilacién acoplada que se
mant iene hasta agotar el ADP. En aquellos casos en que por
prevalecer la actividad ATPasa del tejido muscular no se
produjo el retorno del estado 3 al 4b con velocidad igual
al 4a se tomé como dato para determinar el control respi-

ratorio la relacién entre los estados 4a y 3.

Figura || - DETERMINACION DE LA VELOCIDAD RESPIRATORIA DE
MITOCONDRIAS DE CORAZON DE RATA. Medida polarogréfica del
consumo de oxfgeno de una preparacién fresca de mitocon-
drias enteras aisftada segGn la técnica de Favelukes y col.
(1971). Detalles del experimento en el capftulo de métodos.

2,z proteina

mﬁ}ato+glutamato Suld

ADP 0,4 mX
rd

............

Los cé8lculos se efectuaron en base a los datos tomados

del gr&fico de acuerdv 4 |las siguientes férmulas:

936 (nAO) b (cm)

Consumo de oxfgeno =

P (mg)  a (em)
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Control respiratorio:

Pendiente en el estado 3

CR =

Pendiente en el estado 4b

Recalacién ADP:O
nmolcs ADP

936 nA0 ¢

a

P:0 =

siendo, a= altura correspondiente al contenido total de 02
b= altura del oxfgeno consumido en un minuto.
c= altura del oxigeno consumido en el estado 3.
P= protefna mitocondrial en cada cxperimento.

El contenido inicial de oxfgeno en la cclda polaroceréfica

de 2 ml pesulta de multiplicar:

234 rmo!l/ml x 2 ml x 2 &tomos/mol = 936 nAQ

Para la determinacién de estos fndices era descable
contar con organoides frescos y con la médxima integridad
de sus membranas para tratar de reproducir las respuestas
caracteristicas del funcionamiento “in vivo” de esas mito-
condrias. Como primera aproximacién se cnsayaron ﬁétodos
de aislamiento de las fracciones subcelulares, seleccio-
nando medios de homogeneizacién del tejido cardfaco y es-
quemas de centrifucacién y lavado mds apropiados a este

tejido.

Andlicis <d: la dependencia de la capacidad respirato-

ria con el método de aislamiento de mitocondrias intactas:

Aplicando diversas técnicas para la scparacién de frac-
ciones mitocondriales de mésculo se obtuvieron los siguien-

tes resultados:

a) El método para aislar mitocondrias de masculo esque-
lético, de Favelulkes vy col.(l97ll descripto cn el capfitulo

correspondiente a métodos permitié aislar preparaciones con



32

clevado rendimiento, eficiencia de la respiracién y fosfo-
rilacién y alto fndice de control respiratorio, tal como se

observa en la tabla |1.

Tabla |1 - CAPACIDAD RESP{RATORIA DE MITOCONDRIAS DE CORA -
ZON DE RATA AISLADAS POR MARIOS METODOS DE FRACCIONAMILENTO
SURCELULAR. Determinaciédn por polarogralfa scgun estd des-
cripto en el texto. 1,2 mg de protefna mitocondrial en ca-
da experimento se incubé con ¢l medio dc respiracién para
mGsculo. El consumo de oxfgeno se refierc al estado 3, por
adicién de 5 ul de ADP 68 mM. Resultados:promedio del naG-
mero de experimentos que figura entre paréntesis, acompa-
ihado del error standard.

Método de Consumo de
. ! Control
aislamiento oxfgeno Resoirator | P:0
mitocondrial (nAO/min/mg) prratorio
Chance y Hagihara + - + +
(1963) (5) 202 - § 3,34 - 0,14 2,8 - 0,04
Tyler y Gonze + + +
(1967) (3) 164 = 11 2,97 2 0,11 2,3 - 0,30
favelukes y col. + + +
(197¢1) (7) 200 - 12 6,42 - 0,23 2,9 - 0,10

b) El método de Chance y Hagihara (1963), desarrollado
para masculo de pectoral de paloma, difiere del anterior en
el medio de homogeneizacién del tejido que contiene sacaro-
sa 0,25 M, EDTA | wM, Tris-CIH 5 mM a ptl 7,4, y también en
el tiempo de incubacién con la proteasa que se prolonga 20
minutos. Las mitocondrias as{ aisladas de tejido cardfaco
consumfan oxfgeno durante el estado 3 a velocidad comparable
a las del método a) pero su control respiratorio no llegé al
valor de 4 que tomdbamos como minimo aceptable para mitocon-
drias acopladas.

c) El método de Tyler y Gonze (1967), para corazén de
rata, utiliza el medio de homogeneizacién MSE: manitol 225
mM, sacarosa 75 mM y EDTA 50 mM, incuba con una solucién de
nagarsec en proporcién 2,5 veces mayor que por los otros pro-

cedimientos y el esquema de centrifugacién tiene la particu-
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laridad de separar a 8000 xg una fraccién impura de mito-
condrias juntamente con !'a fraccién nuclear y todos los
contaminantes descartando la proteasa del sobrenadante con
el objeto de cortar la incubacién. Se resuspendié el sedi-
mento y separé una fraccién descartable de 700 xg y una
fraccién mitocondrial de 8000 xg.

En la |literatura se presentan técnicas preparativas
en las cuales las incubaciones con nagarse son muy prolon-
gadas; por ejemplo Bullock y col. (1970), quienes incluso
prescinden de la homogeneizacién del tejido y | iberan las
mitocondrias s6lo por incubacién de los cortes de tejido
con enzimas proteo! fticas: nagarse, tripsina, o Pronase B,
durante 30 minutos. Ll nagarse, que tiene una vida media
a pH neutro 30 veces m&s larga que la tripsina (Hagihara,
1960), se incluye habitualmente en la metodologia porque
aumenta la posibilidad de aislar mitocondrias mds repre-
sentativas del -tejido “in vivo”, se obtienen organoides de
diversos tamaiios y formas, se evita la ruptura de las mas
grandes y en consecuencia es mayor el rendimiento.

La velocidad de consumo de oxfgeno durante el estado
respiratorio 4 en la oxidacién de malato + glutamato, de
mitocondrias aisladas por los 3 métodos que se detallaron
fué: a) 31, b) 61 y c) 55 nAO/min/mg. La respiracién mas
lenta en la muestra fraccionada por la técnica de Favelukes
y col.(1971) es un fndice de menor disipacién de la ener-
gfa del proceso oxidativo; la acumulacién de ATP y otros
compuestos energizados es inhibitoria, y la velocidad res-
piratoria se incrementa al agregar ADP exégeno,(estado 3).

La miecroscopfa electrénica de un sedimento de 7700 xg
de la figura |1l p )nuestra une preparacién que contiene
predominantemente mitocondrias con membranas bien consti-
tufdas, con abundancia de crestas, y en la figura Il a )

las muestras correspondientes de mitocondrias de ratas
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FICURA 11} - MITOCONDRIAS CARDIACAS DE RATA.iMicroscopia
clectrénica de un scdimento de la centrifugacién de homo-
genato de corazén de rata a 7700 x¢ de acuerdo al método
de fraccionamicnto de Favelukes y col.(1971).a)Ratas in-

yectadas con estreptozotocina (x10000). b) Ratas control
(x19000)
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diabéticas tienen aspecto y tamafio regular, no presentan
ramificaciones, deformaciones o menor densidad que las nor-
males, como fué descripto por Harano y col.(1969) en tejido
hepdtico o en mitocondrias aisladas del mismﬁ, de ratas

diabéticas.

Sustratos para la generacién de los equivalentes rcduc-

tores: Los procesos mds importantes para la cconomfa celular
tienen lugar en la mitocondria, donde los nutrientes se oxi-
dan | iberando C02- Los coenzimas sc¢ reducen para luego dar
lugar a su oxidacién exercénica en |la cadena de transporte
de electrones en un proceso acoplado a |la conservacién de
considerable cantidad de energia utilizable en la sfintesis
de ATP. El camino clave para esa degradacién es el ciclo

de! &8cido citrico. totalmente local izado en mitocondrias;

la velocidad de! ciclo en el miocardio es proporcional al
consumo de oxfgeno. (Williamson, 1979).

En una serie de experimentos con mitocondrias de cora-
zén 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 |ll, con mitocondrias
de ratas normales, y los de la tabla V! con mitocondrias de
ratas inyectadas con estreptozotocina y sus controles, de-
muestran que el flujo mdximo de electrones acoplado medido
como consumo del oxfgeno en el estado 3, se originé con los
metabol itos del ciclo tricarboxflico: malato, alfacetoglu-
tarato y succinato, en reacciones en que intervienen las 2
coenzimas NAD y FAD. A menor velocidad se oxidaron 3-hidro-
xibutirato y piruvato.

El consumo de oxfgeno en el estado 4 con todos los sus-
tratos que se enumeran en la tabla Il variaba entre 29 y 33
nAO/min/mg, pero el estimulo de la velocidad respiratoria
por adicién de ADP dependié del sustrato oxidable: entre 5

y 0 veces con malato + glutamato o «cetoglutarato, y cer-
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Tabla 11t - VELOCIDAD DE UTILIZACION DEL OXIGENO CON DIS-

TINTOS SUSTRATOS. Fraccién mitocondrial de corazén de ra-

ta lavada 2 veces con albdamina | mg/ml. Medio de reaccién

y condiciones como en tabla 1. |,4 mg de protefna en ca-

da ensayo. El consumo de oxfgeno se cxpresa en nAQ0/min/mg

con su error standard. Entre paréntesis el namero de expe-
rimentos.

Consumo de oxfgeno

Sustrato oxidable C/R
Cstado 4 Cstado 3

mal ato S5mM;gluta- +

mato 5 md  (14) 32,8 22,9 197 T 1 6,0 0,5

al facetoglutarato

5 mM (7) 31,9t 5,0 166 T 19 5,2 % 0,7

3-hidroxibutirato

5 mM (5) 28,8 t 4,1 905 ¥ 1 3,3t 0,5

piruvato 10mM (2) 29,2+ 3,6 87,5% 8,5 3,0t 0,1

cano a 3 con 3-hidroxibutirato o piruvato. Los desacoplan-
tes dinitrofeno! y FCCP no aceleraron !a respiracién del
estado 3 por encima del incremento que produce el ADP.

Efecto de insul ina sobre la funcién respiratoria: Se

inyectaron 2 lotes de ratas con dosis de § 6 10 U/dfa de
insul ina NPH de ! iberacién lenta, uno de ellos recibic 2
dosis y el otro 4 dosis. Al cabo del tratamiento se sacri-
ficaron juntamente con animales testigos no inyectados vy
se aislaron las mitocondrias de corazén.

Los resultados de un experimento tipo ,entre varios
coincidentes, muestran en la tabla !V que la insulina “in
vivo” estimulé la respiracién del estado 3 con el par de
sustratos malato-glutamato, aumenté el control! respirato-

rio pero no tuvo efectos sobre la relacién ADP/O.

Efecto de estreptozotocina sobre la funcién respira-

toria: Para cubrir los efectos a corto y largo plazo sobre

la respiracién de mitocondrias cardfacas, se controlaron
pol arogradficamente los consumos de oxfgeno durante el cur-

so de |la diabetes experimental, hasta un mes.
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Tabla IV - EFECTO DE INSULINA SOBRE LA ACTIVIDAD RESPIRATO-

RIA DE MITOCONDRIAS CARDIACAS DE RATA Datos de una experien-

cia en que se midié la respiracién en el medio y las condi-
ciones descriptas para la tabla |l. Sustrato: malato-gluta-
mato en presencia de malonato. Dosis de insulina: 10 U/dfa.

Consumo

o . oxfgeno C .
N Dosis (est. 3) /R P:0
(nAO/min/mg)

- 195 4,0 2,7
2 286 4,9 2,5
4 281 6,3 2,6

Las medidas respiratorias con malato y glutamato mues-
tran una disminucién aparente de la velocidad en el estado
3 al 2° dfa de la inyeccién del diabetégeno, tal como ob<«
servaron Harano y col. (1972) -en mitocondrias hepdticas de
ratas aloxdnicas en estado de cetosis. En nuestro caso, el
control respiratorio y el fndice P:0 muestran una variacién
paralela a la del consumo de oxfgeno, con recuperacién de

los niveles normales al 4°-dia de diabetes (tabla V).

"Tabla V - CAPACIDAD RESPIRATORIA _DE MITOCONDRIAS DE CORA-
~ZON DE RATA DURANTE LA EVOLUCION DE LA DIABETES. Ratas in-

yectadas con cstreptozotocina solubilizada c¢n solucién de

citrato a pH 4,5. Se midiéd el consumo de oxfigeno del esta-
do 3. Sustratos: malato - glutamato. Tiempo: es el trans-

currido desde la dosis. La rata de tienpo 0O es un testigo

inyectado con citrato. Resultados con el error standard.

a) p>0,05

Tiempo N¢ de Cons.O C.R. P:0
(dfas) Exp. (nAO/min;mg)
0 18 157 13 4,23 T 0,21 2,60™% 0,07
2 4 133 % 5 (a) 3,03 * 0,22 2,47 £ 0,19
4 5 15319 4,10 * 0,53 2,62 £ 0,18
7 14 149 ¥ 8 4,37 £ 0,12 2,72 t 0,08

Ensayos con éstos y otros sustratos: 3-hidroxibutira-

to, succinato-glutamato, confirmaron la estabilidad de la
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funcién respiratoria del miocardio en diabetes de un mes.
Un cambio estadfsticamente significativo aparecié en el
estado respiratorio 4 durante la oxidacién del malato y
glutamato (p< 0,0!), que en las mitocondrias diabéticas
era 257 m&s lento que en los testigos (tabla VI); sin
cmbargo, podrfa interprctarse que antes que disminucién
de la velocidad del estado 4, es demasiado alto el dato
de las mitocondrias testigos(43 nAO/min/mg)en esta serie
de experimentos, en relacién a los valores habituales

en mitocondrias normales, que se¢ presentaron en las ta-
blas |11 y IV cuyos promedios 33 y 37 nAO/min/mg seme-

Jan precisamentc al valor de las preparacioncs diabéti-

cas.

Tabla VI - ACTIVIDAD RESPIRATORIA DE MITOCONDRIAS DE CORAZON
CFCCTC DE ESTREPTQZOTOCINA A 30 DIAS DE LA DOSIS: sc midié6

la velocidad de oxidacién de sustratos cxdégcnos por ¢l consu-
mo de oxfgeno, con 1,8 mg de proteinas, £l consumo de oxf-
geno en nA0/min/mg con la desviacién standard de la media.

(a)p< 0,0l (b)p¢O0,! . Condiciones como cn tablas anteriores.
. Control
Sustrato Consumo dc oxigeno
Estado 4 Cstado 3 resp.

“lal ato-clutamato

- + +

Testicos (0) 23,1 e 2,1 167,1 - 25,7 4,0
Diabéticos (7) 31,9 - 2,6(a) 142,9 T 10,1 4,5
3-hidroxibutirato

Testigos (1) 22,6 t 2,2 30,1 £ 3,3 1,7
Diabéticos  (3) 25,5t 1,4 39,5 £ 3,4 1,5
Succinato-qglutamato

Testigos (4 105,5% 12,5 253,9 29,8 2,4
Diabéticos (¢) 118,24 % 9,3 320,1 T1¢,8(b) 2,7
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c) ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA 3 D (-) HIDROXIBUTIRATO DES-
HIDROGENASA CARDIACA

La enzima 3 D (-)hidroxibutirato:NAD oxidoreductasa

catal iza la reaccién reversible
3-HB + NAD' <---= Acetoacetato + NADH

La actividad enzimdtica fué medida en el sentido de
la oxidacién del hidroxibutirato con cantidades crecien-
tes de una fraccién de mitocondrias fragmentadas para rom-
per la barrera de permeabil idad de |a membrana al NAD y
NADH. Se verificé que la velocidad de rcaccién es propor-
cional a la protefna mitocondrial presente en las incuba-

ciones en el rango de 0,08 a 0,8 mg, (figura 1V).

Figura 1V - ACTIVIDAD HBD EN MITOCONDRIAS CARDIACAS DE

RATAS. Medida de la reduccién de NAD | mM con 10 umoles
de DL-3-hidroxibutirato. La preparacién de “enzima HBD”
es el sedimento de 7700 xg congelado y descongelado su-
cesivamente 3 veces. Detalles de la reaccién se descri-
ben en el caplitulo de materiales y métodos.
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La protefna activa que se utilizé en todos los expe-

rimentos que se describirdn en adelante fué de 0,15 a
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0,35 mg en incubaciones de | ml, y los resultados se ex -
presaron en términos de actividad especifica por mg de
protefna mitocondrial.

En trabajos publicados por distintos |aboratorios se
menciona la importancia de la preincubacién de la enzima
en presencia de reactivos de tiol y NAD durante 7 a 10
minutos, como requisito para reconstituir el complejo 1i-
poproteico y unirlo a la coenzima, en caso de purificacién
de 11BD de corazén de bovino (Jurtshuk y col.,1963; Nielsen
y Fleischer, 1973) o de higado de rata (Gotterer,1967).

Figura V - EFECTO DE LA INCUBACION CON NAD+ SOBRE LA AC -
TIVIDAD ESPECIFICA IIRD EN MITOCONDRIAS CARDIACAS. En este

experimento se- incubaron a 30 °C 0,2 mg de protefna mito-
condrial con NAD 2mM durante el ticmpo indicado y en las
condiciones detalladas en Métodos. A partir del agregado
de 50 wl de 3-lIB 0,2 M se registré la velocidad inicial
de rcaccién.

°
0.6 — —:j

0-2 -—

ACTIVIDAD(ADC/min/mg)

I |
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Con nuestra preparacién de enzima asociada a |a mem-
brana mitocondrial, 3 minutos de incubacién con el NAD+
fueron suficientes para permitir su difusién y alcanzar
la mdxima velocidad de reaccién. La escasa actividad a
tiempo cero que se advierte en la figura V puede consi-
derarse originada por la existencia del complejo endége-
no (enz-NAD).

Efecto de la diabetes sobre la velocidad de reaccién

a) Tejido cardfaco: El efecto producido sobre la activi-

dad de la enzima cardfaca, a 30 dfas de inyectar estrep-
tozotocina, es una disminucién del 50% con relacién a

los testigos no inyectados.(Tabla VII)

Tabla V11 - ACTIVIDAD HBD EN CORAZON DE RATAS DIABETICAS

Animales sacrificados 30 dfas después de una dosis de es-
treptozotocina. Entre paréntesis el nGmero de exper imen-
tos,cada uno de cllos con una preparacién aislada de 3
corazones. Sustrato: DL-3-HB 20 mM que representa una con-
centracién 10 mh del isémero D. La actividad enzimética
se registré por aparicién de NADH a 340 nm en incubacio-
nes de 0,38 mg de protefnas, NAD ImM, 0,3 mo de rotenona
0,4 ing albamina, en solucién Tris-Clil 50 mM a pH 8. Di-
ferencia estadistica altamente significativa: p< 0,00l

Actividad
Muestras especifica
. nmoles NADH/min/mg
Testigos (11) 50,5 £ 2,7
Diabéticas (12) 24,9 B 2,0

El tiempo quc transcurrié desde la destruccién de las
células beta del pdncreas hasta evidenciar ¢l déficit de
la HBD cardfaca verfa de un animal a otro: a los 7 dfas de
ser inyectadas, en muy pocas ratas se dectecté aumento y en
otras una leve disminucién de la actividad desh idrogenasa.
A los 14 dias, en alcunas ratas aGn no hubo cambios de la
actividad; a los 30 dfas, como se¢ vié en la tabla VI, la

difercncia fué amplia en todos los casos medidos y con al-
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ta significancia estadistica por el test de t.

b) Tejido hepatico: Se hicieron unos experimentos adicio-

nales con mitocondrias hepdticas para relacionarlos con
los resultados en el corazén de los mismos animales, con-
firmando los datos previos de Roldan y col. (1971) sobre
disminucién de actividad enzimatica en las mitocondrias
de perros pancreatectomizados, y los de Vidal y col.(1977
a) en las mitocondrias sonicadas de ratas con tratamien-
to de estreptozotocina.

La diferencia en la velocidad de reaccién de la enzi-
ma diabética es mds acentuada en mitocondria hepdtica que
en cardfaca; en un experimento tfpico la actividad fué de
36,5 nmoles/min/mg en muestras diabéticas y 179 en los
controles. .

4

Respuesta a la insulina “in vivo”: El tratamiento con

insul ina de ratas con 30 dfas de diabetes para la restitu-
cién de la actividad de HBD cardiaca dié resultados par-

cialmente positivos.

Tabla VI11 - EFECTO DE INSULINA “IN VIVO” SOBRRE HBD DE Mi
TOCCNDRIAS DE CORAZON DE RATA DIABETICA Actividad deshi-

drogenasa en nmoles de NADH/min/mg de protefna con ¢l error
standard, promedio de 3 experimentos. Cada cxperimento cs
un promedio de 2-3 corazones procesados simultaneamente.
Dosis insulina NPH 8 U/dfa, que se administraron 3, 7 vy

15 dias antes decl experimento. Condiciones del ensayo en-
zimdtico similarcs a las de la tabla VII.

Actividad enzimdtica

(] . o/)
_N__._f?_s_'_'_i___m___I_b:ﬁ.t_.igos Diabéticos _° de T
- 39,2t 0,7 21,4 £ 3,5 54
3 35,6 £ 4,2 26,7 t 2,9 69
7 37,3 % 2,9 25,0 £ 0,5 67
15 35,5 4,0 27,97 3,1 79

[
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Se inyecté a cada rata una dosis diaria de insulina
de 8 U, que se comenzé escalonadamente 3, 7 vy 15 dfas an-
tes de la experiencia para sacrificar los animales y si-
mul tancamente los testigos no diabéticos inyectados de la
misma forma.

El grado de la respuesta se relaciona con la canti-
dad de dosis recibidas, ratas diabéticas con |5 dosis
de insulina pasaron del 547 al 797 de la actividad de no
diabéticas también con 15 dias de tratamiento. Ln las
ratas no diabéticas, puede observarse en la tabla VII|
que la actividad deshidrogenasa no fué estimulada y €s-
te e¢s un resultado totalmente opuesto a los de Schifer y
Nagel (1968) en mitocondria hepdtica, quiencs después de
4 dfas de tratamiento insulfnico vieron aumentada |10 ve-
ces la actividad HEBD junto con la de otras actividades
mitocondriales.

Liberacién de la actividad en |la membrana y estabi-

lidad de la preparacién: La enzima sc encuentra en las

crestas mitoconcdriales orientada hacia la cara interna
y no es accesible al NAD externo (lclntyre y col.,1978).
Se ensayaron difercntes métodos de permeabil izacién de
las mitocondrias normales y diabéticas:

1) Congelamientos y desconcelamientos sucesivos de la

suspensién mitocondrial, ya descripto en el capftulo de
Métodos. A partir del 4° ciclo de congelamiento sc alcan-
26 la velocidad médxima con valores reproducibles vy el
aumento fué paralelo en fracciones aisladas de ratas con
diabetes por estreptozotocina y ratas control, a medida
que aumentaba la desorganizacién de las membranas mito-
condriales. (figura VI). La forma unida a mcmbrana es
muy estable y la actividad pudo medirse hasta 4 § 5 sc-
manas después de su preparacién, manteniéndola congelada

a -15°C. Este método brinda las ventajas de su répido pro-
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cedimiento, estabil idad y reproducibilidad de las medidas
enzimdticas. Permite ensayar el comportamiento de la enzi-
ma sin separarla del contenido intramitocondrial con el
que interactGa en la mitocondria intacta o en la célula,

+
muy importante por la unién con el NAD .

Figura VI - LIBERACION DE LA ACTIVIDAD I1RD CARDIACA EN
MITOCONDRIAS ENTERAS. o Ratas diabéticas. e Ratas testigos.

Los resultados son ¢l promedio de 2 cxperiencias coinci-
dentes que se desarrollaron en las condiciones de la ta-

blta VilI.
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2) Choque osmético: cuando las mitocondrias fucron expues-

tas a hipotonicidad en fosfatos 20mld para la explosién de
las membranas la actividad resultante fué muy baja, y en
muestras diabéticas, 405 menor quec en testigos.

Por expansién de las mitocondrias se rompe |la membra-
na externa y sc scpara parcialmente; |a membrana interna
queda formando “fantasmas” y una pequeiia proporcién de
ruptura es la responsable de la actividad_mcdida (tabla
1X).

3) Vibracién sénica; cuando se someten mitocondrias intac-
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Tabla IX - EFECTO DE ESTREPTOZOTQOCINA SOBRE LA ACTIVIDAD
HBD EN MITOCONDRIAS CARDIACAS DE RATA. Resultados a 30
dfas de diabetes.liitocondrias aisladas y sometidas a di-
versos procedimientos de permecabil izacién scgin sc deta-
Ila en el texto. Ensayo enzimdtico en iguales condiciones
que en tabla VII.

Tratamicnto Actividad ecspecifica
de la fraccién (nmolcs NADH/min/mg)
mitocondrial

Normales Diabéticas

Hlipotonicidad 17,5 6,7
Vibracién sénica 65,2 32,0
Cong. y descong. 56,4 15,5

tas a tratamiento ultrasénico, la desintegracién de sus
membranas produce particulas submitocondriales en las
cuales los fragmentos de membrana interna se scllan en

sus extremos. Los cambios de presién producidos por el pa-
sajc de sonido a traves de la suspensién de mitocondrias
forma cavidades (fenémeno de cavitacién) del orden de 10
de didmetro que aumentan de tamaiio y finalmente sc col ap-
san producicndo velocidades y presioncs muy clevadas que
dan origen a la ruptura. La lateral idad de |la membrana
queda invertida yla cara interna cxpucsta al medio de re-
accién. Por cste procedimjento dos sitios activos de la
enzima se hacen perfectamente accesibles y se supone que
queda evidenciada toda la actividad latente de HBD y co-
mo sc¢ ve en la tabla IX la enzima diabética mantiene el
el, 50/ de diferencia con la actividad normal.

La actividad espccifica sc refierc en este caso a mg
de partfcula submifocondﬁial, que estd cnriquecida en un
20% de material membranoso respecto a la mitocondria cn-
tcra por pérdida de componentes solubles de ta matriz y
fragmentos de membrana externa, durante la inversién de la

membrana.
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.

Efecto de cistefna sobre la actividad enzimdtica: Menzel

y llammes (1973) determinaron por anélisis de la apoproteci-
na extrafda dc mitocondrias de corazén de bovino, 6,2 re-
siduos de cistcfna por cadena pol ipeptidica, y Vise y
Lehninger (1962) demostraron que hay grupos cisteicos que
en alguna medida intcrvicnen en la unién de la enzima con
c! NAD e incluso presentan cvidencias de un grupo ditiol
activo (ver también Sekuzu y col. 1963).

En los métodos dec purificacién desarrollados por dis-
tintos laboratorios la enzima se solubiliza y precipita con
sul fato de amonio en presencia de colato (Sckuzu y col.19061)
o a pll elevado (Cotterer, 1967) y deben incorporarse du-
rante el fraccionamicnto reactivos protectores de tiol, que
también son requcrimiento absoluto ¢ }nespeciFico para la
estabilidad y actividad de la enzima recconstitufda.

Se intenté una prueba de reversién del defecto de la
HBD carcdiaca de rata diabética con cistefna, en el su -
pucsto caso dec variacién de la recactividad de los grupos
sulfhidrilos | ibres en el centro activé. Cn nucstra prepa-
racién cruda, con actividad ligada a la membrana, no sc
obscrvé el cfecto protector de la cistefna; tanto cn las
mitoconcrias diabéticas como testigos, la velocidad de

rcaccién no fué cstimulahle por cisteina 50 wii.

Tabta X - EFECTO DE CISTEINA SOBRE 1t EH MITOCCNDRIAS
CARDIACAS. Actividad cspecifica, promedio de & datos ¥
error standard. 3-HD 10 mM, KAD 2 mli. Cisteina en solu-

cién Tris=Clll a pll 5,0. Ratas con 30 dfas de dial.etes.

— - e— e — a —

Velocidad enzimdtica

Medio standard
cdio standar: (nmoles MADH/min/mg)

Testigos Diabéticos
con cisteina 50 mil 50,1 £ 3,3 25,9 t 1,9
sin cistcfina 48,7 £ 5 1 24,2 % 1,7
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Efccto del pl sobre la velocidad de reaccién: Se midie-

ron las actividades enzimdticas en mitocondrias de ratas
diabéticas y testicos variando cl pll de la mezcla de reac-

cién de 6.0 a 9,5, con la enzima saturada.

Figura VIl - EFECTO DEL pli SOBRE LA REACCION CATALIZADA POR
IIRD CARDJACA LN LELBRANAS MITQCCONDRIALES. Preparacién enzi-

mética dec mitocondrias rotas por 3 ciclos de congelamientos.
0,39 mg de proteina,NAD 2 mi, 3-lB 10 mil,por tubo.0tros com-
ponentes como en la figura V.eTestigos.oDiabéticos de 30 d.
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La Ficura VIl da el resultado de 2 curvas con mesc-

ta de actividad mdxima a pl 7,5-8,0. Se destaca una zona
paralela en ¢l perfil de ambas curvas con una diferencia

constante de 20 nmoles/min/mg en ta zona de pll 7,5 a §8,5.

Los primeros estudios de la enzima en mitocondrias de
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corazén de cerdo en 1937 por Green, Dewan.y Leloir deter-
minaron ¢l pll 6ptimo 7,3. Otros investigadores lo situaron

a pH mas alcal ino; Cottcrer (1967) entre 7,5y 8,5y Lehnin-
ger y col. (1960) entrec 8,0 y 8,5;y para cl sentido inver-
so de la rcaccién a pll 7,0 .

£ fecto de la tcemperatura sobre la actividad cnzimdtica

La dependencia de la velocidad de reaccién con la tempera-

tura responde a la ccuacién empirica de Arrhenius:

4Ink _ E
dT RT?
y a partir dec su recsolucién
l
Ink = % -
Figura VIIIl - EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD

HBD CARDIACA DE RATA DIABETICA Grafico del logaritmo natu-

ral de la velocidad inicial expresada como variacién de
absorbancia a 340 nm por mg de protefina mitocondrial. Las
preparaciones enzimdticas se incubaron con la coenzima y
demds componentes del medio de reaccién, tal como se des-
cribié en el texto. A:diabéticas. B: testicos.

3.3 3.4 3,5 3,6
I x 1077 (°k™ ")

=l
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pudo calcularsc la cnergfa de activacién aparente de la en-
zima de miocardio dc rata.

Se midié la velocidad inicial de reaccién catal izada
por mitocondrias de ratas diabéticas y no diabéticas a
distintas temperaturas de incubacién entre 6 y 36 °C. La
representacién de! logaritmo de esa velocidad en funcién
de la inversa de la temperatura absoluta dié un par de
rectas practiéamentc paralelas, como se observa en la fi-
gura VIIl. El valor de la energfa de activacién de cada
mucstra enzimdtica se calculé a partir de la pendiente,
que dividida por 0,219 queda expresada en calorfas por moi.

La energfa de activacién de la betahidroxibutirato-

desh idrogenasa en mitocondrias diabéticas de corazén ecs de
8700 cal/mol y.9260 cal/mo! la de los testigos. Ambos va-
lores son cercanos a los que se conocen de esta enzima,
que fué medida por Lenaz y col. (1972) cen mitocondrias de
corazén de bovino: 10900 cal/mol, y en particulas submi-
tocondriales de higado de rata por Latruffe y Gaudemer
(1974) y por Vidal y col. (1978 a) con los siguientes re=
sultados: 10000 y 11200 cal/mol, respectivamente.

Propiedades cinéticas de la enzima de rata diabé&tica:

La betahidroxibutirato deshidrogenasa, como |a mayorfa de
las deshidrogenasas dependientes del NAD, responde a un me-
canismo BiBi ordenado con el NAD como primer sustrato que .
sc une a la enzima y NADH el dGltimo producto liberado. Sec

puede representar en forma gréfica segun la notacién de

Cleltand (1963):

NAD HB AcAc NADH

kl k2 k3lk4 . ks k7lk8 kglklo

k
6
E E-NAD (E-NAD-11B) (E-NADH-AcAc)-  E-NADII E
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De acuerdo al desarrollo de la cinética de reacciones
cnzimaticas de Cleland, cuatro pardmetros son necesarios y

suficientes para describir la cinética de esta reaccién

NAD HB JNAD
con dos sustratos: vMéx' KM KM y kS

sociacién del complejo).

(constante de di-

En el caso de las recacciones ordenadas, estdn rela-
cionadas por la sicuiente ecuacién de velocidad para con-
diciones de velocidad inicial:

§ VMéx (NAD) (HB)

NAD
M

NAD _HB , _HB
S
Kg K, Ky (NAD) + K

(HB) + (NAD)(HB)

En la representacién de Lineweaver-Burk de las figu-
ras |X a y b, sc observa la familia de curvas obtenidas de
las medidas de actividad enzimdtica en muestras testigos
y diabéticas con mitocondrias congeladas y descongeladas
sucesivamente 5 voces, en el gré&fico de doble reciproca.
La concentracién del sustrato 3-hidroxibutirato varié
entre 0,7 y 5 nM en cada recta, y la concentracién del NAD
quedS fija en cada recta y toms valores de 0,1 a 2.0 M.

En los puntos correspondientes a concentraciones
altas de 3-liB pudo detectarsc un efecto inhibitorio en la
actividad de la enzima cémputablc a las sales presentes
en el medio, dado que el sustrato coro sal sédica aumen-
ta su concentracién. En csos casos las intersecciones sec
cstimaron extrapolando la linea dibujada para los puntos
de baja concentracién. Con aplicacién del método de los
cuadrados minimos para la compensacién de los errores se
determinaron las intersecciones y pendientes de las rec-
tas en las fiquras IX a y b, que responden a las siguien-

tes ecuaciones:
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Figura 1X - ACTIVIDAD HBD CARDIACA DE RATAS DIABETICAS EN
FUNCION DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO.Gra&fico ce doble

.

reciproca de la velocidad inicial de reaccién en funcién
de la concentracién del D-3-hidroxibutirato. La concentra-
cién mM de NAD, sustrato fijo, figura al extremo de cada
recta. Condiciones experimentales; ver el capitulo de Mé-
todos. a)Ratas control. b)Ratas con 30 dfas de diabetes.

a) x10”
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1001
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(nmoles NADH/min/mg prot)
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HRB NAD - HB
. KM hS Ki !
Pendiente= + .
vMéx vMéx (NAD)
,NAD
! "M |
Interseccién = + .
|
VMéx vMéx (NAD)

Trasladando los rcsultados de intersecciones y pen-
dicntes del ¢rafico IX a una nueva representacién en fun-
cién de la inversa de la concentracién de la coenzima, se
obtienen |as rectas secundarias que aparccen en la figura
X a y b, de cuyas pendientes ¢ intersecciones sec calcula-
ron los paramcfros cinéticos buscados que figuran cn la

tabla XI.

Tabla X! - CONSTANTES CINETICAS DE LA ENZIMA 3-11I1DROXIEBU-
TIRATO DESHIDROGENASA EN MITOCONDRIAS DE CORAZON DE RATA

sMitocondrias rotas por 5 ciclos de congelamicntos. La pre-
paracién diabética; a partir de 12 corazones de ratas con
diabetes de 30 dfas por dosis de estreptozotocina de

65 mg/kg de peso, y la preparacién testico; a partir de 8
corazones de ratas control inyectadas con citrato pH 4,5.
Otraa condicionos do la madida se dotallan on Métodos.

TESTICOS DIABETICAS % de T
v (nmoltes/min/mg) 64,5 42,3 65
Mdx
HMAD ) 0,093 0,240 258
il
1B . ,
KM (init) 0, 548 0,300 65
Kg'“) (mi1) 1,19 1,41 e

. -

Sc destaca una diferencia importante en la constante de
Michaelis para el UAD, que e¢s en las muestras diabéticas

2,6 veces mds alta que cn los controles, reproduciendo el
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Figura X - ACTIVIDAD HBD CARDIACA DE RATAS DIABETICAS EN
FUNCION DEL SUSTRATO. Curvas secundarias de pendientes e

intersecciones de las rectas de las figuras 1X a) y b),en
funcién de la concentracién del sustrato fijo NAD.
® Ratas control. o Ratas diabéticas (30 dfas)

Intersecciones

| | [ |

-4

-2 0 2 4 §)
1 /(NAD)  (mM)™"

Pendientes

/A

0 2

~F

1/(NAD) (mM)’l

a)
NAD
K
. M
Pendiente=
vMéx
]
Inters. _
vMéx
b)
NAD HB
KS KM
Pendiente _
Vmax
B
KM
Inters. =
Vmax



. A . - - -

Lo

LA

’

mismo cfecto que detcctaron Vidal y col. (1977 a) en la
enzima de hfgado de ratas tratadas con estreptozotocina.
La velocidad madxima de la reaccién en c¢l sentido de
la oxidacién del 3-hidroxibutirato es 35% mas lenta en
ratas diabéticas que en normales, y la constante de Mi-
chael is para este sustrato es también 35% menor. La cons-
tante de disociacién del complejo (E-NAD) es bastante pré-

xima en las 2 muestras: |8% mayor en ratas diabéticas.

d) ACTIVIDADES ENZINMATICAS EM MEMBRAMA INTERNA

Partiendo dc las diferencias detectadas en la acti-
vidad catalitica de la betahidroxibutirato deshidrogenasa
cardfaca de rétas diabéticas, se determinaron las velo-
cidades de reaccién de enzimas caracteristicas de la mem-
brana interna; citocromo c oxidasa, succinato deshidroge-

nasa y NADH deshidrogenasa.

Actividad citocromo oxidasa en mitocondrias cardfa-

cas - Determinacién de la velocidad inicial de reaccién

catal izada por mitocondrias fragmentadas: Esta cnzima, al

igual que otras ubicadas en |la membrana interna mitocon-
drial, no reacciona con el sustrato cuando la mitocondria
estd entera. Si se someten las fracciones mitocondriales
frescas a ruptura de sus membranas se |ibera la actividad
“latente” con pérdida del material de intermembrana y ma-
Friz. Partc del citocromo ¢, que cs el componcnte mds 14-
bil de la cadena de transportc de clectrones, puede sepa-
rarse o altcrar su unién con ¢l sistcma de citocrorios
(Barrectt y col. 1970); para el cnsayo espcctrofotométrico
de actividad enzimatica sec adicioné citocromo c externo.
Una mancra sencilla de liberar la actividad y que
proveydé mucstras adecuadas para las mncedidas de la HBD car-

dfaca consistié cn congelar y desconcclar repectidas ve-
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ces la suspensién mitocondrial. Sc¢ determiné la actividad
citocromo oxidasa en fracciones mitocondriales con este
tratamiento y el de choque osmético (Parsons y Will iams,
1967) en iguales condiciones de ensayo cnzimdtico; los
resultados en la tabla X!l demuestran la efectividad de
este Gltimo procedimiento con una velocidad de reaccién
que duplica a la de la muestra congelada 3 6 4 veces. Se
expl ica que el complejo de la citocromo oxidasa, de im-
portante tamafio y que atraviesa de una a otra cara la mem-
brana interna, resulte susceptible a los daiios propios del
material biolégico sometido a congelamiento. Con la expan-
sién hipoténica de la mitocondria el citocromo ¢ exégeno
accede a su sitio cn el lado ¢ de la membrana interna que
queda expuesta después de la ruptura de la membrana exte-
rior. Como la integridad de le& membrana prédcticamente no
se altera por cste método estd favorecida la actividad de

citocromo oxidasa en membrana interna.

Tabla X111 - ACTIVIDAD CITCCROMO C OXIDASA EN MEMBRANAS
MITOCONDRIALES DE CORAZON DE RATA. Dos tubos con el sedi-
mento de 7700 xg, fraccién de mitocondrias enteras, se
suspendieron: uno cn sacarosa 0,25 M para someterlo a
concelamiento y descongelamiento, y otro en fosfatos 0,02
M durante 20 minutos. Se midiéla velocidad de oxidacién
de ferrocitocromo c 14 uM por ¢l método de Smith (1954).

Tratamiento Activ.cespecifica

de la enzima (umoles cit/min/mg)
H.ipotonicidad 0,91
v + | congelamiento 0,50
” + 2 “ 0,47
” + 3 r 0,22
Congelamientos: 3 0,43
4 0,49
5 0,20
6 0,24
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La cantidad de protefna mitocondrial en cada ensayo:
3 a 15 ug/ml, es apropiada para obtener una respuesta |i-
necal del cambio de absorbancia con el tiempo en los pri-
meros minutos, y que la reaccién se complete en aproxima-
damente 10 minutos.

La preparacién enzimdtica de mitocondrias expandidas
es relativamente estable a 0-4 °C, la actividad persiste
durante una semana, pero se inhibe si se la |lleva a -15
°C hasta nivelcs cquivalentes al tratamiento directo de

congelamiento y descongelamiento, (tabla X111).

Tabla XIIl - ESTABILIDAD DE LA ENZIMA CiTOCROMO OXIDASA
EN MEMBRANA MITCCONDRIAL DE CORAZOW DE RATA. Medida de la

> .

oxidacién acrobia de ferrocitocromo ¢ |4 ,uM a 550 nm, ca-
tal izada por mitocondrias con tratamiento hipoténico segin
sec describié en el texto de:la tabla XIl, en idénticas
condiciones. El tiempo corresponde a los dias corridos
desde el momento de preparacién de la proteina activa.

T iempo Activ. especifica
(dfas) (umoles cit/min/mg)
2 1,106
3 1,23
7 1,11
15 0,33

La actividad después de 2 scmanas, como se observa
en la tabla XIt}l, es sumamente escasa.

Cinética de la preaccién - Calculo de la constante k:

La velocidad instanté&nca dec una rcaccién enzimdtica puede
expresarse como funcién proporcional a la concentracién
del sustrato que dctermfna la cinética

_siendo:

& en

dt

C= sustrato involucrado

k constante cinética de la
rcaccién

n= orden dec la reaccién
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La acuacién anterior en su forma logarftmica

log|- CI_ 1og k + n log C (1)
dt
representa la ecuacién de una recta cuya pendiente da el
orden n de la reaccién y la ordenada al origen permite
calcular la constante cinética k.

La experiencia dcsarrollada para la determinacién
de las correspondicntes constantesdel complejo enzimati-
co de la citocromo oxidasa en |las membranas de mitocon- .
drias cardiacas de rata consistié en la incubacién de
una solucién 33 uM de ferrocitocromo ¢ con 27 ug de una
suspensién de mitocondrias con bucna actividad catalftica
y se registré la velocidad de oxidacién del! sustrato en
presencia de oxfgeno. El trazado espectrofotométrico de
la figura X| muestra que con esa concentracién inicial
de sustrato la disminucién de absorbancia a 550 nm es
rdpida y se puede apreciar por cl agrcgado de ferricia-
nuro un salto minimo de extincién para completar la oxi-
dacién del sustrato. £l gréfico inserto en la figura XI
es la rectificacién de esa curva por su reprcsentacién en
escala semilog, que confjrmn una cinética dec primer orden
para esta reaccién.

Graficando !ta velocidad instantdnca de oxidacién del
sustrato cn luncién de su concentracién instantdnceca cn ecs-
cala logarftmica se obtuvo la recta de la figura X|1, de
acuerdo a la ccuacién (1) . la pendiente = 0,94 corrcs-
ponde a un orden de recaccién aproximadamente I,

Para deducir el valor de la constante k se extrapolé

hasta una concentracién dec citocromo=l o sea logaritmo=0

cuando segin la ccuacién (1)AC _ k. La ordenada en este
-

At
punto resulté 3,4 si la unidad de tiempo de la velocidad
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de reaccién cra cl minuto, y pasandolo a segundos
k = 0,057 seg
La constante k también puede calcularse utilizando

la forma integrada de la ecuacién diferencial que mencio-

naramos al principio:

dC _ k dt

Figura X1 - OXIDACION DE FERROCITQOCROMO C CATALIZADA POR
W ITOCONDRIAS CARDIACAS DE RATA. Registro espectrofotomé-~

trico a 550 nm de la oxidacién de citocromo ¢ reducido

33 uM, con 27 mg/ml de protefna mitocondrial, en las con-
diciones detalladas en el capftulo de métodos. El gr&fi-
co inserto muestra el decrecimiento logarftmico de la con-
centracién instantdnca de: sustrato en funcién del tiempo.
La concentraciédn de sustrato se expresa como diferencia

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 reaccién.

Fe(CN)6K3\\‘.

1
3a
Segundos
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que se resuelve entre los | imites t2 y tl
2,3 (log C, - log C,)
k = | 2 (2)
t " %

De acuerdo a la ecuacién (2) la pendiente de la rec-

ta de la figura inserta en la X| multiplicada por 2,3 da
-1 ..

el valor de k= 0,057 seg que coincide con el calculado

por el método grafico de la figura XI|

Figura X11 - RELACION ENTRE VELCCIDAD DE REACCION INS-
TANTANEA Y CONCENTRACION DE SUSTRATO. Reaccién cataliza-

«a por citocromo c oxidasa en mitocondrias de corazén de
rata a pl 7,0 y en las condiciones dc la figura XI|. Mé-
todo grafico para dcterminar orden y constante de rcac-
cién secun la ecuacién (1) en el texto.

4,0

3,0

2,0

C
t

1 | { |
0,1 0,2 10,30,40,5 i,0

(ferrocitocromo c)
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Smith y Conrad (1956) advirtiecron que la reaccién
catal izada por csta cenzima en membranas mitocondriales de
corazén o por la enzima purificada es de primer orden res-
pecto al sustrato y que ¢l valor de la constante dc veloci-
dad disminuye al clevarse la concentracién total de cito-
cromo ¢ (oxidado + reducido) al iniciarse la reaccién. Ve-
rificamos lo expuesto por estos autores con nuestra prepa-
racién de enzima, midiendo el valor de k con concentracio-
nes iniciales de citocromo ¢ reducido en cada ensayo en -
tre 4 y 28 uM, y los resultados se muestran en la figura
Xill.

Ficura X111 - EFECTO DE LA CONCENTRACION INICIAL DE SUS-
TRATO SOBRE LA CONSTANTE CINETICA DE CITOCRCHMO C OXIDASA
Se midié la actividad de la ecnzima unida a las crestas
de mitocondrias de corazén de rata en las mismas condi-
ciones quc sc detallaron cn el capftulo de métodos, va-
riando la concentrecién de ferrocitocromo ¢ inicial. En
cada experiencia se utilizé 0,009 mg de protcina activa,
y se calculé la constante especifica k'’ por cl|l método de

la Tigura XI, expresandola por segundo y por mg de pro-
tefna mitocondrial. '

1.62 —
a0
£
E 1.58 |-
o)
0
0
:! |154_
| 1 1 [ |

o

10 15 20 25
(citocromo c) (uM)

La enzima unida a mitocondrias fragmentadas de cora-
z6n de rata cuyas caracterfsticas cinéticas fijamos prece-
dentemente fué util izada para el cstudio comparativo de la

etapa final del flujo de clectronecs cn animales con defi-



ciencia insul fnica.

Actividad citocromo ¢ oxidasa cardiaca de ratas diabé-

ticas por estreptozotocina: Se midié la velocidad inicial

de reaccién en mitocondrias de ratas inyectadas con la do-
sis usual de diabetégeno entre una semana y un mes antes
de la experiencia; la concentracién inicial del sustrato
en ¢l estado reducido se fij6 estrictamente entre 15 y 1|7
MM. Los resultados demuestran, como lo evidencia la tabla
KiV,que la actividad funcional del citocromo g;g3 no esté

sujeta a control hormonal por insul ina.

Tabla X1V - EFECTO DE ESTREPTOZOTOCINA SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA CITOCROMO OXIDASA DE MITOCONDRIAS CARDIACAS

Los resultados son promedio del namereo de experimentos en-
tre paréntesis con cl error medio cuadritico. Las ratas
presentaban sintomas de diabetes con tiempos de evolucién
de 8 y 30 dfas. Mitocondrias aisladas por la técnica de
Favelukes y col. (197!) y fragmentadas segun método de Par-
sons y Williams (1967). Ferrocitocromo ¢ 15 a I7 ud y 2 a

0 wg de protefna mitocondrial en cada ensayo.

Activ.especifica
(umoles cit.c/min/mg)

Testigos (4) 1,85 ¥ 0,19

Diabéticas (5) | 1,81 £ 0,18
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Actividad enzimatica NADlI deshidrogenasa cardfaca de

ratas diabéticas por estreptozotocina: La NADI deshidroge-

nasa es una Tlavoprotcina inserta en |las crestas cuya fun-
cién es transferir electrones del NADH intramitocondrial,
producto de las rcacciones oxidativas intracelulares, y
encauzarlos en la cadena respiratoria.

La metodologfa para su determinacién en preparacio-

nes particuladas, por cl método de Minakami y col. (1902),
utiliza Fe(CN)GK? como aceptor de clectrones en la secuen-
cia: NADIi ----» flavoprotefna ----s» ferricianuro

Este aceptor externo rcacciona rapidamente y con .e-
ficiencia cuando la concentracién del sustrato se mantie-

4

ne cerca de | 6 1,5 x 107" M; si la concentracién de NADH
supera ese valor, aumenta progresivamente la fraccién 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 concentracién inicial de NADH 0,15 uM, el
ferricianuro de potasio actia a nivel de la NADH deshidro-
genasa involucrando al hierro no heminico. En el caso de
concentraciones de NADHI del orden de 0,6 mM, el ferricia-
nuro actda cn un segundo sitio, probablemente a nivel del
citocromo ¢ 6_E|-

AGn en cstas condiciones, la velocidad de reduccién
de! ferricianuro por una preparacién de mitocondrias per-
mcabil izadas no expresa s6lo la actividad de |a NADH oxi-
dasa sino que contribuyen otros sistecmas presentes en la
mitocondria capaces también de rcducir ferricianuro.

En la tabla XV sc consignan los resultados de veloci-
dad maxima rcspecto a ferricianuro de potasio a 30 °C, de
mucstras mitocondriales de ratas con 7 y 30 dias de dia-

betes, que no dificre significativamente de los controles,

Las constanies de Michaelis aparentes respecto al ferri-



cianuro de las mitocondrias diabéticas son indistingui-

bles de los testigos.

Tabla XV - EFECTO DE ESTREPTOZOTOCINA SOBRE LA ACTIVIDAD
CATALITICA NADH DESHIDROGENASA EN MITOCONDRIAS CARDIACAS
Medida de la velocidad de rcaccién KADH-ferricianuro 6xi-
do reductasa segGn método de Minakami y col.(1962). Resul-
tados de 4 experimentos; en cada uno se incubé 0,10 a
0,34 mg dc protcina mitocondrial con trietanolamina 0,04
My solucién de fosfatos 40wt a pll 7,4.Velocidad méxina y
K., es el resultado de la aplicacién del método de cuadra-
dos minimos a los gréficos de doble reciproca de I/v. en
funcién de 1/(S) cuando S variaba de 0,4 a 2,0 mM. Ratas
con 30 dfas de diabetes; mitocondrias aisladas y fragmen-
tadas seoun método de Parsons y Williams (1967).

Activ.especfifica KM aparente
(umoles NADH/min/mg) mhi Fe(CN)6K3

Testigos 1,36 £ 0,17 0,48 ¥ 0,035
Diabhéticos 1,80 £ 0,38 0 43 £ 0,069

Actividad succinato deshidrogenasa cardfaca de ratas

diabéticas por cestreptozotocina: La actividad de esta enzi-

ma fué medida en |las membranas mitocondriales util izando
un transportador de clectrones artificial y bloqueando el
pasaje de los electrones a través de la cadena respirato-

ria con cianuro. £l esquema de reaccionecs cs:

succinato MSF(oxidado) DCFi(reducido)

fumarato "MSF(reducido) DCFl(oxidado)

Se determiné espectrofotométricamente la desapari-
cién del colorante DCFl a 600 nm catal izada por muestras
prcparadas a partir de ratas con diabetes.

Como el succinato rcacciona con la cadena respirato-
ria sé6lo por la cara de |a membrana interna expucsta a la
matriz (larris y col. 10067), todos los componentes de la

reaccién deben scer forzados al compartimiento interno mi-



tocondrial y a tal fin sec utilizé la misma preparacién de
mitocondrias quec para ensayos de NADH deshidrogenasa y ci-
tocromo oxidasa.

Giuditta y Singer (1959) seleccionaron el MSF entre
una serie de diferentes aceptorcs, cada uno de los cuales
mide una fraccién de la actividad total de la enzima, que
fué ensayada por estos autores en preparaciones particula-
das o enzima solubil izada de corazon de bovino. La veloci~-
dad de oxidacién de succinato con MSF se realiza a veloci-
dad comparable a la ligada a cadena respiratoria completa
en las preparaciones frescas de Keil in-Hartreey en base a
estos datos consideran que la velocidad succinato-MSF re-
ductasa reflcja la velocidad de la succinato oxidasa en
corazon de mamiferos.

La velocidad de reaccién de nuestras preparaciones mi-
tocondriales de rata fué medida en las condiciones ya decs-
criptas y con concentraciones de MSF variables entre 0,125
y 1,0 mg; en cada experimento individuél no era detectable
diferencia entre diabéticos y testigos, tanto en ratas
a7 6 30 dias del tratamiento de cstreptozotocina. Los
datos en la tabla XV| son el promedio estadistico de me-

didas con 0,165 mg del aceptor de electroncs.

Tabla XVI - EFECTC DE ESTREPTOZOTOCINA SOBRC LA VELOCIDAD
DE REACCION SUCCINATO- MSF REDUCTASA EN CORAZON DE RATAS

Promedio de 7 experimentos con ¢l crror standard. Medida
de desaparicién a 0600 nm del DCF1;0,05 a 0,2 mg de protel-
na y 0,033 ml LSF 5mg/m! en cada ensayo.

Activ.especifica
(unoles succinato/min/mg)

Testigos ' 0,137 t 0,012
Diabéticos 0,149 t 0,014
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e) INCORPORACION DE AMINOACIDOS “IN VITRO” A PROTEINAS Ml -
TOCONDRIALES DE CORAZON DE RATA DIABETICA

Se presentardn rcsultados que demuestran la sensibili-
dad del sistema biosintético de proteinas mitocondriales
a las variaciones endécrinas de la rata, midiendo la velo-
cidad de incorporacién de lcucina marcada en presencia de
la mezcla de los demds aminodcidos no radiactivos en mito-
condrias aisladas de corazones de ratas tratadas con es-
treptozotocina y/o insulina.

El primer paso en este estudio consistié en desarro-
Ilar un sistema reproducible y probar las condiciones ép-
timas para intentar en un segundo paso los ensayos con mi-
tocondrias diébéticas; al respecto sc aplicé y adapté la
mctodologfa en uso en este l'aboratorio para la marcacién
isotépica “in vitro” de las mitocondrias de tejido hepéa-
tico y de masculo csquelético a las mitocondrias de cora-
zon.

Para evitar resultados con una base de error y la su=-
perposicién con otros sistemas de sfintesis proteica, sea
citoplasmitico o bacteriano, se deben cumplir ciertos re-
quisitos en los experimentos de incorporacién:

i) La fraccién mitocondrial usada para cstos estudios de-

be estar libre de otras estructuras subcelulares, en espe
cial ribosomas y pol isomas.

2) La protefna marcada debe ser perfectamente separable
de! aminodcido radiactivo no incorporado a las proteinas.
3) La contaminacién bacteriana debe scr estrictamente
evitada.

La primera condicién sc cumpl ié al scparar las frac-
ciones subcelularces por ultracentrifugacién diferencial vy
lavando repetidas veces las mitocondrias sedimentadas para
eliminar la fraccién microsomal dcl sobrenadante de 7700

xg. El sistema de incorporacién de aminodcidos a mitocon-
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drias intactas cxhibe propiedades particulares que la di -
ferencian del sistema citoplasmatico: a) las mitocondrias
aisladas no requieren la adicién del soluble o fraccién so-
brenadante de 105000 xg, complemento de enzimas y cofacto-
res que ya cstdn contenidos en el organo}de; b) no se in-
hiben con ARNasa; c) su cinética de incorporacién es | ineal

durante un tiempo m&s prolongado, como se demuestra en la

figura XVIl; d) es sensible a inhibicién por cloranfenicol

tal como lo es el sistema de sfntesis proteica bacteriano,
e insensible a cicloheximida ('Wheeldon y Lehninger, 1966;
Beattie y col.,1907).

La segunda condicién se cumplié filtrando el produc-
to de la reaccién a través de discos Millipore de poro fino
que retiene |las protefnas insolubles en 4cido tricloroacé-
tico al 5% en caliente y deja.pasar la leucina libre o uni-
da a ARN-t, aunque parte de la marcacién se pierde como pép-
tidos solubles cn 4cido disminuyendo la eficiencia de la
detecciédn.

La tercera condicién se cumplié llevando a cabo los
ensayos de marcacién cn condicioncs estériles para el imi -
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 lavé previamente con alcohol, utilizando material
de vidrio y de cirugia ecsteril izado, trabajando bajo cam-
pana estéril con !ampara UV y con las soluciones que com-

ponen el medio de homogeneizacién y de incubacién de las
mitocondrias aisladas filtradas a través de discos Mill ipo-
re para retener bacterias.

Eleccidn de las condiciones éptimas para las medidas:

El aminodcido radiactivo se incubé con las mitocondrias re-
cién aisladas suspcndidas ¢n solucién isoténica de sacaro-

sa cn presencia de la solucién amortiguadora a pH 7,4, io-
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++
nes Mg y fosfato, y EDTA. La tabla XVI| muestra algunas
caracterfisticas de los ensayos de incorporacién cn mito -
. . ++ . e .
condrias, su dependencia del Mg , aminodcidos y fuente

de energfa.

Tabla XVII - INCORPORACION DE LEUCINA-'%C A MITOCONDRIAS
DE CORAZON DE RATA. 1,3 mg de protefna de una suspensién
de mitocondrias de respiracién acoplada a la fosforilacién
oxidativa, controlado polarograficamente segun se descri-
bié en el capftulo de métodos, se incubé con una mezcla de
reaccién compuesta de CIK 40 mM, EDTA 1,3 mM, Teris-CIH 20
md, SO ,vig 8 md, 50 ug de mezcla equimolecular de aminodci-
dos, sistema gencrador de ATP: ADP | md, malato+glutamato
10 md y fosfatos 16 mM, a pH 7,4, en sacarosa 100 mi;
volumen t? al de I ml. El aminodcido marcador: 0,25 uCi de
leucina - 'C. Cicloheximida: 30 ug/incubacién; cloranfeni-
col: 50 ug/incubacién. Se midié radiactividad en las pro-
tefnas precipitadas en TCA 57 segln se detallé en el texto.

Condiciones Activ. especifica
del ensayo (cpm/mg) 7
medig completo 45 100
- Mg 4 9
- mezcla aminodcidos 25 56
-~ mal ato-glutamato 19 42
- ADP y sustrato oxidable 13 20
+ cicloheximida 43 26
+ cloranfenicol 6 13
. ++ . .
El ion Mg es requerimiento absoluto para la rcac-
cién; la adicién de una mezcla cquimolecular de aminodci-

dos menos lcucina, que es el marcador isotépico adicionado
scepapadamente, incrementé un 807 ¢l resultodo ¢en relacién
a la utilizacién del contenido endbgeno de aminodcidos.

La rcaccién se frené un 87% por la presencia del clo-
ranfenicol, antibiético que selectivamente inhibe ¢l siste-
ma mitocondrial de sfntesis de protefnas sin afectar el ci-
toplasmético, y por otro lado fué rcsistente a ciclohexi-
mida, que es el inhibidor de la peptidil transferasa cito-

plasmética.
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Seleccién del sistema generador de encrgia: Dentro de

la complejidad del proceso de sintesis de un polipéptido,

comenzando por ¢l transporte de aminodcidos a través de la
membrana, hay varios pasos endergénicos involucrados, sin

que pueda precisarse si el requerimiento es por ATP o por

algotn intermediario energizado de la mitocondria.

Diversos investigadores que estudiaron la dependencia
de la sintesis proteica mitocondrial con el meccanismo pro-
ductor de energia observaron su estimulo al incluir sus-
tratos respiratorios mitocondriales (Roodyn, 190l; Kroon,
1964) o su depresién por desacoplantes de la fosforilacién
oxidativa o inhibidores del flujo de clectrones (Vhecldon
y Lehninger, 19606).

Ya se cvidencié por los resultados de la tabla XVII
que la omisién de esos sustratos o de ADP en las incuba-
ciones de fraccién mitocondrial de corazén de rata baja el
rendimiento de la incorporacién de leucina—|4C. A partir
de esc dato se probaron distintos nucleétidos de adenina y
sus concentracionces mis apropiadas para clevar la eficien-
cia de la incorporacién. lna al fcuota de esas fracciones
se utilizé para las medidas polarogrdficas que paraleclamen-
te verificaron la intcgridad y eficiencia respiratoria de
esas preparacioncs.

Las mitocondrias respirantes posecen ¢n sus membranas
un sistema transportador cspecffico que facilita el pasaje
de ADP y ATP,la translocasa sensible a atractilésido.
Cuando se adicionaron los nucleétidos a las incubaciones
se observé que tanto AMP .como ADP y ATP aumentan ¢l rendi-
miento dec la marcacién (tabla XVII1). Resulta diffcil de
expl icar la respuesta al AMP por cuanto la membrana interna
es impermecahle a &ste; la trarnslocasa de adeninanucleétidos
no se unc a AMP, tal lo demostrado por Klingenbemgy col.

(1975) y ademas actua preferentemente en el sentido de la
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extrusién de ATP y entrada de ADF.

Tabla XVII1 - DEPENDENCIA DE ENERGIA PARA LA MARCACION "IN
VITRO” DE PROTEINAS il TOCONDRIALES. Componentcs del medio
de incubacién como en tabla XVIl exccpto ADP y malato-glu-
tamato (#M-G). CrP:crcatina fosfato 5 mil; CrK: fosfocreatina
quinasa 0, mg/incubacién.

Medio completo + Activ.espccif.
(cpm/mg)
H=G 10 mi 17
AMP 2 m + M-G 5 mit 63
ANMP 4 mld + " voou 53
ADP | mi + M-G 5 mi 51
vowon + M-G 10 mii 62
ADP 2 mh + M-G 5 mhl 87
oo + M-G 10 mh 106
ATP | mbh 58
ATP 2 mid 78
ATP 1 mhl + CeP + CprX 42
ATP 2 mi + " + ” 52

Wheeldon y Lehninger,(1966), y contrariamente a nues-
tros resultados, demostraron que ALiP inhibe la sfntesis en
tanto una fuente exégena de ATP con sistema regenerador es
més eficioente que la utilizacién de la cadena respiratoria
acoplada, a pesar dec que en cse esqucma experimental la
translocasa no ecstarfa f;ncionando en su sentido mds favo-
rable. Nuestros cxperimentos con ATP y fosfocrcatina quina-
sa dan un rendimiento 50 0 menor que con ADP y malato-glu-
tamato coincidiendo con Kroon (1963), quien proponc la
posibilidad del aprovcchamiento de la cnergfa de la oxida-
cién de un sustrato sin sintetizar ATP como paso previo.

La incorporacién de leucina a nuestras preparaciones
mitocondriales de corazén se aceleré cuando la concentra-
cién de ADP sc llevé a 2 mH y la del sustrato a 10 mM. (ta-

bla XVI11),
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Inhibidores de la sintesis protcica mitocondrial: En

un experimento que pucde aclarar la presencia de residuos
de citoribosomas cn c¢l sedimento de 7700 xg que dicra ori-
gen a una marcacién extra, las fraccioncs mitocondriales
con un ndmcro creciente de lavados cn el medio de homoge-
neizacién de Chappell y Perry (1954) con albamina Img/ml,

sc¢ incubaron en presencia de cicloheximida o cloranfeni-

col, inhibidores especificos citoplasmdtico y mitocondrial,

respectivamente.

Tabla X1X - EFECTC DE IMNHIBIDORES SOBRE LA SINTESIS PRO-
TEICA MITOCONDRIAL. El procedimiento para estos ensayos ya
sc describié para la tabla XVI[. ADP | mil, Y¥-G 10 mhi de
cada uno. Cicloheximida 50 ug/incubacién. Cloranfenicol:
30 ma/incubacién.

Actividad especifica

Medio completo +
P (cpm/mg)

Mitocondrias con
3 lavados 4 lavados

_____ 71 65
cicloheximida 72 65
cloranfenicol 33 12

En la tabla XIX se observa que la presencia de ciclo-
heximida no modifica la incorporacién mitocondrial, pero
30 ug de cloranfenicol en las incubaciones con mitocondrias
con 4 lavados pproduce un 82 % de inhibicién . La
homogencizacién reiterada de la fraccién mitocondrial
disminuye en cierta.medidg el rendimiento, pero asegura la
pureza de la preparacién. En la muestra con 3 lavados, la
diferencia de la velocidad de incorporacién producida por
el cloranfenicol es del 547, que estd por debajo de los in-
dices de inhibicién habituales en la | iteratura. Para des-

lindar los efectos atribufbles a la diabetes sobre ¢l sis-
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tema de sintesis protcica mitocondrial y citoplasmético
debemos considerar insuficiente 3 lavados para los expe-
rimentos comparativos entre mitocondrias de ratas diabé-
ticas y normales.

Eleccién del sustrato respiratorio: El rendimiento

de la sfintesis protcica sin sistema externo de energfa de-
pende de aquellos metabol itos que se catabol izan en las

mitocondrias y al imentan la cadena de transporte de elec-

trones. Ensayando con succinato, malato, piruvato, gluta-

mato y al facetoglutarato, resulté mas efectiva la mezcla
de malato-glutamato |10 mM de cada uno, que igualmente se
habfa evidenciado como 6ptimo sustrato en las medidas de
velocidad respiratoria y fosforilacién del ADP (tablas

XVII y XX, ver también tablas 1l y VI).

Tabla XX - EFCCTO DEL SUSTRATO OXIDASLE MITOCONDRIAL SO~
BRE LA INCORPORACION DE LEUCINA RADIACTIVA. Condiciones

similares al ensayo de la tabla XVl con ADP 2 mM. Leu-
cina presente en cada incubacién: 0,25 uCi. El sustrato
malato + glutamato contenfa malonato con el 50% de la
concentracién de aquellos.

Activ. especif.{cpm/mq)

Sustrato 5 mM 10 mM 20 mM
succinato S8 86
mal ato-glutamato 88 102 &7
piruvato 56 85
piruvato-mal ato S7 86
al facetogl utarato 39 38

El resultado de estos experimentos confirma el acopla-
miento del broceso' endergénico de formacién de uniones
peptidicas con la cadena respiratoria y fosforilacién oxi-
dativa mitocondrial.

. . =
Concentraciones éptimas de kg y fosfatos: Hemos

visto en la tabla XVII la dependencia de la rcaccién con

H v - . -
cl Mg ; al aumentar a 12 mM su concentracion mejora la
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velocidad de la sfntesis. La concentracién de fosfato fué
también motivo de ajuste, segun vemos en la figura XIV la
concentracién 8 mM es 6ptima e incrementa el 40% el resul-
tado respecto a la concentracién del método original. E|
fosfato cumple aquf el papel simultédnco de regulador del

pH y sustrato de la ATP sintetasa.

Figura XtV - EFECTO DE LA CONCENTRACION DE IONES Mg++ Y
FOSFATO SCBRE LA INCORPORACION DE LENCINA A MITCCONDRIAS

CARDIACAS DE RATA. | mg¢ de protefna mitocondrial incuba-

do con CIK 40m:, EDTA 1,3 mM, Tris-CIH 10mM, ADP 2mM,ma-

lato-glutamato 10mM, 50 mg mezcla equimolecular de amino-
dcidos excepto lcucina que como marcador isot?ﬁico se a-

gregé independicntemente 0,25 uCi de leucina-""C, en sa-

carosa IOOmﬂ+.CUrva A : variacién de fosfatos entre O y

IOm¥ con Hg fijo en 8mM. Cupva B,varfa Mg++ y fosfatos

fijo en 10 mM.- '
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80
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Eleccién de la solucién amortiquadora: Good y col.

(1966) publicaron un trabajo que demuestra las ventajas de
una serie de amortiguadores con estructura de aminodcidos
N-sustitufdos para obtener preparaciones mitocondriales mds
estables, mejorar la actividad respiratoria y aumentar el

rendimiento de la sintesis proteica. La inclusién de bicine

+ 2 -
(N,N,Bis(2-hidroxietil)glicina) (HKOCH cnz)-N -CH"CO00

i
en el medio de homocenecizacién del tejido cardfaco durante

2

el aislamiento de nuestras muestras mitocondriales o duran-
te las medidas de velocidad respiratoria no mejoraron el
rendimiento mitocondrial o el consumo de oxfgeno al utili-
zar Tris-CIH, pero su presencia en las incubaciones con
aminoacidos favorece la captacién de radiactividad en las
protefnas precipitadas en TCA 5%.

Al elevar la concentracién de Tris-Clil se detecté in-
hibicién (ver figura XV), mientra que bicine aumenta el

rendimiento a todas las concentraciones ensayadas.

Figura XV - EFECTO DE TRIS-CIH Y BICINE EN LA SINTESIS
PROTEICA DE MITOCONDRIAS CARDIACAS.Incubacién de 1,06 mg

dc protefna mitocondrial con una mezcla de reaccién que
contenfa SOAMg 8mii, fosfatos & mhi, ADP 2 mM y otros com-
poncntes qué se describieron para la tabla XVII. Curva
A: bicine a pH 7,4 entre 10 y 60 mM. Curva B: Tris-CIH
apl 7,4 a 30°C entre 10,y 40 mi.

i T | T
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Dependencia del método de fraccionamiento subcelular:

Un aislamiento de fraccién mitocondrial sec rcalizé por cen-
trifugacién del homogcnato preparado segtn el método de
Chappell y Perry (1954) desarrollado para masculo esquelé-
tico y se comparé con otra prcparacién que homogeneizaba

el tejido cardfaco cn sacarosa-EDTA-Tris-ClH, medio de uso
frecuente cn los aislamientos de mitocondrias cardfacas.

Las medidas polarogrédficas y las incubaciones con a-

minodcidos sc hicieron paralelamente con las muestras fres-

cas, con los resultados que vemos en la tabla XXI.

Tabla XXI - EFECTC DEL METODO DE AISLAMIENTO DE #1TOCON-
DRIAS CARDIACAS SOBRE EL SISTEMA DE SIKNTESIS PROTEICA.
El consumo de oxfgeno se midié en un oxfgrafo a la tem-
peratura de 30 °C. £l sustrato en todos los ensayos era
mal atotglutamato |10 mii con malonato 5mii.SET: sacarosa
0,25 md, EDTA I mil y Tris-ClH (ph 7,4 a ¢°C) S5mid.

(a) Chappell y Perry (1954).

Medio de homoge - . C.R. Cons.02 Activ.especif.
dncizac[@n Estado 3
cl t0J190 (nAO/min/mg) (cpm/mg)
ST
Lxperimento | 3,4 189 174
v 2 3,8 204 183

Chappel | -Perry(a)

Experimento | 5,06 190 222
” 2 6,8 193 240
” 3 5,8 177 220
La velocidad respiratoria y el I’:0 no dificren en

las diferentcs preparaciones mitocondriales, pero ¢l ma-
ym:* control rceupiratorio de fas mitocondrias aisladas por
cl méiodo de Chappell y Paerry ¢s un indicativo de mitocon-
drias con mcnor daiio estructural y mayor acoplamiento del
mecanismo conservador de energfa aprovechada en la forma-

cién de unién peptidica.
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Como resultado de las aproximacioncs descriptas y con
el ajustc de las concentraciones de cada componente mencio-
nados hasta aquf, la incorporacién de Ieucina-l4C sc cua-
druplicé en rclacién a los primeros cnsayos que presenta-
mos en la tabla XVII|, para llegar a las condiciones de
reaccién utilizada en los experimentos con animales dja-
béticos. El lavado del sedimento de 7700 xg con solucién
de albtmina | mg/ml favorecec la el iminacién de &cidos gra-
‘sos libres de accién desacoplante e inhibitoria de la ca-
dena respiratoria a bajas y altas concentraciones, respec-
tivamente. Pande y Blanchaer (1971) sugieren la inhibicién
reversible de la respiracién acoplada de las mitocondrias
de corazén de rata a nivel de la translocasa de adeninanu-
cleétidos por acil-CoA de cadena larga. Las mitocondrias
tratadas con albaGmina en el fraccionamiento no requieren
albamina durante la incubacién con aminodcidos para mejo-

. i . . 14
rar la velocidad de incorporacién de leucina- 'C.

Cinética de incorporacién: La curva que muestra la

figura XV! es caracteristica del sistema intramitocondrial
de sintesis proteica,como nueva evidencia de la ausencia
de contaminantc bacteriano o microsomal.

Se observé un salto brusco de radiactividad en los
primeros |0 minutos, cuyo origen pucde atribuirsc a la
leucina que sc¢ incorpora al sistema ya funcionando con la
mezcla endégena de aminodcidos, enzimas, factores, y cn el
que probablemente sc encuentran reccptores disponibles y
répidamente utilizados. Continua un gréfico’de primer orden
respecto al tiempo y pasadas 2 horas de incubacién decae
tal vez por agotamicnto de las protefnas precursoras de
oricen citoplasndtico o por ¢l envejecimiento mitocondrial

y disminucién de la velocidad de fosforilacién.
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Figura XVI - CINETICA DE INCORPORACION “IN VITRO” DE LEU-
CINA-14C A MITOCONDRIAS DE CORAZON DE RATA. lIncubacién de

I,4 mg de protefinas mitocondriales cn el medio y las condi-
ciones descriptas en la tabla XVII

I !
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60 +—

(cpm/mg)

50 [

40

30

Activ.especif.

] I |
50 100 150
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Figura XVl - INCURACION DE LEUCINA—'AC Y MEZCLA DE AMINO-
ACIDOS CON MITOCONDRIAS INTACTAS DE CORAZON DE RATA. Resul-

tados de 2 ensayos e¢n iguales condiciones.La cantidad de
protefna en cada incubacién cen leucina 37 mM y el medio
completo de reaccién como se detallé en métodos. Se deter-
miné radiactividad en proteinas precipitadas en TCA 57%.
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Expresién de los resultados: La incorporacién del ele-

mento isotépico a las protefnas mitocondriales se expresa
como actividad especffica de la leucina radiactiva presente
en cuentas por minuto por mg de protcina de fraccién mito-
condrial que se incubé, lo que es valido en el rango de O

a 2,5 mg de protefnas en el cual la relacién es |ineal como
se aprecia en la figura XVII.

| ncorporacién de aminodcidos a mitocondrias cardfacas

de ratas con estreptozotocina: Para estos experimentos se

inycctaron lotes de ratas con una dosis dc estreptozotocina
y se sacrificaron a los 7 y 30 dias para el aislamiento de
la fraccién mitocondrial. Los datos de la tabla XXI| demues-
tran que a los 7 dias hay un descenso significativo de!l 41%
(p<0,0l) en Ia.vclocidad de incorporacién respecto a testi-
gos. En ratas con 30 dias de diabetes el descenso es del 1§
% y por la dispersién de los resultados no supone signifi-
cancia estadfstica.

Tabla XXiI -~ EFECTO DE ESTREPTOZOTOCINA -SOBRE LA MARCACION
DE PROTE!NAS DE MITOCONDRIAS CARDIACAS CON LEUCINA-'SC

Ratas inyectadas con |3 mg de cstreptozotocina por via en-
dovenosa.Peso promecdio de los corazones scgun datos extraf-
dos de Tabla 1. (a) resultados promedio de 6 cnsayos, en
cada uno se agruparon 2 corazones, p<0,0l .(b) promedio

de 7 ensayos, igualmente los testicos, p <O0,4.

Ratas Peso del Activ.especif.
corazén
B (g ~ (cpm/mg)
Testigos 0,060 190 ¥ 13
Diabetes (07) 0,47 113t 5 (a)
Diabetes (qu) 0,53 164 £ 25 (b)

El peso del corazén sufrié un descenso del 22% en la
primcr scmana de diabetes ya mencionado c¢n la tabla |, con
aumento relativo en las siquientes semanas; los animales

con 30 dias de diabetes evidenciaban una importante
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disminucién del peso total corporal (ver ffgura 1) y del
peso del corazén, 12% menor que el de ratas control. Pode-
mos destacar que la velocidad de sfntesis proteica intrami-
tocondrial en corazén acompaiia las fluctuaciones observadas
en el peso del éreano.

Tratamiento restitutivo con insulina: Las ratas con dia-

betes de 7 dfas se inyectaron diariamente con 10 U de insuli-
na Lilly NPH. La tabla XXIIl 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-
racién de leucina —|4C proporcional al tiempo de tratamien-
to insulfnico; con 4 dosis se alcanzé o sobrepasé los valo-
res de testigos no diabéticos, Las ratas testigos a su vez
incrementaron fa velocidad de sfintesis al ser inyectadas

con dosis equivalentes de hormona.

Tabla XXI11 - RESPUESTA A INSULINA “IN VIVO” DE LA INCORPO-
RACION DE AMINOACIDOS A MITOCONDRIAS CARDIACAS DE RATA.

Animales diabéticos inyectados con estreptozotocina 7 dfas
antes del experimento. La hormona se administré en dosis de
8 U/dfa insulina Lilly NPH durante e tiempo indicado. Pre-
paracién de las mitocondrias, ensayo con Ieucina-|4C, y me-
dida de la marcacién seglGn detalles en métodos.

. . 14
Incorporacién de leucina- 4C (cpm/mg)

I

Testigos Diabéticos + jnsul ina
Exp. 0 dosis 2 dosis 4 dosis
% de T _ % de T
| 1 54 93 122 79 167 108
2 108 145 168 85 187 94
3 197 153 208 105 238 120
Testigos + insul ina
2 dosis 4 dosis
% de T % de T
4 204 259 127 278 136
5 220 321 146 332 151
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Incorporacién de aminodcidos a mitocondrias dc_ratas

con hipofisecctomfa: Sc contaba con un lote de 9 ratas ope-

radas por el Dpr.C.D.Bedetti para los estudios simulténeos
de la sfntesis proteica mitocondrial en tejido hepdtico vy
de masculo esquelético (Favelukes y col.,1975). Estas ra-
tas, de alrededor de 100 g al ser operadas, no incremen-
taron su peso en los 30 dfas que le siguieron, momento en
quc fueron sacrificadas para estos ensayos. Los corazones
pesaban 0,4 g aproximadamente y fué necesario agrupar 3

corazones para aislar la fraccién de mitocondrias.

La cantidad de datos disponibles no permite una es-
tadfistica de los resultados, pero sc mencionan por su co-
rrelacién con los de otros tejidos, y con datos propios
en animales diabdticos (tablas XXI1 y XX111).

Tabla XXIV - EFECTO DE IIPOFISECTOMIA DE LA RATA SOBRE LA
SINTESIS PROTEICA EM MITOCONDRIA CARDIACA. Ratas macho de
100 g de peso, operadas por cxtraccién de la ¢léndula hi-
p6fisis por succiédn con bamba de vacfo por aproximacién
parafaringeca. No aumenté el peso corporal enel mes trans-

currido hasta cl experimerto. Peso del corazén: promedio
testigos 0,52 g,hipofisoprivos 0,24 g. Datos promedio de

dupl icados de cada experimento con 3 corazones simultanca-

mentc. Detalles de [a expericncia en métodos.

Exp.N° incorporacién leucina-'4c
o (cpm/ing) |
- _ Testigos llipofisoprivos % de T
| 182 124 -
2 151 134 %0
: 7 145 83

Simulténcamente se midié la actividad respiratoria cn
al fcuotas dec estas fracciones mitocondriales en las que se
detecté déficit del consumo de oxfceno, que pasé de 1064
a 126 nA0O/min/mg por efecto de la hipofiscctomia, ( ¢l con-
trol respiratorio bajé de 4,9 a 3,3);comparando con los rec-

sultados de la tabla XX1V, ¢! decrecimiento es proporcional.



&0
f) NIVELES DE CITOCROMOS EN MITOCONDRIAS DE CORAZON DE
RATAS DIABETICAS

Propicdades espectrales de los citocromos mitocondria-

les: Como las suspensiones mitocondriales son turbias y ab-
sorben y dispersan la luz, los espectros dc absorcién en la
mitocondria cntera no pueden medirse directamente por espec-
trofotometrfa. En los espectrofotémetros convencionalces 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 distorsionadas.

El uso del espectrofotémetro de haz dividido es venta-
Joso para estas muestras en razén de Ia‘ubicacién del foto-
multiplicador, a menos de un cm de las celdas, y por posecer
ademds un &rca fotosensible mayor.

£l grado de dispersién producido por las muestras tur-
bias depende del tamaiio de particulas y su concentracién.

En nuestras mediciones no se presentaron.difercncias en los
niveles espectrales de los citocromos por el hecho de utili-
zar mitocondrias frescas enteras, o congeladas, cuidando

que en todos los cnsayos la protefna presente en las cubetas
fuera constante.

El espectro diferencial, reducido mcnos oxidado, se
debe al efecto de la rcacciédn con ditionito y ferricianuro
rcspectivamente en cada cubeta mientras que ¢l debido al
cspectro difcerencial propio de la suspensién mitocondrial
se anula.

Las medidas dec absorbancia lefdas entre 500 y 630 nm
detcctaron las bandas& de los citocromos con méximos cn 005,
563, 550 y 554 nw corrcspondicentes a citocromos aa,, b, ¢y
un codo dc citocromo g rcspectivamente. Un trazado tipico

de los espectros difercnciales en la fraccién mitocondrial



de corazén de rata aparece en la figura XVilI.

Figura XVIII - ESPECTROS DIFERENCIALES DE LA FRACCION MITO-
CONDRIAL DE CORAZON DE RATA. 3,8 mg de protefnas en medio de

tfosfatos a pll 7,4 en cada cubeta, a una se adicioné ferricia-
nuro y a la otra ditionito. Se registré la diferencia de ab-
sorbancia entre los citocromo oxidados y reducidos con un
espectrofotémetro de haz dividido. Detalles en el texto.

T |
605 650

610 590 570 550 530
(nm).

Determinacién cuantitativa de citocromos en la membrana

mitocondrial: El método de Williams (1964) permite la esti-

macién simultanea de los citocromos mitocondriales con el
planteo de un sistema de ecuaciones con 4 incégnitas cuya
resolucién da la concentracién de cada citocromo en micro-
moles por mililitro de solucién presente en la cclda del

espectrofotémetro. Estas son:

|
o

21,0 X, + 10,3 X.,- 3,12 X+ 0,63 X

| 2 3 4" s

6,50 X+ 18,8 Xj¥ 2,55 X+ 0,95 X, = a,

= 116 X+ 0,91 Xyt 14,3 Xi- 0,320X, = a,,
- 0,22 Xi= 0,59 Xyt 0 Xyt 12,0 X, = a,

aIS' a25, a35 y a45 se calculaq por diferencia entre las
lecturas de los picos de longitud de onda de mdximos y mf-
nimos de los citocromos ¢, (S by 293 respectivamente.

A esas absorbancias contribuyen en parte cada uno de

los citocromos cn una proporcién dada por su concentracién
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y su coeficiente de extincién a la longitud de onda corres-

pondiente. Xl, X2, X3ry X

de los citocromos ¢, ¢

son las concentraciones buscadas

4

|’ b y g§3 y las cifras que los acom-
paiian en cada ecuacién los coeficientes de extincién mili-
molar en el par de longitudes de onda leido.

Williams presenta la resolucién del sistema de ecua-

ciones por sustitucién aplicando las férmulas siguientes:

a
brg = L

21,0
ps = ¢ - 6, 5! bIS

15,6
d3 _ asc + 1,16 bIs - 1,48 Cys
> 13,8
e _ a45 + 0,22 bl_5 + 0,482 o5 = 0,076 d35
45
12,0

y de ellas se¢ deducen las correspondicntes concentraciones:

cit 233: X4 = a4_5
cit b: X, =d,. + 0,0263 X
- 3 35 4
H . iz - 8 - ot
cit € X2 025 00,0484 X4 0,225
1 . i - 2 ( -
cit c: Xl bl5 0,03 X4 + 0,149 X3 0,491 X2

Niveles de citocromos cen mitocondrias cardfacas de rata
diabética: La tabla XXV resume las medidas efectuadas con
mucstras de ratas inycctadas con estreptozotocina y ratas
control. Como las diabéticas tienen corazonecs de menor ta-
maiflo y peso, sc hizo necesario agrupar 3 corazoncs para que
la cantidad de protefna mitocondrial en las dos cubetas
diera los picos cspectrales bien definidos. Los registros de
mitocondrias diabéticas y testigos siguen curvas idénticas
y los rusultados de la tabla indican que hay leve disminu-

cién de los niveles: 12/ el citocromo ¢, 97 cl aa,, 8% el b,
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y 35 el €y sin significancia estadfistica.
Tabla XXV - CITOCRO:OS MITOCOMDRIALES EN CORAZON DE RATAS
TRATADAS CON ESTREPTQOZOTOCINA: Los espectros entre 500 y

630 nm fueron medidos en un:espectrofotémetro diferencial
de haz dividido. En cada cubeta, 3 a 4 mg de protecina mi-
tocondrial. Los resultados se calcularon aplicando las
ecuaciones propucstas por Williams (1964) y sc expresan
como nmoles/mg protcfna con ¢l ecrror standard. El néGmero
de experimentos figura entre paréntesis y cada uno es un
promedio de 3 corazones. Las prucbas de significancia dan

. para diabéticos p>0,I(no significativo).

Testigos (8) Diabéticos (5)
citocromo aa, 1,200 £ 0,050 1,097 t 0,140
" b 0,877 * 0,047 0,807 * 0,061
“ g, 0,264 t 0,005 0,256 £ 0,016
" ¢ 0,685 £ 0,038 0,604 * 0,039
Los trabajos dec William; fueron revisados por Vanneste

en 1966, quien corrigié algunos coeficientes de absorcién.
Apl icamos esos valores para nuevos cdlculos, en los que la
relacién de cada citocromo en diabéticos y testigos por
supuesto se mantiene, y el contenido de citccromos es el

que vemos en la tabla XXVI.

Tabla XXVl - CITOCROMOS MITOCONDRIALES EN CORAZON DE RATAS
TRATADAS CON ESTREPTOZOTOCINA. CAlculos de los mismos experi-

mentos de ta tabla XXV con los coeficientes de absorcién
seglGn Vanneste (19006),como se explica en el texto.

Concentracién(nmoles/mg)

Testigos Diabéticos

citocromo aa, 1.097 £ 0,039 1,003 £ 0,128
“ b 0,439 * 0,024 0,405 * 0,030

" <, .0.265 T 0,007 0,256 £ 0,016

" ¢ 0,574 * 0,032 0,505 * 0,022

Los coeficientes de extincién a que hace referencia la

- . -1
tabla XXVl son: citocromo aa; 12,0 mi "cm (van Gelder y

-1 -l
Slater, 1963), citocromo ¢ 2!,] mi cm (van Gelder y Slater
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Icm"l (Zaugg y Rieske, 1962).

1962) y citocromo b 28,5 mM
De los resultados expuestos vemos que expresando los ra-
dios molares de cada uno respecto al citocrono g93,al que
le asignamos cl valor de 4, podemos aproximar a ndmeros

enteros: (aa :Q:g|:g)ﬂ(4;3;l;2) en base a la tabla XXV,

3

y (§§3:§:g :c) = (4;2;1;2) si tomamos valores de la ta-

l
bla XXVl que da menor relacién del citocromo b.

Los datos de Vanneste fueron medidos en mitocondria
de corazén cde bovino y son cercanos a los que obtuvimos
en ratas. Es mayor la proporcién c:aa, de nuestra prepa-
racién y pucde tomarse como indicativo de mitocondrias

fntegras porque el citocromo ¢ puede perderse durante el

fraccionamiento.
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CAPITULO VI

btrtScusioN

El efecto de la diabetes e insul ina sobre las funcio-
nes mitocondriales es un tema frecuentementec estudiado en
el tejido hepatico en relacién con su papel regulador del
metabol ismo de gldcidos y |fpidos, pero es escasa la infor-
macién que describe actividades enziméficas y respiratorias
del miocardio, que generalmente fueron medidas como comple-
mento de aquellas investigaciones referidas al hfgado.

Ll metabo!l ismo del miocardio exhibe algunas caracte-
rfsticas que le son propias y otras en comGn con el tejido
de musculo esquelético adaptadas a la Tuncién de contraccién
rftmica. La evidencia morfolégica de abundantes crestas en
relacién al volumcn mitocondrial es tipico de aquellos teji-
dos con importantc demanda de ATP en los que prevalecen
los mecanismos acrobios para la conservacién de la energfa.

Los principales nutrientes mctabol izados en el tejido
cardfaco; &acidos grasos, cuerpos ceténicos y glucosa, com-
pletan su degradacién compartimentada en las mitocondrias
donde se logra la transferencia controlada de los electro-
nes desde esos elecctrones & las coenzimas. Estos procesos
implican un ciclo de los 4cidos tricarboxilicos muy activo
y coordinado con la recoxidacién de las coenzimas en la ca-
dena respiratoria.

Debido a la fntima conexiédn entre los procesos metabé-
licos mitocondrriales y su ultraestructura, el e¢studio de un
cstado fisiolégico o patolégico particular debe estar enca-
rado intcgralmente cn csos dos aspectos. Tomando como ejem-
plo las levaduras en las que, citando a Packer y col. (1973)

el fenémeno de deficiencias respiratorias ocasionado por
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la pérdida o alteracién del ADN mitocondrial se traduce en
membranas funcionalmente deficientes con decrecimiento de
la actividad ATPasa y de actividades enziméticas, respira-
torias y componentes del citocromo aa,, by gl”; en base a
este modelo cxperimental de las levaduras en crecimiento

anaerébico y con ¢l conocimiento de que cxisten deficien-

cias respiratorias, enzimdticas y de la biosintesis protei-

ca en mitocondrias de mamfferos en estado diabético que ya

se comentaron en el capftulo Il b), se diseiiaron los ex-
per imentos para el estudio de las correspondientes funcio-
nes de las mitocondrias cardfacas de rata diabética, que
se proyectaron en las siguientes direcciones: a) actividad
respiratoria, b) actividades enzimdticas local izadas en el
compartimiento interno mitocondriai y c) velocidad de la
sintesis proteica, asociada con la marcacién de péptidos
de la membrana interna.

Como resultado de esos estudios se detectaron algunos
efectos transitorios cn respuesta a Ia.diabctes'experimen-
tal de la rata sobre la velocidad del transporte de electro-
nes por |la cadena, sobre la incorporacién de aminodcidos a
pol ipéptidos en mitocondrias enteras, y un efecto que per-
siste en la diabetes crénica sobre la actividad de la enzi-
ma betahidroxibutirato deéhidrogenasa.

Actividad respiratoria de las mitocondrias cardiacas:

En la primera ctapa de este cstﬁdio sc caracterizé el fun-
cionamiento de la cadena respiratoria, la velocidad de las
oéidacioncs de distintos sustratos y c¢l acceso de los ecqui-
valentes de rcducciédn cono nucleétidos de adenina o flavina.
Aquellos metabol itos que imprimen mayor velocidad al
flujo de clcctrones en mitocondrias cardfacas son malato y
glutamato aportados simultdnecamente. La enzima malato des-
hidrogenasa es inhibida por su producto pecro el agregado

de glutamato deriva cl oxalacetato formado hacia su transa-
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minacién catal izada por aspartato-glutamato aminotransfera-
sa mitocondrial, protegicendo a la enzima de su inactivacién
y acelerando la entrada del NADIl a la cadena respiratoria.
La rcaccién de transaminacién parcce mas probable en cl mGs-
culo cardfaco quec la vfa de la glutamato deshidrogenasa,

por scr esta cnzima menos activa en corazén quc la transa-

minasa (Davis, 196S). El esquema de rcacciones es el que

~ sigue:

X +
HALATO _Q'T MALATO X MAD

/_ . W
OA NADH + 1T [ Cadena j
+ R a

espiratori

GLUTAMATO NAD //)

GLUTAMATO

| ) +
aspartato o cetoglut. NADH + H

/ D NAD T

. +
succinato HADNH + H

Aspartato

-« cetoglut.

@ FAD

fumarato « FADH

MALONATO
2

)

| - NAD malato deshidrogenasa

- glutamato-oxal acetato transaminasa
- glutamato deshidrogenasa

- o¢cetoglutarato deshidrogenasa
succinato deshidrogenasa

~ transportador glutamato-aspartato

NN b A LN
|

- transportador malatd—a(cetoglutarato

El movimiento desde y hacia las mitocondrias estd fa-
vorecido por los transportadores de membrana que intercam-
bian malato con «cetoglutarato, y glutamato con aspartato.

El « cetoglutarato tiene dos caminos alternativos, su oxi-
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dacién en el ciclo del &cido citrico, o la salida de la mi-
tocondria. Este Gltimo paso estd estimulado por las concen-
traciones relativas de otcetoglutarato y malato a ambos la-
dos de la membrana (Williamson, 1979). En el esquema ante-
rior pueden seciialarse las reacciones | y 2 relativamente
mas activas que 3 y 4 (LaNoue y col.,1973), la reaccién 5§
bloqueada y las 6 y 7 intercambiando los metabol itos entre
las mitocondrias respirantes y el medio de reaccién en las
que se suspendieron.

Este conjunto de reacciones, que constituye el siste-
ma de |lanzadera del malato-aspartato para introducir los
equivalentes de reduccién citoplasmédticos originados en la
glucél isis,es mds activa que la lanzadera del gl icerofosfa-
to en el masculo cardiaco de acucrdo a los resultados de la
tabla I1l,tal como fuera demostrado en cl| masculo esquel é-~
tico (Bookelman y col.,1979; LaNoue y col.,1973).

Algunos investigadores sostienen que la enzima IIBD
cumple también en papel fisiolégico duv.lanzadera intrace-
lular con el 3-hidroxibutirato actuando de transportador
de cquivalentes reductores, también de un tejido a otro (De-
vliin y Bedell, 1960; Krebs, 1961; Klingenberg y Hafen, 1963)
pero nuestros resultados demuestran que su participacién en
el miocardio es escasa y menos eficaz que el sistema del ma-
lato, que produce una velocidad de consumo de oxfgeno que
duplica la generada por c¢l betahidroxibutirabo.

Las medidas de utilizacién del oxfgeno en el estado 4
son del mismo orden para aquel los sustratos | igados al NAD:
malato, 3-lIB, o« cetoglutarato o piruvato, pero ¢! fndice de
control respiratorio |lamativamente bajo ¢n el caso del 3-IIB
parece indicar una rcstriccién del Tlujo total de elcctrones
que no permite traspasar cicrtos niveles, atn activado por
ADP o desacoplantes. Datos publicados por Pande y Blanchaer,

(1971) son razonablemente cercanos a los de nucstras expe-
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riencias, sus mitocondrias de corazén de rata tienen una ve-
locidad de consumo de oxfgeno con 3-HB 50% mé&s lenta que con
malato y glutamato y un control respiratorio 3,3 similar al
de la tabla 11].

Respiracién y fosforilacién de las mitocondrias de ra-

tas diabéticas y tratadas con insulina. Las observaciones

en ratas tratadas con estreptozotocina indican que la velo-
cidad de las oxidaciones y eficiencia fosforilante mitocon-
drial estén protegidas en corazén, comportamiento s-imilar
al del mdsculo esquelético segun lo demostraron Favelukes

y col.(1973) y Dow (1967). Por otra parte, la | iteratura o-
frece numerosos ejemplos de deficiencias respiratorias en
la mitocondria hep&tica de ratas y otros mamiferos diabéti-
cos (Harano y col.,1972; Hall y col.,1960; Matsubara y To-
chino, 1969; Lerner y col.,1972; Vester y Stadie, 1957; Bo-
veris y col, 1969),

La disminucién aparente del control respiratorio esti-
mulado por ADP a los 2 dias de inyectar estrebtozotocina,
que aparece en la tabla V, es el resultado de la simulténea
disminucién de la velocidad en el estado 3 y el aumento de
la velocidad en el estado 4. La accleracién de la respira-
cién controlada, estado 4, de las mitocondrias diabéticas en
relacién con sus testigos es un fndice de: a) mayor desaco=
ple entre el mecanismo conservador de la encrgia y la cade-
na respiratoria, o b) disipacién de la energfa por estimula-
cién de la actividad ATPasa o por reacciones endergénicas
mitocondriales. Si tomamos |a respiracién del estado 3 como
indicacién de la velocidad de formacién de ATP, entonces
puede interpretarse como un defecto o inhibicién tempora-
ria de la ATP sintetasa o de |la disponibilidad de ADP y Pi
dependicente en este Gltimo caso de permeasas.

Se han presentado evidencias de la inhibicién de la

adenina nucleétido translocasa por accién de los acidos
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grasos |libres o csterificados\con coenzima A en las mito-
condrias de ratas diabéticas (Lerner y co!.1972; Shug y
col. 1971; Shertzer y Racker, 1976; Chua y Shrago, 1977).
Los 4cidos grasos se acumulan en cl hfgado en periodos de
degradacién excesiva de triglicéridos, por ejemplo cuan-
do se induce cl estado diabético, y pasan a la circula -
cién aumentando la concentracién intracelular en otros te-
Jidos. En tejido cardfaco, y mds evidente aGn en el hepéa-
tico, el decaimiento de la respiracién en el estado 3 es
dependiente de la concentracién de palmitoil-CoA (McHillin
Wood y col. 1977). La primera indicacién en la | iteratura
sobre defectos de la actividad fosforilante mitocondrial
del corazén por efecto de la diabetes, que publicaron
Haugaard y Haucaard en 1904, fué medida en un homogenato de
tejido que naturalmente debfa contener una elevada concen-
tracién de acil-CoA y hace pensar que cste metabolito sea
en parte responsable de! efecto observado.

Para nuestras medidas con mitocondrias aisladas tra-
tamos de el iminar esec factor a través de repetidos lavados
de la fraccién mitocondrial y mediante la adicién de albd-
mina a esa solucién, pero la accién inhibitoria sobre la
translocasa podrfa manifestarse aan con concentraciones dec
4cidos grasos inferiores a las necesarias para desacoplar
la cadena respiratoria y no pucde descartarse como respon-
sable de la depresién del consumo de oxfgeno en el cstado

3. que se presenté a los 2 dfas del tratamiento con estrep-

"+ozotocina. Por otra partce, los resultados de la respiracién

"in vitro” no nccesariamente reflejan el comportamicento
“in vivo” de las mitocondrias diabéticas desde el momento
en quec fucron suspendidas en un medio artifTicial seleccio-
nado para lograr |a mayor velocidad respiratoria pero ale-
jado de la composicién del compartimiento externo mitocon-

drial y sometidas a tratamientos mecanicos agresivos en las
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etapas del aislamiento que pueden ocasionar dafios mds o
menos evidentes scgin la fragil idad de las membranas.

La situacién inversa de elevado fndice de control
respiratorio es una evidencia de la estabilidad de la pre-
paracién y una medida de la conservacién de los compues-
tos energizados dentro del compartimicnto mitocondrial
cuya acumulacién tiende a inhibir la velocidad respira-
toria.

A través de los trabajos ya mencionados de Lerner y
col. (1972), llarano y col. (1972) o Matsubara y Tochino
(1969) parece aclararse que un factor decisivo para que
se puedan detectar deficiencias respiratoria es la seve-
ridad de la diabetes por aloxano o por pancrcatectomfia
(Roldan vy coi.,l97l), cuando se eleva |la concentracién de
dcidos grasos y cucrpos ceténicos circulantes. En cuanto
se restablecen los niveles normales por la accién de insu-

[

lina “in vivo” recuperan las deficiencias respiratorias.

La aceleracién de la respiracién y fosforilacién
por efecto de la administracién de insul ina a ratas no
diabética§ habfa sido comprobada por Schdfer y Ndgel en
19068 en las mitocondrias hepdticas y sc confirmé en las
de miocardio con los experimentos de la tabla |V, con la
salvedad del fndice P:0 que no sc alteré en miocardio.

Lo mas significativo que podemos deducir de nuestros
datos experimentales y de la bibliograffa citada es la di-
ferente respucsta a la diabetes cntre la respiracién mito-
condrial de fraccioncs aisladas de tejido hepatico y mus-
cular. Fisiolégicamente la estabil idad de cstas funciones
mitocondriales es crftica y garantiza cl acceso normal de
ATP a un tcjido con elevada demanda energética como es el
mGsculo.

Se considera que la dindmica del ciclo de los &4cidos

tricarboxflicos estd& alectada en ¢l organismo diabético a
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tal punto que no permite la oxidacién completa de los &ci-
dos grasos hasta CO2 y estimula la cetogénesis; de nuestros
experimentos puede deducirse que la velocidad de reoxida-
cién de las coenzimas en |la cadena respiratoria del miocar-
dio no es limitante de! ciclo, no se modifTicé el flujo ma-
ximo de los electrones modulado por varios intermediarios

y metabol itos adn en la diabetes crénica de 30 dfas. Debe
especul arse entonces con factorest! imitantes en otros pun-
tos del metabol ismo, por ejemplo la velocidad de reacciones
anapleréticas 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 enzimdticas en |la mitocondria cardfaca de

ratas tratadas con estreptozotocina: Scoun conceptos de

Schifer y Nigel (1968) “la velocidad respiratoria en condi-
ciones S6ptimas ostd | imitada por la actividad de las des-
hidrogenasas antes que por los niveles de citocromos”. Se
conocen varias enzimas cuya actividad catalftica estd dis-
minufda por cefecto de la diabetes y podrian ser considera~
dos determinantes de la depresién resniratoria, como succi-
nato deshidrogenasa de mGsculo esquelético (Armstrong y
lanuzzo, 1976), adenina nucleétido translocasa y citocro-
mo oxidasa hepéatica (Lerncr y col.,1972) y IIBD hepética
(Roldan y col. 1971; Vidal y col. 1977 a,1977 b).

La administracién de insulina a ratas no diabéticas
éstimuld la actividad de succinato deshidrogenasa, mal ato
deshidrogenasa, glutdmico deshidrogenasa, isocitrato des-
hidrogenasa (NAD y NADP), glutamato-0A transaminasa (Scha-
fer y Nigel, 1968). llarano y col,(1969) contraponen a éstos,
sus estudios e¢n mitocondria hepdtica de ratas inyectadas
con aloxano quec demostraron que se mantienen inalteradas

las actividades de las enzimas del ciclo del dcido citrico.
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Nuestras propias determinaciones de actividades enzi-
maticas en fraccioncs mitocondriales de corazén de ratas
con estreptozotocina indicaron que la lIBD sufrié un daiio
que afecta la velocidad de oxidacién del 3-liB, en tanto la
actividad NADH deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa y
citocromo oxidasa no se diferencia de la de testigos.

Actividad HBD, relacién temporal: La actividad HIBD

cardfaca de las muestras obtenidas de ratas diabéticas
disminuyé a la mitad del nivel en ratas normales. La apa-
ricién del cfecto de la estreptozotocina en la primera se-
mana de la diabetes de diferentes animales es dispar, ya
que en algunas ratas se encontré aumentada y en otras dis-
minufda la actividad especifica, en cambio a los 30 dfas
la disminucién es francamentc significativa.

Mayor desnivel sec produjo en |la mitocondria hepética
donde lleca a 1/3 6 1/5 de su valor normal, coincidente-
mente con la bilbiograffa citada (Roldan y col. 1971; Vi-
dal vy col. 1977 a y b). Esta enzima es.activa sélo en de-
terminados tcjidos a los que provee de sustrato para la
respiracién cclultar; ¢l hfgado conticne la mayor activi-
dad especifica de todo el organismo, donde ocurre la re-
duccién del acctoacctato en su accién anabélica y el 3-IB
¢cs liberado a la circulacién. El tcjido hepdtico tienc
también un importante papel en la interconversién de los
cuerpos ceténicos, al punto quec los animales hepatectomi-
zados pierden la capacidad de llevar a un equilibrio la
relacién plasmatica 3-11B/acctoacetato (McGarry y col.1970).
Del balance entre la sintesis hepatica de ambos cuerpos
ceténicos y su oxidacién en los tejidos periféricos de -
pende la concentracién plasmadtica total y precisamente la
disminucién del 5075 en la actividad de la HBD cardfaca se-
rfa uno de los determinantes del aumento patolégico que

sc presenta cn la diabetes.
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En perros pancrecatectomizados, secgin datos de Roldan
y col.(1971), sc incrementa casi 3 veces la concentracién
total de los cuerpos ceténicos y varfa al mismo tiempo la
rclacién 3-lIB/acetoacetato de 1,8 a.0,7 ; estos resultados
son compatibles con la menor actividad de la HBD hepéatica
y de miocardio. En la diabetes el cuerpo ceténico |iberado
mayormente a la circulacién y también ¢l més utilizado es
cl acetoacetato, que puede aprovecharse para su oxidacién
completa en los tejidos eludiendo el paso parcialmente
bloqueado catalizado por la IIBD.

A pesar de que en la mitocondria cardfaca encontramos
menor actividad HBD en ratas diabéticas, la velocidad de
consumo de oxfgeno de esas mitocondrias al oxidar 3-lIB no
estaba inhibida (ver tabla VI). Se da el caso entonces en
las mitocondrias del diabético que la oferta del NADH a la
cadena, modulada por la actividad de la HBD, queda reducida
a la mitad de la velocidad normal, que es adn suficiente
para promover el flujo méximo de electrones en la cadena
asociado a esta enzima.

Actividad IIBD; efecto de insulina: No alcanzé a re -

vertir totalmente el daiio enzimdtico producido por la es-
treptozotocina mediante la administracién de insulina “in
vivo”. El miocardio respbnde al tratamiento de |5 dias re-
cuperando el 807 de su actividad normal HBD; este resul-
tado podrfamos tomarlo como evidencia preliminar en que
tal vez no se llegé a un tratamiento adecuado para la re-
ﬁaracién total. lin detalle |llamativo de la tabla VIll es
que no aumenté la-actividad en las mitocondrias de ratas
no diabéticas inyectadas con la hormona, si lo comparamos
con el estfmulo logrado por Schédfer y Ndgel con 4 dosis

de insulina que aumenté 10 veces la actividad basal de

HBD de las mitocondrias de hfgado.
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El largo plazo desde la inyeccién de estreptozotoci-
na o insul ina requerido para que se manifieste la depre-
sién o el estfmulo posterior de la actividad, indica que
no se trata de una accién primaria de la hormona sobre
las mitocondrias cardfacas, sino que implica un desorden
metabél ico general izado cuyas consecuencias son mds diff-
ciles de discriminar.

Deteccién de la actividad HBD: Esta enzima se dife-

rencia de las clésicas deshidrogenasas dependientes del
NAD por estar inclufda en la estructura altamente orga-
nizada de la membrana y es diffcil solubilizarla. Los
estudios sobre orientacién de la enzima en |a membrana
real izados por. Mclntyre y col. en 1978 evidenciaron su
insercién parcial a través de la porcién hidrofébica 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 NAD reducido en el curso'de la reac-
cién, debido a la barrera de permeabil idad al NAD. La en-
trada de 3-HB,en cambio, no estd sujeta a restriccién por-
que es independicnte de transportadores y atraviesa |as
membranas por simple difusién (Moyle y Mitchell, 1973).

Lsta disposicién topolégica explica las diferentes
velocidades de rcaccién que resultan por los distintqs
métodos para la liberacién de la actividad latente. Se
[Ievaron a cabo simulténeamente con fracciones mitocon-
driales de corazén las pruebas de permcabil izacién y me-
dida de la actividad HBD suponfendo que |la resistencia
particular a alguno de esos tratamicntos podrfa revelar
diferente fragilidad y velocidad de pasaje del NAD-NADH
entre muestras diabéticas y testigos.

Los experimentos demostraron que: 1) la disminucién

de actividad enzimdtica en muestras diabéticas, del 50
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al 60% en relacién a sus testigos, no es un artificio de
la preparacién y se evidencié iﬁdependientemente del pro-
cedimiento utilizado para permeabil izar |as membranas. 2)
la ruptura de |a membrana externa de las mitocondrias ex-
pandidas en un medio hipoténico no permite la unién de la
HBD oon la coenzima que ocurre en la cara interna de la
membrana interna, y la baja actividad detectada responde a

dafios leves en las crestas que permiten el lento pasaje de

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

de la fraccién mitocondrial produce ruptura aleatoria y
creciente en sus membranas; la figura VIl| muestra que la
velocidad de reaccién en funcién del naGmero de congela-
mientos crecié paralelamente en las muestras diabéticas y
sus controles (en este experimento mantuvieron una rela-
cién 1:4) y llegaron simultadreamente a su actividad méxi-
ma. Si la estructura u organizacién de la membrana inter-
na estuviera alterada en las ratas inyectadas con estrep-
tozotocina, no se manifesté en la velocidad de | iberacién
de la actividad HBD latente. 4) la inversién de las mem -
branas”inside-out” en las partfculas submitocondriales
facilita la formacién del complejo enzima-NAD; si compa-
ramos |la velocidad de reaccién catal izada por |a prepara-
cién de partfculas con las del método de choque osmético,
vemos que responde a la descripcién de Mclintyre y col.
(1978) de la HIBD con su centro activo en la cara M.

Diferencias de HBD cardfaca en ratas diabéticas: Al

detectar un cambio enzimético asociado a una variacién en-
décrina se plantea el interrogante: se produjo variacién
de la capacidad catalftica de la enzima, o nos encontramos
ante un déficit de su contenido celular producido por mo-
dificacién de la velocidad de sintesis o de degradacién?

Un poco mas adelante anal izaremos |as consecuencias

de la diabetes de la rata sobre la sfntesis de protefnas
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en mitocondrias cardfacas, pero ese estudio no se refiere
en realidad a la enzima HBD, protefna sintetizada por los
ribosomas citoplasmdticos e incorporada a la estructura de
la membrana interna. No hay hasta el presente informacién
acerca de la modulacién de su sfintesis por insulina, y més
conflictivo aidn es el conocimiento acerca de la velocidad

de degradacién de ésta y de todas la enzimas, tema tratado

por Schimke en su revisién publicada en 1973.

Para justificar o local izar variaciones cual itativas
debemos tener en cuenta, en una enzima |igada a |a membrac
na, no sélo su estructura proteica sino incluir la porcién
lipfdica y su entorno lipfdico. Vidal y col. (1977 b;1978
b) extrajeron apollBD de mitocondrias hepdticas de rata dia-
bética y demostraron que reconstitufda con lfpidos mito-
condriales normales aumenta. !a actividad enzimatica que
ya no se diferencia de la de ratas no diabéticas.

Las enzimas de membrana muestran sensibil idad a peque-
fas variaciones de la estructura proteica o lipfidica que
se transmite aGn a distancia a través del mosaico flufdo.
En el tejido cardfaco de ratas inyectadas con aloxano se
determiné menor contenido de fosfol fpidos totales por
disminucién de fosfatidiletanolamina y | isofosfatidilcol i~
na, que es sensible al tratamiento insulfnico; el contenido
de fosfatidilcol ina se mantiene inalterado. (Chauhan y
Singh, 1978). También se conocen variaciones en la compo-
sicién de &cidos grasos de los lipidos mitocondriales;
Lerner y col. (1972) encontraron que mitocondrias de ra-
tas con aloxano se enriquecen en &cido palmftico a expen-
sas de deficiencias en 4cido araquidénico y otros insatu-
rados; este cambio de coniposicién afecta la fluidez de la
membrana y es el factor al que Vidal y col. (1978 a) con-
sideran responsable de las modificaciones de la energfa de

activacién de la lIBD hepdtica en membranas mitocondriales
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o en vesfculas de fosfol fpidos con diferencias en sus com-
ponentes de &cidos grasos. Sin‘embargo, energfas de acti -
vacién similares para la HBD de tejido cardfaco de ratas
diabéticas y control, que se dedujeron de las curvas en la
figura VI, argumentan en contra de una accién mediada por
la membrana acerca de restricciones del cambio conformacio-
nal del estado activado en caso de diferente grado de satu-
racién de |as cadenas grasas.

Los estudios de Lenaz y col. (1972) de la variacién
de actividad de diversas enzimas de membrana con la tempe-
ratura de reaccién demostraron, con una sola excepcién, que
sus energfas de activacién no son una constante y se pre -
sentan discontinuidades en los gréficos de Arrhenius a tem-
peraturas definidas para cada enzima que se supone son de-
pendientes de |as temperaturas de separacién de fase |fqui-
do-gel de sus componentes | ipfdicos; en el caso de HBD 18,5
°C cs el Ifmite entre 2 energfas de activacién: 18,2 y 10,9
kcal/mol . .

Vidal y col. (1978 a) ensayaron la HBD de hfgado de
rata que no mostré transicién entre 16 y 40 °C, rango en
el que la energfa de activacién en partfculas submitocon-
driales era de 11,2 kcal/mol. En un trabajo posterior (1978
c) en el que abarcaron temperaturas mds bajas reconocieron
un punto de inflexién a 18°C que aparece corrido, en el caso
de muestras de ratas diabéticas, hacia zonas de mayor tempe-
ratura: 27°C.

Repetidos experimentos que |levamos a cabo con la en-
zima inclufda en membranas fragmentadas de mitocondrias
cardfacas mostraron grdficos de Arrhenius | ineales entre 6
y 36°C y las energfas de activacién que calculamos para
testigos y diabéticos: 9,20 y 8,7 kcal/mo! respectivamen-
te son cercanas a las que se encuentra en la bibliograffa:

10,9 kcal/mol en mitocondrias congeladas de corazén de bo-



99

”

vino (Lenaz y col.,1972); 10 kcal/moi (Latruffe y Gaudemer
1974) y 11,2 kecal/mol (Vidal y col.,1978 a) en particulas
submitocondriales de hfgado de rata; 14,6 Lcal/mol en apo-
enzima reconstitufda con | iposomas de dimiristoil lecitina
(L-di CI4,I,2,dimiristoil-s n-gl icero 3 fosforilcol ina) en
el mismo artfculo que citamos de Vidal y col. y 15,2 kcal/
mol en apoenzima de corazén de bovino reconstitufda sobre
| iposomas de lecitina de soja (Menzel y Hammes, 1973). La
proximidad de esta serie de datos expresa un comportamiento
similar de la enzima ante cambios de la temperatura de
reaccién cuando |la protefna enzimdtica estd embebida en
sistemas de ultraestructura diferente. La aparicién de un
punto de inflexién en las representaciones de Arrhenius
estd asociado, segln Vidal y col.(1978 a), con la interac-
cién de la apoprotefna con el largo total de |as cadenas
de &cidos grasos, como podrfa estar ocurriendo en sus mem-
branas sustitufdas con dimiristofl-lecitina, y por el con-
trario es insensible a Ia transicién de fase si interactda
con la regién proximal de las cadenas. Basdndonos en el
esquema de Mclntyre y col.(1978), s6lo parte de la molécu-
la anfipatica de HGD se inserta en los |fpidos de membra-
na, mientras la porcién hidrofflica se mantiene con los
sitios activos exteriores a la bicapa.por lo que el efecto
del lfpido y su separacién de fases deberfa esperarse que
no afectara significativamente sus actividades; tal lo que

acontecié con la muestras de HBD cardfaca. las suscepti-

bles deberfan ser aquellas enzimas o sistemas transporta-

dores que atraviesan totalmente l|a membrana (Singer,1974).
Sin embar96 los resultados de Lenaz y col. que ya mencio-
namos son obuestos a esta suposicién de Singer, ya que
encontraron 2 encrgfasde activacién para las siguientes en-
zimas de corazén de bovino: ATPasa, IIBD, succinato oxidasa,

succinato cit ¢ reductasa y fumarasa, en cambio una sola
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encrufa para citocromo oxidasa, siendo cesta enzima un com~
plejo de gran tamaiio y que atravicsa |la nembrana.

Gazzotti y col. (1975) demostraron que en la reacti-
vacién de apolBD purificada de corazén de bovino con leci-
tinas de composicién variable el largo de la cadena hidro-
carbonada y el orado de insaturacién no influyen mayormen-
te en la enercfa de activacién que es una constante cerca-
na a la de-la enzima en la membrana, y en una reciente pu-
bl icacién del mismo laboratorio, Isaacson y col.(1979) in-
forman que local izaron en la regién polar de los fosfol {-
pidos la especificidad estérica y estructural necesaria
nara la actividad enzimética.

Cuando la enzima estd pegada a la membrana se recono-
ce su sensibilidad al componente lipfdico: el intercambio
de dimiristoil-lecitina en |a membrana produce cambios en
velocidad de reaccién y energfa de activacién, segln Vi-
dal y col.(1977 b,1978 ¢) y la enzima de rata diab&tica
recupera |las caracterfsticas cinéticas de la enzima normal
al aumentar la proporcién de insaturacién en las lecitinas
de la membrana (1975 b). Esto podrfa indicar la existencia
de factores intrisccos de la membrana con un papel modula-
dor de la enzima que se manifiesta cuando se¢ modifica la
relacién de los fosfolipidos insaturades en la membrana pe-
ro no cuando camdia esa relacién en los | iposomas.

En una serie ce experimentos intentamos cambiar la ma-
triz hidrotébica a la cual estd unida la enzima cardfaca de
rata sometiendo a vibracién sénica juntamente vesficulas
submitocondriales y vesfculas de lecitina de yema de huevo
y en alounos ensayos se observé que la velocidad enzimatica
de la muestra diabética se acercaba al valor normal. Estos
resultados sumamente prel iminares no fueron utilizados para
un dato estadfstico debido a las imprecisiones de [a meto-

dologfa porque no se controlé el tamaiio de las vesfculas
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que tienden a Tormar agrenodos de aran tamaiio o | iposomas
multilaminares que son fuente de cerror en la medida de la
actividad HRD (liexter y Coldmnan, 1973). Las partfculas ob-
tenidas por vibracién sénica no son homogéneas y sus pro-
piedades altamente denendientes de las condiciones preci=-
sas de la preparacién. Para evitar la heteroceneidad de
las partfculas submitocondriales en las medidas de acti-
vidad debepian fraccionarse para anal izar separadamente
las diferentes poblaciones. De estos resultados tentati-
vos surce la posibilidad de continuar con el tratamiento
de la enzima scparada.de sus | fpidos naturales, por ejem-
plo con los experimentos cruzados de apoenzima de rata
diabética y | fpidos de mitocondrias norm=les y viceversa,
el andlisis de los fosfolipidos de las mitocondrias car-
dfacas de ratas con ecstreptozotocina, etc. La posibili-
dad de la represién de la actividad HBD cardfaca basada
en cambios en la ultraestructura de membrana por su com-
posicién lipfdica es s6lo una hipdtesis y requiere su ve-
rificacién experimental.

Tomando en cuenta la porcién hidrofflica del compo-
nente proteico de la enzima que contiene carupos crfticos
para la catélisis, por ejemplo orupos ionizables y cis-
teicos, se investigé la variacién de la actividad enzima-
tica en diabetes con posibles alteraciones de los gru-
pos funcionales. 1°) En el primer caso se determiné la
velocidad inicial de reaccién en funcién del pH en las
muestras de ratas diabétic 's y normales. En la titulacién
de los crupos funcionales se evidencié una zona parale-
la entre pl!l 7,5y 3,5 (ver figura Vll)que indica un com-
portamiento &cido base idéntico de las dos enzimas que
debe corresponder a icual grado de disociacién de los gru-
pos polares que contribuyen a la conformacién activa o que

interviencn en el proceso catalftico. 2°) Se conoce la c-
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xistencia de por lo meroys (G grupos cisteicos en cada cade-
na pol ipeptfdica de 1IBD de corazén de bovino (Menzel y

Hammes, 1973) alounos de ellos involucrados en la activi-

daa catalftica. Wise y Lehnincer sciialaron en 1962 que la
enzima cn mitocondrias sonicadas sec inactiva en acrobiosis
con la posibilidad de recuperar la actividad incubdndola

con alutation, BAL o cistefna, en combinacién con NAD y el

sustrato.
Los métodos util izados por diferentes grupos de tra-
bajo en la solubilizacién y fraccionamiento de esta enzi-

ma, a saber: a)a partir de corazén de bovino, por Sekuzu y
col.(1963) con colato y sulfato de amonio, y b) a partir de
higcado de rata, por Cotterer (1067) con sulfato de amonio

y a elevado pll en presencia de NAD, separaron una apocnzi-
ma dependiente de recactivos de tiol y de lecitina. En otro
caso, c¢) por digestién de la enzima de corazén de bovino
con FosFolipasa A, (Fleischer y col. 1966) aislaron un pro-
ducto independiente de protectores de sulfhidrilo, pero en
una purificacién posterior, d)‘Bock y Fleischer,(1974) en-
cuentran que el ditioteitrol es requisito para la estabi-
| idad de la enzima.

Nuestras mitocondrias fragmentadas preparadas con co-
razones de ratas diabéticas tienen una actividad enziméti-
ca menor que las de ratas no diabéticas, independientemen-
te de un efecto sobre los tioles del sitio catalftico; la
cisteina no revirtié el déficit. La inclusién de cisteflna
50 mMd en la mezcla de rcaccién no estimulé la velocidad
deshidrogenasa tanto de la muestra normal o diabética, y
esto lleva a precuntarnos si en la mitocondrias de miocar-
dio de rata no hay crupos tiol funcionales susceptibles de
oxicarse, o si estos crupos se encucntran menos accesibles
y por su inclusién en la membrana la enzima adopta una con-

formacién cue los protece de la inactivacién aerobia;
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este comportamicento nucde ser !a consecuencia de la unién
apoprotefna-fosfolipido y el papel “protector” podrfa estar
a cargo de su misma coenzima, cl NAD, que se une secln
Wise y Lehninger (1902) directamente a través de un tiol

o "cubriendo” al grupo SH esencial para su actividad.

Latruffe y Caudemer (1974) admiten !a participacién
directa del grupo SH en la union de la enzima con el NAD,y
reactivos que forman uniones estables con tioles como el
ecthacrynato, N-etilmaleimida (NEM) o &cido ditionitroben-
zoico (DTNB) se comportan como inhibidores competitivos
del NAD.

La preparacién cenzimdtica para la medida de |las cons-
tantes cinéticas de la enzima cardfaca estaba constitufda
por las membranas mitocondriales rotas acompaiiadas de los
componentes de matriz que no se fraccionaron despues del
concelamiento de la fraccién separacda a 7700 xg, y el NAD
endbégeno, cn su cquil ibrie ! igado-libre,tienc la posibili-
dad de mantener la unién que previene a la enzima de su

inactivacién.

Parémetros cinéticos de la HBD carcdfaca de pratas dia-

béticas: Las constantes de disociacién del complejo bina-
rio (Enz-NAD) en muestras testigos y diabéticas son del
mismo orden: 1,19 vy |,4] lo cual indica que la estabili=-
dad del complejo que forma la coenzima con estas dos pre-
paraciones es comparable. Como ya se comenté precedente-
mente que los orunos polares o SH del sitio activo tienen
similar efectividad en ambas muestras, y coincidiendo: con
el hecho de aue las constantes de disociacién del NAD no
varfa sianificativamente por cfecto de la estreptozotoci-
na, podemos imaginar que los residuos de los aminodcidos
que intervienen en la fijacién ¢ activacién de los sustra-
tos no han sido afectados nor cambios importantes.

Por otra parte demostramos cue la enzimd de rata diabética
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reqguicre una concentracién de NAD 2,06 veces mayor aue la de

rata no diabética para llcoar a la mitad de su VMﬁx' Esto
es un indicativo claro de que existen diferencias cualita-
tivas de 13D cn las crestas, que no descarta la posibilidad
de cambios cuantitativos, y parece afectar la habil idad de
unirse al NAD de una manera que hasta el momento no ha Si-
do aclarada.

La “afinidad” de la enzima por su sustrato 3-H3 pare-
ce que no se modifica en la enzima de rata diabética, y las
constantes de Michaelis mantienen la misma relacién que
las velocidades méximas de testicos y diabéticos de modo
tal que se reauicre una concentracién de 3-HB 357 menor en
los diabéticos para llegar a la mitad de su Vmax' siendo
esta vMéx a su vez 357 menor que la de las ratas testigos.

Se pueden mencionar series diferentes con datos para
el andlisis cinético de esta enzima estudiada en tejido

hepatico de rata o cardfaco de rata y bovino (el hfigado de

bovino no contiene actividad HBD sionificativa).

corazén . hfcado rata

bovino rata

“(e)  (b) (a) (b) (d) (e)

V“éx(mM/min/mg) 0,532 0,062 0,065 0,370 0,200 0,220

Kﬂ“o (mid) 0,260 0,138 0,093 0,067 0,250 0,080

K;'”“ (ml4) 0,542 1,201 0,548 0,802 0,500 0,420
)

AP ) 1,500 0,237 1,190 0,121 0,500 0,310

(a) datos propios, de la tabla X!,en mitocondrias congeladas.

(b) Tucker y Dawson (1979) en partfculas submitocondriales.

(c) Nielsen y col.(1973) o ” i
() Latruffe y Gaudemer (1974) " ”
(e) Vidal v col.(1977 a) " “
Los K,, de la Ii0D hepdtica de las mismas ratas util iza-

kM

das en nuestro cstudio de la enzima cardfaca, seagtGn Vidal
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y col. son los que mds sc¢ acercan a nueslros resultados, vy
coinciden en una constante para el NAD en la preparacién de
ratas diabéticas que supera a la de los testicos.

Por las condiciones diferentcs de los ensayos, prepa-
racién de una muestra de enzima activa, tejido, animales y
aan cepas distintas cue participaron en cada estudio, no
es sorprencente ta diversificacién en los datos citados
ya que cacda seric de datos corresponcic cstrictamente a la
muestra y condiciones util izadas en las medidas de la ve -
locidad de reaccién. La protefna activa que constituye
nuestra enzima {I8D cardfaca difiere de la de otros |abo-
ratorios en que a) no se¢ rompicron las mitocondrias con
ultrasonido, b) no se centrifugaron después de la rup-
tura, es decir, conserva los componentes oricinales en la
mitocondria entera y conforma un medio de incubacién par-
ticular que cda lugar a una velocidad de recaccién particu-
lar; y podemos mencionar que Nielsen y col.(1972) demos -
traron que la concentracién de sales modifica la velocidad

enzimdtica ¢ incide en el valor del K, de esta enzima de

i
moco que es valido el andlisis de nuestros resultados com-
parativos entre ratas tratadas con estrcptozotocina y las
no inyectadas, en cnsayos paralelos.

La constante de Michael is para el betahidroxibutirato
es 0,543 mii y 0,360 mM. rormal y diabética, respectivamen-
te,valores que superan en mucho la concentracién normal de

3-i!

3 en plasma: 0,17 mii seqGn llarano y co!.(1972), por lo
tanto la velocidad de rcaccién crecerd junto con la concen-
tracién de sustrato que se eleva en las ratas con diabetes
de acucrdo con la severidad de la cetosis (a 0,48 mM en
diabetes sin cetosis si nos referimos a los mismos autores)
forzando la entrada y decrcdacisdn intracelular.

vespués de discutir las caracteristicas de la enzima

en mitocondrias cardfacas y en especial en el animal diabé-
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tico persiste ¢l interrocante accerca de su papel Tisiolé6-
cico v su local izacién en la membrana interna, tan suges-
tiva de una interconeccién con la cadena de transporte de
clectrones. besde el punto de vista de su utilizacién los
cuerpos ceténicos presentan una scric de cualidades: en to-
dos los mami{feros secentarios se los encuentra en la cir-
culacién en concentraciones bajas y pucden ser Tdcilmente’
transportados por la sangre y atravesar membranas celula-
res, su consumo provee una Tuente adicional de energia que
reciuce la demanda de colucosa, !a necesicad de la gluconeo~-
cénesis y por lo tanto'de dearadacién proteica; como nu-
triente alternativo de la glucosa deberfa acentuarse el
consumo de betahidroxibutirato en el diabético tanto co-
mo su correspondiente cetodcido pero esa expectativa pa-
rece impedida por el bloqueo parcial de la enzima inter-
conversora.

Incornoracion de aminodcicdos a mitocondrias de ratas

diabéticas: Nuestras experiencias con ratas tratadas con

estreptozotocina loararon demostrar que existen impedimen-
tos para el desarrollo normal de la sintcsis protecica ”in
vitro”, las mitocondrias de corazén de rata diabética in-

. 14 . .
corporaron lcucina-C ~ a una velocidad 40/, menor que las
mitocondrias aisladas de ratas normales. [Cste efecto de la
estreptozotocina, que no habfa sido medido hasta el presen-
te en tejido cardfaco, se verificéd a 7 dfas de inyectar la
droca y es llamativo que se compensa en narte al transcu-
rrir 4 scmanas cel inicio de la diabetes.

Datos de otros laboratorios indicaban que fa veloci-
dad de incorporacién estaba disminuida en las mitocondrias
aisladas de mGsculo esquelético,pero no de hicado, y tanto
en ratas tratacas con aloxano (Mockel y Becattie, 1975) como
con estreptozotocina ( los mismos v Favelukes y col. 1973),

cuando nasaron entre 5 y 10 dfas de inyectar e! diabetégeno
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e independientemente del estado cetésico del animal.

Favelukes y col. estimularon la incorporacién de lcu-
cina a las mitocondrias de mGsculo esquelético de ratas
diabéticas mediante ta aduintstracién Jde insul ina y noso=-
tros conseguimos rcvertir totalmente el cfecto de la es-
treptozotocina en mitocondrias de miocardio al prolongar
el tratamiento insulinico durante 96 horas.

“in vitro”, con mitocondrias

La sfrtesis proteica
aisladas e intactas, es dependiente de las protefnas sin-
tetizadas en la fraccién microsomal prescntes en el momen-
to del aislamiento subcelular y que sc ensamblan en una
relacién estequiométrica con las protefnas nacientes; si
se somete la rata a un desequilibrio hormonal, en nuestro
caso al variar la insulinemia, el contenido de estas pro-
tefnas estard sujeto a las fluctuaciones propias del sis-
tema citoplosmdtico de sintesis protecica y puede a su vez
amplificar.o deprimir la respucsta mitocondrial. Es amplia-
mente conocico que la diabetes de la rata deprime la velo-
cidad de la traduccién genética en el hicado y el maGsculo
esquelético ( Pilkis y Korner, 1071: Yool y col., 1963;
Pain, 1973; Chain y Sender, 1073; lianchester y Young, 19060)
y aue la insulina restablece rdpidamente la actividad (hian-
chester y Youna, 1G(4). Se detectaron bLloqueos en varios
puntos del mecanismo de sfintesis comenzando con la capta-
cién de aminodcicos por la célula que es dependicnte de
insulina (Castles y ‘oo!, 1904) v en pasos posteriores in-
dependientes de su efecto sobre ¢l “ransperte de aminodci-
dos, a nivel de las aminoacil-tARN sintctasa hep&atica (
Cohen y Grinblat, 1972) y de masculo (PFain, 1973) o por
disminucién cde la actividad de los citoribosomas de anima-
les con aloxano (Wool y Cavichi, 1987) o pancrcatectomfa
(Cohen y CGrinblat, 1071).

Cn el mGsculo cardfaco de animales con deficiencia de
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insul ina, tmportante difercencia con mGsculo esauelético,
no sc mocifica la velocidad de la marcacién isotépica ni
el perfil de noliribosomas en gradicnte de sacarosa en los
animales con 2 dfas de diabetes por aloxano (Rannels y col.
1970) o 7 dfas de diabetes con estreptozotocina (los mismos
y Chain y Sender, 1973). Esta informacién indica que en los
animales diabéticos la asociacién en polirribosomas y su
actividad estd protegida en corazén pero no en mGsculo es-
cquelético; por otra narte, la presencia de insulina en el
medio de perfusién del corazén de animales no diabéticos
estimulé la velocidad de incorporacién de aminodcidos ra-
cdiactivos a sus protefnas (Chain y Sender, 1973: Vool y
Manchester, 1002),

Como la velocidad de la sfntesis mitoconcdrial obecdece
a protefnas reguladoras del citoplasma (Ibrahim y col.,
1673) nodria adelantarse aue en mitocondrias de corazén de
ratas dJdiab&ticas se mantuviera inalterada tal como la ve-
locidad de sus corresnondientes activicades microsomales y
auve aumentara en las ratas normales tratadas con insul ina.
La primera suposicién no se cumnlié, evidenciando que la
rclacién entre los dos sistemas no cs tan directa. bebemos
destacar cue sc havfa observado al sacrificar las ratas des-
pués de 7 dias de estrepntozotocina que sus corazones eran
mds pcqueciios que los de sus controles; el peso promedio del
ércano y la velocidad de marcacién mitocondrial con leuci-
na-'AC en los mismos animales disminuyeron bruscamente la
primer semana y se rccuperaron parcialmente a los 30 dfas,
pero la variacién de tamaiio de los corazones de nuestros
animales contradice la afirmacién de Chain y Sender de que’
en sus ratas no obscrvaron atrofia del corazén.

1 estfmulo aue ejerce la insulina sobre la sfntesis
proteica citoplasmética del miocardio e¢s generalizado, con

clevados niveles en todos los productos de esa sintesis: que
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sc detectaron en nrotuefnas sarcoplésmicas por eclectrofo-
resis en cel (Xurihara y Wool, 196S) y de las protefnas de
miofibrillas (Sender y Carlick. 1973) dando a cntender la
inespecificidad del efecto insulinico. AGn cuando en cora-
z6n de diabéticos no sc demostraron deficiencias significa-
tivas de! rencimiento de la sfntesis proteica ribosomal,'no
podemos descartar la posibilidad de alguna protefna modul a-
cgora que act@Ga en concentraciones minimas cuya variacién
cuantitativa no haya sicdo detectada.

lin estudio discriminado de la sfntesis proteica mi-
tocondrial en cdiabetes, que proceda al fraccionamiento de
sus componentes intramitocondriales, la separacién de los
mitorribosomas (¥alf y Faust, 1069) y componentes solubles
(Crecco 'y col.,1973) para seguir por etapas el .proceso pue-
de acercarnos al conocimiento del dafio producido por la es-
treptozotocina y cue cda lucar al importante descenso de la
velocidad de incorporacién que quedé demostrado.

Las medidas paralelas de la actividad respiratoria y
fosforilante de estas mitocondrias mostraban alta eficien-
cia del mecanismo conservador de encrofa, descartando cl
suministro de encrcia como limitante ce la sfntesis protei=-
ca. Por otra parte, las mitocondrias cardiacas utilizan .una
proporcién fniima de la enercfa cenerada en el metabol ismo
oxidativo con destino a la sintesis proteica, y la depresién
pasajera de la respiracién al secundo dfa de diabetes no
pucde considerarse responsable de la menor velocidad de in-
corporacién a los 7 cdfas de aplicar la dreca.

En ratas con déficit de hormonas hinofisiarias pudimos
detectar también una tendencia a disminuir la velocidad de
incorporacién de leucina radiactiva. Se reconocen alteracio-
nes muy marcadas en el balance endécrino del animal hipofi-
soprivo con canbios primarios y secundarios en el metabo-

lismo de hidratos de carbono y protefnas, y las mitocondrias
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son sensibles a la reoulacién hipolisiaria. lavelutes y
col. (1075) constataron que cn las mitocondrias de mGscu-
lo esauclético la incorporacién de leucina es 377 menor

auc en las de animales control con opcracién fingida, po-
sible de reversién por aplicacién de liormonas de crecimien-
to y tiroxina. Desde los trabajos de Tata y col. en 1063 vy

~.

66, o de Primack y col. (1971) el estimulo observado

\

frente al tratammiento con hormona tiroidea sobre las mi-
tocondrias: consumo de oxfgeno y sfntesis proteica simul-
té&ncamente, se presentan dos hipétesis aue consideran a

uno y otro causa y efécto, es decir que cl estimulo hormo-
nal sobre la sintcsis de los complejos respiratorios produ-
ce aumento de la velocidad de las oxidaciones o en senti-
do inverso, la estimulacién de la respiracién estd secui-
da de un aumento de la sintesis favorecida por el mayor
nivel de ATP que se produce. En los experimentos con las
ratas diabéticas ce 7 dfas, ambos Tendmenos parecen desco-
nectados en razén de que las mitocondrias cardfacas que in-
corporaban aminodcido radiactivo a menor velocidad que sus
testicos, respiraban y fosforilaban con la eficiencia nor-
mal .

Frente a la evidencia de la reduccién de la incorpora-
cién de leucina surcc la cuestién de identificar aquellas
nrotcinas afcctadas cn su sintesis por la hiper o hipoin-
sul inemia. Mécke! y Reattie (1975) analizaron electroforé-
ticamente los productos de la incorporacién “in vitro”, los
cuales tienen correspondencia con las fracciones marcadas
por la incorporacién dec aminodcidos radiactivos “in vivo”
('brahim y col.,1972; Coote y Work, 197!) pero no se pre-
sentaron dJdiferencias den !a distribucién de radiactividad
en las 5 bandas aue sc senaran de muestras diabéticas y
normales. Dentro de un nGmero restrincico de productos mi-

tocondriales, en lo que inicialmente se |lam§ “protefnas



cstructurales” por 'su profunca asociacién con la estructu-
ra ae membrana, sec ijdentificaron varios componcntes de esa
fracciédn compucsta por ! ipoproteinas que corresponden a
las subunidades de mayor tamaiio y con mayor contenido |ipf-
¢dico «de los complejos enzimdticos de membrana, cuyo défi-
cit oricina membranas funcionalmente deficientes del tipo
de las mutantes "“petit” dc levaduras, por omisién de trans-
portacores -de la cadena respiratoria (Linnane y Haslam,
1970). Se identificaron péptidos intecrantes de la ATPasa,
citocromo oxidasa, citocromo b y una proteina ribosomal,
pero debemos aclarar cue en los trabajos citados por T:za-
coloff y col. (1979) cn una reciente revisién, se hace re-

ferencia a levaduras, Neurospora crassa, o X.laevis, pero

es limitada 'a informacién actual sobre productos sinteti-

zados en tejidos de animales superiores o plantas, y no se

excluye la posibilidad de algunas {racciones analizadas que
contenoan ﬁrotcfnas no cataliticas de mds dificil caracte-

rizacién y de funcién no demostrada.

Una porcién importante, 20 a 257 de los péptidos que
se sintetizan se intecran al complejio de la citocromo ¢
oxidasa o citocrono 23,4, y para determinar la cantidad y
actividac de este intecrantc de la cadena de transporte de
electrones se midié la actividad enzimdtica y el conteni-
do de citocromos por su componente prostético.L! citocro-
mo 993 se¢ toma habitualmente como uno de los fndices del
funcionamiento de la sfntesis proteica mitocondrial, y en
las mitocondrias cardfacas de ratas con cstreptozotocina
demostramos due no hay cambios cuantitativos ni funciona-
les por este tratamiento.

La actividad enzimdtica se midié en ratas a una y 4
semanas de la dosis y los resultados son consistentes con
la observacién simulténea de los niveles cspectrales a 605

nn en las Tracciones mitocondriales de corazén de ratas-



diabétican vy testicou.

tn las curvas de espectros dilerenciales de absorcién
entre 500 y 30 nn se ubicaron los picos de minima y mixi-
ma a las longitudes cde onda que corresponden a los cito~-

mos aa,, b, ¢, y ¢, y con alturas semejantes en muestras
3 2r & <

|
diabéticas y normales. Lerner y co!.(1072) estudiaron es-
tos espectros en nitocondrias hendticas y cardfacas de ra-
tas tratadas con aloxano; en las hepdticas encontraron el
pico ae (05 nm del citocromo aa, de intensidad menor que
en |a preparacidén testigo, mientras que en mitocondrias
cardfacas todos los ﬁicos son coincicdentes. Doveris y col.
(1969) demostraron que no hay diferencia en el nivel de
los citocronos (glﬁg) de mitocondrias hepédticas de ratas
pancreatectomizagas.

Casdndonos en que los transportadores de electrones,
oroductos tinicos de |la sintesis intranitocondrial, se en-
contraron en una relacidén correcta y Tuncionalmente acti-
vos consideranios que la disminucién en la incorporacién
cde leucina a las mitocondrias aisladas de ratas con 7 dfas
ce 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 sintesis decrece
como consecuencia de la estreptozotocina; el complejo del
citocromo 333 aparece cual itativa y cuantitativamente inal-
terado en corazén de rata asf como la funcién respiratoria
v su contro! por la concentracién de ADP.

La falla descripta para la IRD cardfaca en |a membrana
interna de mitocondrias de ratas tratadas no se presenté
sincrénica con !a de la sintesis proteica, sino después de
varias semanas; en amhos se destacé el efecto reparador de
insul ina aue no es inmediato, y por tanto no puede conside-
rarse como una accién directa de insul ina sobre estos pro-

cesos metabél icos mitocondriales y hace pensar en una mani-
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festaciédn secundaria de previas alteraciones celulares.

Ll andlisis de los efectos de la estreptozotocina so-
bre las mitocondrias cardfacas de rata provee una visién
sobre determinadas funciones de estos oraanoides extendien-
do la informacién disponible hasta el momento sobre las mi-
tocondrias hepaticas al tejido cardfaco. Ll panorama emer-
Jente de este trabajo sciala la estabilidad de las funcio-
nes vitales para el metabol ismo aerobio en ei caso diabé-
tico, la existencia de cambios sensibles en la enzima HBD
que puede llevar a una mejor comprensién del defecto en la
utilizacidn de! 3-HB, y la dificultad de realizar la sin-

tesis de proteinas a la velocidad normal.
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CAPITELO VI
CONCLUSIONES

Ll tratamiento de ratas con estreptozotocina no pro-
duce efectos siaenificativos sobre la velocidad resﬁi-
ratoria de sus mitocondrias cardfacas provistas de
sustrato y ADP en exceso, y un leve descenso de la
velocidad respiratoria en ¢! estado & al oxidar mala-
to en presencia de clutamato y malonato. La eficien-
cia de la fosTorilacién oxidativa medida como fndice
ADI . es estable cuando se oxidan diversos sustratos.
Mo se observan cambios de tamaiio y forma de estas mi-
tocondrias y sus crestas por accidn del diabetégeno.
El malato, en presencia de clutamato y malonato, y el
cetoolutarato se evidenciaron como sustratos 6pti-
mos ﬁara la respiracién de mitocondrias cardfacas de
rata, que inducen alta velocidad de consumo de oxfge-
no estimulada por adicién de ADP.
Ll etecto de estreptozotocina sobre la velocidad de
la reaccién catalizada por IBD cardiaca es la dismi-
nucién de!l 507 de su actividad especffica en mitocon-
drias conceladas y en particulas submitocondriales,
que alcanza su mayor expresién a los 30 dfas de inyec=-
tar la droca.
La depresién de la actividacd deshidrogenasa no se re-
fleja en la velocidad de consumo de.oxigeno de las mi-
tocondrias de ratas diabé&ticas con 3-liB, que se real i-
za a la misma velocidad que las normales.
Dosis diartas de insul ina permiten la recuperacién
parcial de la actividad liBD con 15 dfas de tratamien-
to. lcuales dosis de hormona no modifican lg activi-

dad ™D en ratas no diabéticas.
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El defecto de Ta enzima HBD cardfaca en membrana mito-
condrial es independiente de cambios de pll o de la
presencia de cistefna en el medio de peaccién.

La enercfa de activacién de la enzima en las ratas con
estreptozotocina es de valor icual al de ratas no tra-
tadas.

El estudio de los parémetros cinéticos de la reaccién
revela una importante modificacién de la conscante de
ichaglis para la coenzima,que es 2,0 veces mayor en

la muestra de rata diabética. Ll K, respecto al 3-HB

"
"l
y la constante de disociacién del complejo Enz-NAD
oresentaron cambios de menor magnitud.

Las flavoprotefinas de las crestas mitocondriales de
corazén de ratas: NADH deshidrogenasa y succinato
deshidrogenasa mantienen su capacidad catal ftica nor-
mal en las ratas inyectadas con estreptozotocina, de-
terminado en e! primer caso por la velocidad méxima y
cl KH respecto a Terricianuro, y cen el seoundo caso
por la velocidad de reaccién succinato-iSF reductasa,
con resultados equivalentes en ratas con diabetes de

7 v 30 dfas y en ratas normales.

Los espectros diferenciales cde absorcién en la zona
50C-330 nm de las mitocondrias de miocardio de ratas
a7 y 30 dfas de una inyeccién de estreptozotocina son
indistinceuibles de los corresnondientes controles.
Coinciden la posicién de los picos y sus niveles, a

las longitudes de onda reconocidos para citocromos mi-

tocondriales., La relacién aproximada de citocromos en

las mitocondrias carcdfacas son gngb:gl:c =£:3:1:2
3 c

6 £:2:1:2 scalin los coeficientes de extincién eclegi=

dos.

La actividad citocromo ¢ oxidasa de miocardio es idén-

tica en ratas con 7 y 30 dias de diabetes y en ratas
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normales.

La incorporacién “in vitro” dec leucina-qu a protef-
nas mitocondriales se rcaliza a menor velocidad en
mitocondrias aisladas de ratas diabéticas que cen las
de ratas testicos. La diferencia es del 409 en ratas
con diabetes de 7 dfas de duracién, pero de menor
macnitud y sin sicnificancia estadfistice en las de 30
dtas. Paralelamente a la fluctuacién del rendimiento
de !a sfntesis nroteica mitocondrial se produce dis-
minucién del peso del corazén de la rata, més eviden-
te a 7 dfas de estreptozotocina, respecto a ratas no
invectadas.

£] sistema de sintesis de protecinas sensible a clo-
ranfenicol ¢s Jependiente del suministro de energfa
para la formacién de uniones peptidicas, y se realiza
en la mitocondria de miocardio utilizando el mecanis-
mo conscrvador ce la cnercfa d: oxidacién del malato
con mAs eficicnecia aue mediante la adicién de ATP con
o sin sistema rccencrador. La inhibicién de la incor-
nporacién ce leucina—lQC por eiecto de estrentozotoci-
na se presenta en mitocondrias cuya respiracién y fTos-
forilacién sc desarrolla a la misnma velocidad cue en
los controles.

La insulina “in vivo” es capaz de revertir totalmnente
el ctecto <¢c la estreptozotocina estimulando la velo-
cicad de la incorporacién cdc aminodcidos proporcional=-
mente al ndmero de dosis anlicadas..Las mitocondrias
de ratas no ciabéticas con tratamicnto hormonal aumen-

taron icualmente la radiactividad incorporada.
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RESUMEN

Se estudiaron las consecuencias de la induccién de la
diabetes a la rata con dosis de estreptozotocina de 65 mg/Kg
sobre determinadas actividades metabél icas de las mitocon-
drias cardfacas.

Estas ratas presentaron glucemia elevada, superior a
300 mg% si.se sacrificaron después de 7 dfas, y maés de 400
mg? después de 30 dias de la inyeccién del diabetégeno.

Partiendo de metodoloafas apl icadas a otros tejidos o
animales sec experimentaron varios métodos para aislar con
alto rendimiento mitocondrias intactas de miocardio para
que, incubadas en un medio adecuado, |levaran a cabo la o-
xidacién de un sustrato con control de la respiracién aco-
plado a la fosforilacién oxidativa. Las fracciones mitocon-
driales obtenidas al tratar el miGsculo cardiaco con protei-
nasa nacarsc eran representativas de ese tejido, con formas
y tamalio que no evidenciaron por su observacién ultramicros-
cépica el efecto de la estreptozotocina.

Metabol itos del ciclo de los dcidos tricarboxfl icos:
malato (en presencia de glutamato y malonato), e cetogluta-
rato, succinato (en presencia de glutamato) eran los sus -
tratos que inducfan alta velocidad de consumo de oxigeno y
sensibilidad a estimulacién de esa velocidad con ADP o de-
sacoplantes, mayor que en caso de los sustratos piruvato ¥
betahidroxibutirato.

Se describicron experimentos que refiejan la estabil i~
dad de la funcién respiratoria en las ratas que recibieron .
estreptozotocina y su relacién temporal, midiendo la veloci-
dad de utilizacién de! oxiceno, el fndice de control respi-
ratorio y la relacién ADP:0. La velocidad de consumo de oxf-

geno en cl estado 4 durante la oxidacién de malato (+gluta-
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mote y malonato) eépoarece ievemente disminufda en mitocondrias
cardfacas de ratas con 30 dfas de diabetes, sin wsambios en la
velocidad en ¢l estado respiratorio 3 6 en la rclacién P:0,
en medidas po!arogrdficas a tiempos cortos de 2, 4 y 7 dfas
de diabetes, y a los 30 dfas de inducir la enfermedad.

La velocidad de consumo de oxfgeno con el sustrato 3-HB
no era scensible a estreptozotocina como podria esperarse da-
do que paralelamente se demostré que la actividad especifica
™D en 1a membrana era 507 menor que en ratas no tratadas.

La velocidad de la reaccién catalizada por la HBD cardfaca
se siguié espectrofotométricamente a 340 nm por la reduccién
de su coenzima NAD., E| déficit enzimdtico se presenté en mi-
tocondrias cardiacas con distintos tratamientos de permeabi-
lizacién al NAD-NADH y en particulas submitocondriales y se
comparé con ¢! de la enzima hepética, ya reconocido por otros
laboratorios. Se intenté la reversién con insulina “"in vivo”
Ilegendo @ recuperar c! S0 de la actividad normal para lo
cuval reauirié un tratamiento de |5 dias. Se estudié el efec-
to de cambios de pl, temperatura y presencia de protectores
de tiol sobre la velocidad de reaccién para determinar cam-
bios cualitativos de la enzima cardfaca de ratas con estrep-
tozotocina, estableciéndose que los grupos ionizables invo-
lucrados en la actividad !IBD tienen icual grado de ioniza-
cién en el caso diabético y normal, y arupos que intervienen
en la catélisis no son sensibles a la presencia de cisteina;
se mantuvo la diferencia de actividad en los rangos ensaya-
dos de pH 6 a 9,5 y de temperaturas 0 a 36°C; la energfa de
activacién aparente que se calculé no diferfa en ambas mues-
tras de mitocondrias. E! estudio de las propiedades cinéti-

cas reveldé cque el K, respecto al NAD experimenta un salto en

]

el caso diabético y es 2,0 veces mayor que en los testigos,

hay menores difercencias en el K,, rcspecto al 3-HB y en la
il

constante de disociacién (Enz-NAD) y estos son indices cate-
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céricos Je cicrta modilicacién en la enzima cadfaca de ratas
diabéticas. No alcanzaron o dJdelinirse fallas en ¢l componen-—

te de membrana salvo indicios en cxperimentos aislados que
Justifican un estudio mds cxhaustivo.

Se demostré quec la estreptozotocina, a los 7 o 30 dfas
de inyectada, no ticne accién sobre la actividad de las si-
guicntes cnzimas de membrana interna: a) succinato deshidro-
genasa, b).NADH deshidrogenasa, c) citocromo oxidasa.

a) Se midié la actividad en mitocondrias fragmentadas consi-
deré&ndola proporcional a la velocidad succinato-MSF reducta-
sa; resultaron icuales actividades especificas en mitocondrias
de diabéticos y testigos. b) para la medida de NADH deshidro-
cenasa se utilizé Fc(CN)éKq como aceptor cexterno de clectro-

nes; la V,

ax Y el X,, respecto al ferricianuro son iguales en
X

M

ambas muestras. c¢) la actividad citocromo oxidasa fué medida
siguiendo espectrofotométricamente la oxidacién aerobia de ci-
tocromo ¢ reducido exégeno y se obtuvieron valores iguales de
actividad especifica en diabéticos y testigos.

En e! caso de esta dGltima enzima, citocromo ¢ oxidasa,
fué estudiada en su aspecto funcional y también cuantitativo,
a través de! cspectro de absorcién diferencial de su grupo
prostético cn estado oxidado y reducido. Se registraron los
espectros difercnciales en la zona de 500 a 630 nm de frac-
cioncs mitocondriales de corazén de rata a 7 y 30 dfas de la
estreptozotocina y de rata sin inyectar; las curvas eran si-
milares en todos estos casos, coincidieron la ubicacién y al-
tura de los picos de la banda & de contribuciédn simultdnea

de los citocromos aa,, b, ¢

N I

y €.
Sc puso a punto el método para la incorporacién “"in vi-

” de leucina marcada a mitocondrias de maGsculo cardfaco,

tro
medida por la radiactividad en protcinas precipitadas en
TCA 57 y resistente al calentamiento a §5°C, adaptando téc-

nicas semejantes para mitocondrias cnteras de hfgado y de



126

masculo esquelético. Se tncubaron mitocondrias cardfacas de
recicnte aislamiento con un mcdio isoténico que aportaba la
mezcla dc aminodcidos, iones K+, Mo y fosfato, y se fija~
ron las condiciones 6ptimas para la sintesis proteica en és-
tas mitocondrias, cuya velocidad se comparé luego con la de
ratas diabéticas. La radiactividad medida en las protefnas
extrafdas con TCA correspondié exclusivamente al sistema mi-
tocondrial de formacién de uniones peptfdicas,.como se demos-
tré por la cinética de incorporacién y la sensibilidad dife-
renciada a los inhibidores ciclohuximida y cloranfenicol. Se
demostré la dependencia del proceso biosintético con el meca-
nismo mitocondrial de conservacién de energia; el malato (en
unién con glutamato) fué el sustrato, entre todos los ensaya-
dos, que indujo la mayor velocidad dec incorporacién.

En ratas con 7 dfas de diabetes se observé que decae |a
radiactividad incorporada, y reccupera parcialmente en las ra-
tas con 30 dfas de diabetes, momento en que la diferencia con
los controles no alcanza si¢onificiancia estadfistica; se des-
tacé una relacién centre velocidad de la incorporacién mito-
condrial de aminoé&cidos y el peso de los corazones de ratas
testigos y con 7 y 30 dias de diabetes.

Se concluyé que la aplicacién de estreptozotocina a.la
rata dié lugar a un cambio en la mitocondria cardfaca que no’
afecta la actividad vital de respiracién y fosforilacién, e
involucra a una enzima de la membrana que interviene en el me-
tabol ismo de los cuerpos ceténicos, la liBD, y al proceso bio-
sintético dec proteinas mitocondriales, cuyos productos no fue-

ron identificados.



